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Oz

Bingol ili Binkap sicak su kaynaklarindan izole edilen bakteriler karakterize edilerek, bunlara ait endiistriyel
alanda 6nem arz eden proteaz ve amilaz gibi enzimleri iizerinde ¢aligmalar yapilmistir. Bu g¢aligmada su ve toprak
orneklerinden iki bakteri susu izole edildi. Bu bakterilerin ¢esitli biyokimyasal testleri ile morfolojik ve fizyolojik
analizleri yapildi. izole edilen 4NK bakterisinin gubuk seklinde Gram pozitif oldugu, SNK bakterisinin de Gram pozitif
ve gubuk seklinde oldugu belirlenmistir. Izole edilmis bu iki bakteri igin optimum pH degerinin 6.0 oldugu tespit edildi.
Optimum iireme sicakliklari ise sirasiyla 40 ve 45 °C olarak belirlenmistir. izole edilen bakterilerin optimum kosullar:
belirlendikten sonra bunlarin iirettikleri enzimlerin optimum kosullar1 belirlendi. Buna gore 4NK bakterisinin proteaz ve
amilaz enzimlerini {iretim agisindan optimum siireleri sirastyla 18. saatte (195.80 U mg™) ve 15. saatte (428.33 U mg™)
oldugu belirlenmistir. Proteaz ve amilaz enzimlerinin optimum pH’s1 8.0, optimum sicakliklari sirastyla 40-50 °C ve 50-
60 °C olarak bulunmustur. Ayrica, SNK bakteri varyetesi i¢in proteaz ve amilaz enzimlerini {iretim agisindan optimum
siiresi, proteaz i¢in 260.93 U mglve amilaz igin 380.58 U mglolmak iizere 24. saat olarak belirlenmistir. Proteaz ve
amilaz enzimlerinin optimum pH’lar1 8.0, optimum sicakliklar1 50 °C olarak bulunmustur. izolasyonu yapilan 4NK ve
SNK bakterilerinin 16S rRNA dizi analizi yapilmig, buna gore 4NK bakterisinin Bacillus subtilis tiiriine yakin, SNK
bakterisinin ise Bacillus paralicheniformis tiiriine filogenetik olarak yakin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Amilaz, proteaz, sicak su kaynaklari, enzim, Bacillus

Identification of Bacteria from Bingol Hot Springs and Characterization of
Protease and Amylase

Abstract

Bacteria isolated from Binkap hot spring from Bingol Province were characterised and studies were carried out
on their industrially important enzymes such as protease and amylase. In this study, two bacteria were isolated in the
water and soil samples. Various morphological, physiological and biochemical tests of these bacteria were applied. It was
determined that the isolated 4NK bacteria were Gram positive in the form of rods, and the 5NK bacteria were Gram
positive and rod shaped. It was determined that the optimum pH value for both isolated bacteria was 6.0. Optimum growth
temperatures for 4ANK and 5NK were determined as 40 °C and 45 °C, respectively. After determinaton of the optimum
conditions for the isolated bacteria, the optimum conditions of the enzymes produced were also detected. Accordingly,
the optimum production times of protease and amylase enzymes by 4NK bacteria were determined as 18th hour (195.80
U mg™) and 15th hour (428. U mg), respectively. The optimum pH of protease and amylase enzymes were found to be
8.0, while optimum temperatures were as 40-50 °C and 50-60 °C, respectively. The optimum production time of protease
and amylase enzymes by 5NK bacteria was determined to be 24 hours with activities of 260.93 U mg* for protease and
380.58 U mg*for amylase. The optimum pH of protease and amylase enzymes was determined as 8.0 and their optimum
temperature as 50 °C. 16S rRNA sequence analysis of isolated 4NK and 5NK bacteria was performed and it was
determined 4NK bacteria were close to Bacillus subtilis and 5NK bacteria were phylogenetically close to Bacillus
paralicheniformis.
Keywords: Amylase, protease, enzyme, hot spring, Bacillus
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Mikroorganizmalar, hemen hemen biitiin dogal
habitatlardan ve diger pek c¢ok kaynaktan izole
edilebilirler. Yaygin olarak toprakta saprofit olarak ve
bitki dokiintiilerinin oldugu yerlerde bulunurlar fakat
kutup bolgeleri, sicak su kaynaklari, kaplicalar, tath
su, deniz suyu, ¢0l topraklar1 da bu cinslerin yasam
alanlarindandir (Maugeri ve ark., 2001; Yilmaz,
2002; Ozsahin, 2006). Bacillus tiirleri ¢esitli
kompleks substratlara karst aktivite gosteren g¢ok
saylida ve cesitli hidrolitik enzimler iiretmekte ve
salgilamaktadirlar. Bu nedenle Bacillus cinsindeki
organizmalar, endiistriyel alanda o-amilaz, proteaz,
glukanaz, glukoz izomeraz ve endoniikleaz gibi
enzimlerin iretiminde yaygin sekilde
kullanilmaktadirlar (Uhlig, 1998).

Bakterilerin salgiladig1 ve biyoteknolojik olarak
onemi olan enzimlerden biri amilazlardir. Yapilan
calismalarda ticari olarak ilk kullanilan enzimin
amilaz oldugu belirlenmistir (Giil Giiven, 2011).
Amilaz enzimi nisastayr molekiillerine parcalayan
kuvvetli bir enzimdir. Nisasta molekiiliinii
parcalamasiyla maltoz ve dekstrin molekiilleri
meydana gelir. Endiistriyel alanda 6zellikle Bacillus
cinsi bakteriler tarafindan salgilanan amilaz enzimi
kullanilir. Bu enzim 6zellikle gida endistrisinde
ekmek ve unlu mamullerde kabarma, yumusak iiriin
elde etmede, ekmegin tat ve kalitesini diizeltici
etkilerde bulunur. Tekstil endiistrisinde ipliklerin
saglam olmasi i¢in kullanilir ve kagit endiistrisinde
kagidin nigasta ile kaplanmasi ile kagidi hasarlara
kars1 korur, kagidin sertligini, direncini ve kalitesini
de artirmaktadir. Deterjan endiistrisinde ise; kirliligin
temizlenmesi amaciyla kullanilir. Amilazlar ayrica
tibbi alanda da ila¢g sanayinde kullanilmaktadir
(Kandra, 2003).

Proteaz canlilarda bulunmasi gereken, biiyiime
ve ¢ogalma i¢in 6nemli olan bir enzimdir. Dogada
bitkisel, hayvansal ve bakteriyel kokenli olabilir.
Bunlar arasinda en etkili olanlar bakterilerden elde
edilen proteazlardir. Proteazlar optimum pH araligina
gore notr, alkali ve asidik proteazlar olarak
gruplandirilir. Son zamanlarda arastirmacilar bu
Ozelliginden dolay1 endiistriyel alanlarda kullanilmak
lizere uygun proteazlari iireten mikroorganizmalar
iizerinde calismaktadir (Ozsahin, 2006; Najafi ve
Sariri, 2006). Bacillus’lardan elde edilen proteazlar
endiistrinin  ¢esitli alanlarinda  kullanilmaktadir.
Bunlardan alkali proteazlar 6zellikle deterjan
sanayisinde kullanilmaktadir. Ayrica etlerin

[JPAS

jjpas@@munzur.edu.tr
ISSN: 2149-0910

yumusatilmasi, lekelerin giderilmesi, DNA
teknolojisinde kullanilmaktadir (Ozsahin, 2006).

Bu c¢alismada, Bing6l sicak su kaplicalarindan
alman su ve camur Orneginden bakteri izolasyon
islemi yapilip bakterilerin biyokimyasal, fizyolojik,
morfolojik ve genetik o6zelliklerinin belirlenmesi
tizerine ¢alisilmistir. Tanimlama sonucunda, bu elde
edilen izolatlarin Bacillus subtilis ve Bacillus
paralicheniformis tiiriine ait varyeteler oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, amilaz ve proteaz enzimlerinin
tretimi ve enzim karakterizasyonu c¢aligmast
yapilmustir.

MATERYAL VE METOT
Izolasyon Islemi ve Saf Kiiltiir Bakteri Uretimi
Bu calismada Bingdl ilinin Ilisu beldesinin
Binkap kaplicalarindan bakteri izolasyonu yapildi.
Sicak su kaynagindan alinan su ve gamur 6rneklerinin
pH ve sicakligi olciilerek 6rnekler 50 mL’lik steril
siselerde aseptik ortam kosullarinda saklanarak
laboratuar ortamina tagindi. Camur érneklerinden 10
gr alinarak 90 mL steril su ile karistirlarak 107, 102,
103, 104,10 lik diliisyonlar yapilarak 80 °C ‘de 10
dakika boyunca kaynatildi. Orneklerlen 1 mL
almarak Nutrient Agar (NA)’a aktarildi ve 55 °C’de
3-6 giin boyunca inkiibe edildi. Bu siire de bekletilen
mikroorganizmalardan spor olusturabilenler
canliliklarint ~ korurken, spor olusturamayanlar
canliliklarini yitirir. Elde edilen karisik kiiltiirlerden
farkli morfolojik 6zelliklere sahip koloniler secilerek
saf kiiltiir elde etmek i¢in NA ortamina aktarildi ve 55
°C’de gelisen kolonilerin tanimlanmasina yonelik
testler yapildi.

Mikroorganizmalarin Morfolojik,
biyokimyasal Karakterizasyonu

Elde edilen saf kiiltiirlerdeki kolonilerin sekil,
renk, boyut, yiizey ve kenar Ozellikleri incelendi.
Hiicre morfolojileri Gram boyama ve spor boyama
yapilarak 1s1k mikroskobu yardimiyla incelendi.
Secilen izolatin biyokimyasal ozellikleri katalaz,
iireaz aktivitesi, jelatin, nisasta, kazein, kullanim test
edildi. Biitin fizyolojik, biyokimyasal testler ikili
olarak ti¢ defa tekrar edildi.

Farkli morfolojik 6zelliklere sahip izolatlara
kodlar verilerek fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla optimum iretim kosullar1 belirlendi.
Mikroorganizmalarin gelisimi {izerine inkiibasyon
siiresinin etkisinin aragtiritlmast i¢in elde edilen

Fizyo-
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suslardan 1 mL ayr1 ayr1 alinarak 100 mL Nutrient
Broth (NB) sivi besiyerine inokiile edildi ve 160
rpm’de 55 °C’ de calkalayici su banyosunda 3-48
arasinda inkiibe edildi ve her 3 saatte bir ornek
almarak 600 nm’ de  spektrofotometrede
absorbanslar1 ol¢iildii.

Sicakligin bakteri iiremesine etkisini belirlemek
icin NB s1v1 besiyerine izolatlardan ekim yapilarak
farkli sicakliklarda (20-55 °C) optimum iireme
zamaninda calkalayici su banyosunda inkiibe edildi.
Optimum iireme zamani sonunda 6rneklerden 1 mL
alinarak 600 nm’de spektrofotometrede absorbanslari
olciildii.

Mikroorganizmalarin =~ gelisiminde  pH’nin
etkisini belirlemek i¢in 100 mL NB sivi besiyerleri
farkli pH’da (4.0-11.0) hazirlanarak izolatlardan 1
mL alinarak ayr1 ayri ekim yapildi. Izolasyonu
yapilan mikroorganizmalar optimum sicaklikta ve
optimum {ireme zamaninda 160 rpm’ de inkiibasyon
icin calkalayic1 su banyosunda inkiibe edildi. Daha

sonra optimum pH’nin tespiti icin
spektrofotometrede 600 nm’de absorbans dlgiimleri
yapild1.

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan diger
bir yontem olan antibiyotik duyarlilig1 disk difiizyon
yontemine gore test edildi. 1zole edilen bakteriler NB
sivi besiyerinde kiiltiire edildi. Gecelik kiiltiirii
hazirlanan bakteriler 5 ml steril %0.9 tuz ¢ozeltisi
kullanilarak toplandi, spektrofotometre kullanilarak
absorbanst 0.5 McFarland bulaniklik standardina
ayarlandi. Bakteriler ayr1 ayr1 NA besiyerine inokiile
edildi ve ortam yiizeyinin kurumasi igin 3-5 dk.
bekletildi. Fucidic acid (10 pg), Chloramphenicol (30
ug), Kanamycin (5 pg), Novobiocin (5 pg), Penicillin
(2, 10 units), Nystatin (100 units), Gentamicin (10
ug), Streptomycin (10 pg), Tilmecocin (15 pg),
Bacitracin (10 unit), Ampicillin (10 pg), Lincomycin
(15 pg), Tetracyclin (30 pg), Neomycin (10 pg)
antibiyotik diskleri kiiltiir yayillan NA iceren
petrilerinin {izerine belirli araliklarla birakildi 2 giin
siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
antibiyotik disklerinin etrafinda olusan inhibisyon
zonlar1 mm olarak dl¢iilerek antibiyotik duyarliliklart
degerlendirildi. Tiim deneyler i¢ tekrarli olacak
sekilde yapildi ve standart sapmalar elde edilen
verilerin  aritmetik  ortalamasindan  farklarinin
karelerinin toplamiin verilerin eleman sayisinin bir
eksigine boliimiiniin karekokii seklinde Microsoft
Excel kullanilarak hesaplanmustir.
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16S rRNA Gen Dizi Analizi

Bakterilerin 16S rRNA dizi analizi igin izole
edilen bakterilerin 6rnekleri Ankara Universitesi Gen
Arastirma ve Biyoteknoloji Laboratuar1 REFGEN’e
gonderilmigtir. Elde edilen diziler bir BLAST arama
aract [NCBI: Biyoteknoloji  Ulusal Merkezi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)] veritabani
kullanilarak karsilastirilch. izole susunun 16SrRNA
dizi ¢oklu sekans hizalama program: kullanilarak
NCBI veritabanindan dizi homolojisi gosteren bir
referans dizisi ile hizalandi. izolat 16S rRNA dizi
verilerine dayanarak EzTaxon sunucusu
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon; Kim ve ark.,
2012) kullanilarak tanimlandi.

a-Amilaz aktivitesi

Bakterilerin  enzim  aktivite  tayinlerinin
yapilmasi i¢in NB s1vi1 besi yeri hazirlandi. Daha 6nce
kiiltiirii hazirlanan bakterilerden 6ze yardimiyla sivi
besi yerine ekim yapildi. Bakterilerin optimum iireme
siiresi ve sicakliginda 24 saat bekletildikten sonra
besiyeri 10 000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
siipernatant enzim kaynagi olarak kullanildi. o-
Amilaz aktivitesi Bernfeld (1955)’e gore yapildi. Bu
yonteme gore 100 ulL enzim kaynagi olarak
kullanilan stipernatant ve 200 pL % 0.5’lik nisasta
cozeltisi (pH 7.0) 50 °C‘de 30 dakika inkiibe edildi.
Siire sonunda reaksiyonu durdurmak igin, 400 pL 3,5
dinitro salisilik asit (DNS) ilave edilerek 5 dakika
kaynar su banyosunda bekletildi. Daha sonra 3 mL
distile su ile seyreltme yapilarak spektrofotometre ile
489 nm’de absorbans 6l¢iildii. a-Amilaz i¢cin Unite
Enzim: 1 pmol nisastayr 30 dakikada maltoz
birimlerine parcalayan a-amilaz enzim miktaridir (U

mg™).

Proteaz Aktivitesi

Proteaz aktivitesi Leighton ve ark. (1973) gore
yapildi. Bu yonteme gore 100 pL enzim kaynagi
olarak kullanilan siipernatant ve substrat olarak 500
pL azokazein kullanilarak 50 °C‘de 30 dakika inkiibe
edildi. Siire sonunda reaksiyonu durdurmak igin, 2
mL trikloroasetikasit (TCA) ilave edilerek 4 °C’de 15
dakika bekletildi. Daha sonra santrifiij edildi ve
siipernatanttan 400 plL siiziinti alindi. Alinan st
stvinin tizerine 800 pL 1,8 M NaOH eklendi ve 420
nm’de absorbansi 6l¢iildii. Proteaz icin Unite Enzim:
1 pumol azokazeini 30 dakikada aminoasitlerine
pargalayan proteaz enzim miktaridir (U mg?). Hem
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o-amilaz ~ hem de  proteaz  aktivitesinin
belirlenmesinde protein miktar tayini Lowry ve ark
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Sekil 1a. 4ANK’nin gram boyamasi 1b. SNK’nlln gram boyamasi

(1951) gore yapildi. Tiim deneyler ii¢ tekrarli olacak
sekilde yapildi.
Proteaz ve Amilaz Enzimleri Aktivitesine
Zamanin Etkisi

100 mL NB s1v1 besiyerinden (pH 7.0) her birine
1’er mL bakteri ekimi yapild1 ve 3-48 saat siireyle
inkiibasyona birakildi ve her 3 saatte bir Ornek
alinarak 10 000 rpm’de 10 dk. santrifiyj edildi. Elde
edilen siipernatantlarda Bernfeld (1955) yontemine
gore o-amilaz aktivite tayini ve Leighton ve ark.
(1973) gore proteaz enzimi aktivitesi belirlendi.
Proteaz ve Amilaz Aktivitesine
Etkisinin incelenmesi

Enzimlerin aktivitesi iizerine sicakligin etkisini
incelemek i¢in NB s1v1 besi yerinde optimum {iretim
stirelerinde  iiretilen bakteriler santrifiij edilip
stipernatant alindi ve farkli sicakliklarda (20-60 °C)
inkiibe edilerek enzim aktiviteleri belirlendi.

Sicakhi@in

Proteaz ve Amilaz Aktivitesine pH’ min Etkisinin
Incelenmesi

Proteaz ve amilaz aktivitesine pH’ nin etkisini
6lgmek icin NB sivi besi yerinde optimum iiretim
stiresinde iiretilen bakterilerin santrifiijii sonrasinda
elde edilen siipernatant alindi. Proteaz ve amilaz
aktivitesini  belirlemede kullanilan  substratlar
(sirasiyla  azokazein ve nisasta) farklh pH
tamponlarinda [0.1 M sitrik asit (pH 4.0, 5.0, ve 6.0),
0.1 M Tris-HCI (pH 7.0, 8.0 ve 9.0) ve 0.1 M

karbonat/bikarbonat (pH 10.0 ve 11.0) hazirlandi.
Farkli tamponlarda hazirlanan substratlar kullanilarak
enzim aktiviteleri belirlendi.

BULGULAR ve TARTISMA
Bakterilerin izolasyonu
Bing6l’tin  Ilicalar  ilgesinin  sicak  su

kaynaklarindan alinan su Orneklerinden bakteri
izolasyonu yapilarak elde edilen izolatlara 1NK
(normal katidan), 2NK, 3NK, 4NK ve 5NK ve 6D
kodu verilerek gliserol igeren cryotiiplerde -80 °C’de
muhafaza edildi. Bunlardan en iyi iireme gosteren
4NK ve B5NK suslar1 morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal ve 16S rRNA analizlerine gore
karakterize edildi. Ulkemizde c¢ok sayida sicak su
kaynagi bulunmaktadir. Bu c¢alisma, Bingdl ili
Binkap kaplicas1 termofilik bakterilerin gesitliliginin
belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

4NK ve SNK izolatlarinin, koloni morfolojisi
incelendiginde yuvarlak, mat ve krem oldugu, 1s1k
mikroskobuyla yapilan hiicre morfoloji
incelemelerine gore Gram pozitif, ¢ubuk seklinde,
hareketli ve sporlu oldugu belirlendi (Sekil 1a, Sekil
1b). Sicak su kaynaklarindan bakteri izolasyonu ile
ilgili yapilan tanimlamalarda genellikle cubuk sekilli,
Gram pozitif, hareketli ve sporlu bakteriler olduklar
belirtilmistir (Kevbrin ve ark., 2005; Poli ve ark.,
2006; Derekova ve ark., 2007).
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Tablo 1: Morfolojik ve fizyo-biyokimyasal ozellikler

ANK 5NK
Hiicre Sekli Cubuk Cubuk
Gram Boyama (+) (+)
Sicaklik (°C) 25-55 25-55
pH 5.0-9.0 5.0-10.0
Katalaz Aktivitesi (+) (+)
Oksidaz aktivitesi (+) (+)
Ureaz Aktivitesi (+) (+)
Sitrataz aktivitesi (+) (+)
Jelatin Hidrolizi ) )
Kazein Hidrolizi (+) (+)
Nisasta Hidrolizi (+) (+)

(+): pozitif, (-): negatif

Yapilan biyokimyasal testlerin sonuglarina gore;  iireaz, sitrataz, jelatin, kazein ve nisasta hidrolizi
4NK ve 5NK suslarinin katalaz aktivitesi, oksidaz, pozitif oldugu Tablo 1’de goriilmektedir.

Tablo 2. 4NK ve 5NK suslarinin antibiyogram sonug¢lar

Antibiyotik adi 4NK (zon ¢ap1 mm) 5SNK (zon ¢ap1 mm)
Lincomycin (15 pg) 19+1.4 10£2.8
Penicilin (2 unit) 6+2.8 9+1.4
Bacitracin (10 unit) 11.5£0.7 9.5+2.1
Ampicillin (10 pg) 16+1.4 13+1.4
Tilmecosin (15 ug) 20.543.5 14.540.7
Chloramphenicol (30 pg) 22.5+0.7 12.540.7
Kanamycin (5 pg) 13.5+0.7 28+2.8
Streptomycin (10 pg) 15.5+0.7 3114
Novobiocin (5 ug) 11.5+0.7 14+1.4
Gentamicin (10 pg) 14+0.1 28+7.1
Fusidic Asid (10 pg) 17+1.4 13.542.1
Tetracycline (10 pg) 16+1.4 26+1.4
Neomycin (10 ng) 11.5+0.7 20+2.8
Penicilin (10 unit) 11.5+0.7 9+1.4
Nystatin (100 pg) 0 11.5+£0.7

Bakterilerin Antibiyotiklere Kars1 Duyarhhg
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Tablo 2’de elde edilen izolatlarin antibiyogram
sonuclar1 goriilmektedir. 1zole edilen 4NK ve SNK
bakterilerinin antibiyogram sonuglarina gore; 4NK

izolatinin Lincomycin, Tilmecocin,
Chloramphenicol, Ampicilin, Gentamicin,
Tetracyclin, Fucidic acid, ve Streptomycin

antibiyotiklerine duyarli oldugu, Bacitracin, Penicilin
(20 unit), Neomycin ve Novobiocin antibiyotiklerine
yart duyarli oldugu, Peniciline (2 unit) karsi az
duyarli oldugu ve Nystatin antibiyotigine karst
direncli oldugu belirlenmistir.

5NK izolatinin antibiyogram sonuglarina gore;
Kanamycin, Novobiocin, Gentamicin, Fucidic acid
ve Neomycin, antibiyotiklerine duyarli oldugu,
Ampicillin, Tilmecocin, Chloramphenicol,
Streptomycin, Tetracyclin ve Nystatin
antibiyotiklerine yar1 duyarli oldugu, Lincomycin,
Penicillin (2, 10 unit), Bacitracin antibiyotiklerine az
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gostermeleri zamandan tasarruf saglanmasi agisindan
biyoteknolojik uygulamalar i¢cin 6nemlidir.

Sicakligin  izole edilen suslar iizerinde
tiremelerine etkisine bakildiginda 4NK susu 25-50 °C
arasinda (optimum 40 °C), 5NK susu 20-55 °C
arasinda (optimum 45 °C) iireme gosterdigi ve (Sekil
2b). Her iki susun da 1limhi termofil oldugu
gortilmektedir. Dunlap ve ark. (2015) izole ettikleri B.
paralicheniformis’in tireme kosullarin1 15-60 °C ve
pH 6.0-11.0 (optimum pH 7.0-8.0) olarak
belirlemislerdir. Poli ve ark. (2006) izole ettikleri
bakterilerin termofilik oldugunu ve bakterilerin
bliylime sicakligini ve pH’sini sirasiyla 45-55 °C ve
pH 5.0-6.5 olarak bulmuslardir.

Sekil 2¢’de goriildiigii gibi 4NK susu pH 5.0-9.0
arasinda (optimum 6.0), 5NK susu pH 5.0-10.0
arasinda (optimum 6.0) gelisme gostermektedir
(Sekil 2¢). Her iki susun da genis pH araliginda tireme

duyarli oldugu belirlenmistir. Elde ettigimiz 4NK ve  gostermeleri  biyoteknolojik — alanlarda  avantaj
S5NK suslarinin zamana bagli ilireme grafigine saglamaktadir.
bakildiginda (Sekil 2a) maksimum iiremenin 24.
saatte elde edildigi goriilmektedir. Kisa siirede iireme
15 ——iNK —o—3NK ’5 _ _ ’5
, ’ —o—iNK —=3NK ” ——4NK  —o—5NK
E' 2 2
15 A f
=5 -
3 ald o151
5! € g,
00,5 g g
05 0,5 |
0
36 9 121518 M 30 3% 48 0 : - 0——
Zaman (saat) 0013 30 ¥ 40 £ N 5 40 50 60 7.0 80 9.0 10.0 1L0
Sicakhk (°C) H
a b C

Sekil 2a. 4NK ve 5NK suslarinin zamana baglh tireme grafigi, 2b. 4NK ve 5NK suglarinin sicakliga baglh tireme
grafigi, 2c. 4NK ve 5NK suslarinin pH’ya bagl iireme grafigi

16S rRNA Dizi Analizi

16S rRNA dizi analizi sonuglarina gore elde
edilen izolatlardan 4NK susunun Bacillaceae
familyasina ait B. subtilis, 5NK susunun ise B.
paralicheniformis tiirene yakin oldugu belirlenmistir
(Sekil 3). B. paralicheniformis Gram (+), fakiiltatif
anaerob, hareketli ve endospor olusturan B.
licheniformis ve B. sonorensis’e filogenetik olarak
yakin olan bir tiirdiir.

B. paralicheniformis biyoteknoloji endiistrisinde
enzimler, antibiyotikler, biyokimyasallar ve tiiketici
tiriinleri liretmek icin kullanilmaktadir (Rey ve ark.,
2004; Dunlap ve ark., 2015; Du ve ark. 2019). Bu
calismada izole edilen SNK  susunun B.
paralicheniformis’e benzerlik gostermesi bu susun
biyoteknolojik alanlarda kullanilma potansiyelini
gostermektedir.
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Bacillus paralicheniformisNR137421
6D2-1

5NK10-2

6D2

0.002

|
| 4NK-10-2

Bacillus subtilisKX950748

Sekil 3: 16S rRNA analizine gore filogenetik agac

Proteaz ve Amilaz Enzimleri Aktivitesine
Zamanin Etkisi

Sekil 4a’da goriildiigii gibi 4NK ve 5NK
suslarinin amilaz aktivitesi 9. saatten itibaren hizla
artmis 4NK i¢in amilaz aktivitesi 15. saatte (428.33 U
mg?), SNK igin 18. Saatte (380.58 U mg?)
maksimum degere ulagmis, daha sonra yavas yavas
azalmustir.

Sekil 4b’de goriildiigii gibi proteaz aktivitesi
4NK ve 5NK suslari icin 3. saatten itibaren yavas
yavas artmis 4NK i¢in 195.80 U mg? ve SNK igin
260.93 U mg* olarak 24. saatte maksimum degere

—p—4NK amilaz =—o—5NK amilaz

W L tn
2 8 8

g

Fnzim Aktivitesi (Umg?)
[ & ]

=

32 6 9 12 15 18 24 36 48
Zaman (saat)

da

ulasmigtir. 24. Saatten sonra proteaz aktivitesi
azalmaya baglamstir.

Her iki sus i¢in de hem amilaz hem de proteaz iiretimi
maksimum iretim gerceklestikten sonra
azalmaktadir. Her iki sus i¢cin de amilaz ve proteaz
enzimlerinin  sentezinin artis1  bakteri iireme
fazlarindan logaritmik fazin sonuna denk geldigi
goriilmektedir.

Enzim  dretiminin, besiyerindeki  diger
bilesenlerle etkilesime girmesi, pH'In degismesi ve
mikroorganizmaya yararli besinlerin tiiketilmesi
nedeniyle azaldigi disiiniilmektedir (Matpan Bekler
ve ark., 2020).

fad
=

—o—4NK proteaz —o—5SNK proteaz

E

g2 3

Enzim aktivitesi (Umg?)
tn
[==]

=

3 6 9 12 15 18 24 36 48
Zaman (saat)

b

Sekil 4a. 4NK ve SNK suslarinin a-Amilaz aktivitesine zamanin etkisi, 4b. 4NK ve 5NK suslarinin proteaz aktivitesine
zamanin etkisi

Proteaz ve Amilaz Enzim Aktivitesine
Sicakhigin Etkisi

Sekil 5a’da gorildiigi gibi 4NK ve S5NK
suslarmin sicakliga bagl amilaz aktivitesi 20 °C’de
artmaya baglamig, 4NK susu i¢in 40-50 °C’de, SNK

susu i¢in 50-60 °C’de optimum degere ulasmis ve
bundan sonra ise azalmaya baglamistir. Kiran ve
Comlekgioglu (2003), termofilik Bacillus sp. K-
12°nin amilaz lretimi {izerinde yaptiklar1 ¢alismada
enzimin optimum sicakhigmm 42 °C olarak
bulmusglardir. Raul ve ark. (2014), maksimum a-
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amilaz aktivitesini 40 °C’de, Cordeiro ve ark. (2002)
50 °C’de bulmuglardir. Sonuglar incelendiginde,
enzimin Ozellikle fermantasyon sonucu enzimleri
inaktif hale getirmek i¢in yapilan pastdrizasyon i¢in
gerekli sicakliklarda da aktivite gosterebildiginden
(Stamford ve ark., 2001) gida isleme ve geleneksel

—g—4NK amilaz —o—5NK amiaz

110 -

g
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50 T T T T ]
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Relatif aktivite (%)
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bira iretimi gibi g¢esitli endiistriyel alanlarda
kullanilabilecek 6zellikte oldugu goriilmektedir.
Sekil 5b’de goriildiigii gibi proteaz aktivitesi ise
4NK susunda 30 °C’den itibaren SNK susunda 20
°C’de artmaya baslamig, 4NK susu i¢cin 60 °C’de,
5NK susu i¢in 50 °C’de optimum degere ulagmistir.

—o—4NK proteaz ——o—5NK proteaz

=
S 858
[

80 -

Relatif aktivite (%)

50 T T T T ]

20 30 40 S0 60
Swcakhlk (°C)

b

Sekil 5a. 4NK ve 5NK susglarinin a-Amilaz aktivitesine sicakligin etkisi, 5b. 4NK ve 5NK suglarinin proteaz
aktivitesine sicakligin etkisi

Gupta ve ark. (2002) Bacillus tiirleriyle
yaptiklar1 ¢caligmada maksimum proteaz aktivitesini
60 °C, Arulmani ve ark. (2007), B. laterosporus’dan
serin proteaz aktivitesinin optimum sicakligini 75 °C,
Park ve ark. (2003), Bacillus cinsi (B. subtillis, B.
aeromonas, B. hyrophila, B. amyloliquefaciens)
bakterilerinden elde ettigi proteaz aktivitesinin
optimum sicakligini 40-70 °C, B. licheniformis
DV3’ten (Matpan Bekler ve ark., 2015a) elde edilen
proteazin optimum sicakligin1 50 °C, Anoxybacillus
sp. KP1’den (Matpan Bekler ve ark., 2015b) elde
edilen proteazin optimum sicakligimi 50 °C
bulmustur. Bu c¢alismadaki iki izolattan elde edilen
proteazin maksimum aktivite gosterdigi sicakliklar
camasir deterjan1 formiilasyonlart gibi endiistriyel
uygulamalarda kullanmak i¢in avantajli olabilir.

Proteaz ve Amilaz Enzim Aktivitelerine
pH’nin Etkisi
Sekil 6a’da goriildiigi gibi 4NK ve SNK suslarinin
amilaz aktivitesi genis pH (4.0-11.0) araliginda
aktivite gostermektedir. 4NK ve SNK suslar1 i¢in pH
8.0’de maksimum amilaz aktivitesi elde edilmistir.
Daha o6nce yapilan ¢aligmalarda, Mamo ve Gessesse

(1999) pH 5.5-9.0, Conderio ve ark. (2002) pH 7.5,
Arikan ve ark. (2003) o-amilazin alkalin pH
degerinde (9.5-13.0), Behal ve ark. (2006) pH 7.0-
10.0, Liu ve Xu (2008) pH 4.5-11.0 ve Raul ve ark.
(2014) pH 7.1, Ahmetoglu ve ark. (2015) maksimum
amilaz aktivitesini pH 7.0’de elde etmislerdir. Bu iki
sustan elde edilen amilazin gdstermis oldugu pH
profili, nétraliteye yakin bir pH araliginda
gerceklestirilecek endiistriyel proseslerdeki
uygulamalarda kullanilabilecegini gostermektedir.
Sekil 6b’de goriildiigii 4NK ve SNK suslarimin
proteaz aktivitesi ise pH 4.0’ten itibaren artmaya
baglamis pH 8.0’de optimum degere ulagmis daha
sonra yavas yavas azalmaya baslamustir. Onceki
calismalarda Bacillus stearothermophilus (Sookkheo
ve ark., 2000), Bacillus mojavensis (Gupta ve ark.,
2002), B.subtillis, B.aeromonas, B.hyrophila,
B.amyloliquefaciens (Park ve ark., 2003), tarafindan
sentezlenen  proteaz  enziminin  maksimum
aktivitesinin pH 8.0 oldugu belirtilmistir. Hem 4NK
hem de SNK’dan elde edilen proteazin genis pH’da
aktivite gostermesi deterjanlarda, deri islemede veya
daha yiliksek pH'da diger uygulamalarda katki
maddesi olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.
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Sekil 6a. 4NK ve SNK suslarinin a-amilaz aktivitesine pH’nin etkisi, 6b. 4NK ve SNK suslarinin proteaz aktivitesine
pH’ nin etkisi

SONUC

Sonug olarak biyoteknolojik agidan 6nemli olan
enzimler T{zerine incelemeler yapilmis bunun
sonucunda enzimlerin optimum  kosullar
belirlenmistir. Endiistrinin birgok alaninda kullanilan
amilaz ve proteaz enzimleri iizerine yapilan bu
aragtirmanin  biyoteknolojide  kullanilabilecegini
gostermektedir.
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