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Oz

Amilaz enzimi, amilolitik aktiviteden sorumlu bir enzimdir ve bu aktiviteyi nisastay1 glukoza pargalayarak
gergeklestirmektedir. Amilazlarin, birgok endiistride yogun olarak kullanilmasindan dolayr bu c¢alismada, Karadeniz
deniz sediment Orneginden izole edilen iki aktinomiset susunun amilaz enzimi iiretme kapasiteleri ve iretilen
enzimlerin optimum aktivite kosullar1 ile pH ve sicaklik stabiliteleri aragtirilmistir. Bu kapsamda, enzim ekstrelerinin
maksimum aktivite gosterdikleri pH ve sicaklik degerleri saptanmis ve en yiiksek aktivite kosullarinin pH 7.0 ile 37°C
oldugu bulunmustur. Bunlarin yani sira, her iki organizma tarafindan iiretilen amilaz enzimlerinin, pH 2-10 ve 20-70°C
degerleri arasinda genis bir stabiliteye sahip olduklari ortaya c¢ikarilmigtir. Elde edilen bulgular 1siginda, bu
organizmalarin endiistriyel kullanimlar igin birer potansiyele sahip olduklari disiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Amilolitik aktivite, Stabilite, Streptomycetes

Abstract

Amylase is an enzyme responsible for amilolytic activity and this activity is accomplished by digesting starch to
glucose. Due to the intensive use of amylases in numerous industries, in the present research, we determined the
amylase enzyme production capacities of two actinomycetes strains isolated from marine sediments of Black Sea and
the optimum activity conditions, and pH and temperature stabilities of the enzymes produced were investigated. In this
context, maximal pH and temperature values of enzymes extracts were determined and the highest activity conditions
were found to be pH 7.0 and 37°C. Also, amylase enzymes produced by both organisms were found to have wide range
stability between pH 2-10 and 20-70°C. In the light of these findings, it is though that these organisms have potential
for industrial usage.

Keywords: Amilolytic activity, Stability, Streptomycetes

*2 Kadriye OZCAN; kadriye.ozcan@giresun.edu.tr; Tel: (0454) 310 17 40; orcid.org/0000-0002-4913-6035
® orcid.org/0000-0001-8697-0945

ISSN: 2146-538X http://dergipark.gov.tr/gumusfenbil



Ozcan ve Corbaci / GUFBED 8(2) (2018) 185-191

1. Giris

Son yillarda, organik sentez, klinik analiz,
farmasotikler, deterjanlar ve gida iiretimi gibi
cesitli  alanlardaki  uygulamalarindan  6tiirii
hidrolitik enzimlere karst yogun bir ilgi
bulunmaktadir. Enzimler, c¢esitli endiistriyel
sireglerde kullanilan kimyasallara giiclii  bir
alternatif teskil etmektedir. Enzimlerin reaksiyon
spesifitesi, minimum yan {irin olusumunu
saglamakta ve bu nedenle enzim uygulamalari,
cevre saghigt icin minimal diizeyde risk
olusturmaktadir (Bisht vd., 2013).

Amilazlar, kompleks polisakkaritlerin a-1,4-
glukosidal baglarin1 koparan nisasta parcalayici
enzimlerdir (Pandey vd., 2000; Reddy vd., 2003)
ve gida, fermentasyon, tekstil, kagit, deterjan ile
farmasotik endiistrilerinde potansiyel
uygulamalara sahiptirler (Tonkova, 2006; Souza
ve Magalhaes, 2010; Yal¢in ve Corbaci, 2013).

Gilinlimiizde, Diinya’daki enzim iretiminin
yaklagik olarak %30’unu bu enzim gurubu
olusturmaktadir (Vander vd., 2002).

Mikroorganizmalarda, alfa-amilaz ve glukoamilaz
olarak isimlendirilen iki amilaz siifi bulunmakta
ve amilazlarim hem sabit hem de c¢alkalamali
kosullar altinda kati (Ramachandran vd., 2004) ve
sivi ortamlarda (Francis vd., 2003) mikrobiyal
uretimleri konusunda kayda deger bilgiler
bulunmaktadir. Mikrobiyal amilazlar, kimyasal
hidrolize kars1 bir alternatif olusturmaktadirlar ve
enzim Uretimi konusundaki diisiik verim her
zaman amilazlarin ticari {iretiminde sorun teskil
etmektedir.

Mikroorganizmalar, kisa siirede yiiksek verim ile
iretim yapma ve termostabilite gibi ¢esitli
teknolojik avantajlarindan dolayr endiistriyel
enzim ihtiyacim1 karsilamak i¢in basvurulan ilk
kaynaklardan bir tanesidir (Godfrey ve West,

1996). Endistriyel olarak amilaz  enzimi,
bakteriler ve funguslar tarafindan yogun bir
sekilde  Ttretilmektedir;  Aspergillus  niger,

Aspergillus oryzae, Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis,  Micrococcus  halobius  gibi
organizmalar 1iyi birer amilaz {ireticisi olarak
bilinmektedir. Bununla beraber, bitki ve hayvanlar
ile baz1 aktinomisetler de endiistriyel amilaz
ireticisi  konaklar olabilmektedir (Hoque vd.,
2006; Kar ve Ray, 2008). Aktinomisetler karasal
organizmalar olarak bilinmelerine ragmen tath
sulardan deniz sedimentlerine, organik materyal
kompostlarindan ~ canli  bitkiler ve  diger
organizmalara kadar uzanan genis bir yelpazede
dogal olarak yasam gostermektedirler (Gonzalez
vd.,, 2005). Aktinomisetler, oOzellikle de
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Streptomycetes cinsi, sekonder metabolit iiretim
kapasitesi yiiksek organizmalar olarak bilinmekte
ve bilinen antibiyotiklerin {reticileri olarak
funguslardan sonra ikinci sirada yer almaktadirlar.
Bu sebeple aktinomisetler {izerine yapilmis
calismalarin ¢ogu antibiyotik kesfi ve iiretimi
lizerine yogunlagsa da bircok deneysel ¢alismada
aktinomisetlerin amilaz, seliilaz, kitinaz gibi pek
¢ok hiicre dis1 enzimleri de etkin bir sekilde
tirettikleri belirlenmistir (Suriya vd., 2016).

Mikrobiyal  kaynakli  amilazlar, nisastanin
kimyasallarla pargalanmasina alternatif olarak
kullanilma potansiyeline sahip olmasi nedeniyle
degerlidir (Shaw vd., 1995). Bu nedenle farkli
kaynaklardan enzimlerin izolasyonu ile ilgili
calismalar Oonem arz etmekte ve enzim iiretim
kapasitesi yiiksek olan mikroorganizmalarin
kesfedilmesi  konusunda yogun bir istek
bulunmaktadir (Yal¢in vd., 2014).

Bu c¢alismada, Karadeniz deniz sedimentlerinden
izole edilmis iki Streptomycetes susunun amilaz
enzimi {iretim kosullar1 ve stabilitelerinin
belirlenmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metod
2.1. Organizmalar

Bu calismada, Karadeniz sediment 6rneklerinden
daha Onceden izole edilmis ve molekiiler olarak
tanilanmus iki aktinomiset susu (Streptomyces sp.
K22 ve K30) kullanilmistir. Organizmalara ait
NCBI kayit numaralar siras1 ile KX674565 ve
KX674567°dir. Organizmalar, ¢alisma boyunca
+4°C’de aktinomiset izolasyon agar (AIA)
ortaminda muhafaza edilmistir.

2.2. Amilaz Aktivite Tarama ve Biiyiime
Kinetikleri

Aktinomisetlerin amilaz enzimi iretim
kapasiteleri, kat1 nigasta besiyeri (g/L: nisasta, 20;
maya Oziitii, 3; pepton, 5; NaCl, 10 ve agar, 20,
pH 7.0) igeren petrilerde incelenmistir. 28°C’de 4
giinliik inkiibasyondan sonra, petriler liigol
solisyonu (Gram iyodiir soliisyonu: %0.1 I, ve
%1.0 KI) ile boyanmig ve koloni etrafinda agik
zon olusumunun goézlenmesi, bu suslarin amilaz
enzim Treticileri olduklarimi gostermistir (Yal¢in
ve Corbact, 2013).

Inkiibasyon zamanmin amilaz enzim {iretimi ve
bliylime iizerine etkisinin incelenmesi i¢in her iki
aktinomiset susu, 250 ml erlen igerisinde
hazirlanmig sivi nigasta besiyerine [g/L: nisasta,
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10; maya oziitii, 3; pepton, 5; NaCl, 3 ve MgSQOy,,
0.5, pH 7.0 (Deljou ve Arezi, 2016)] siispanse
edilmis ve erlenler 28°C’de 9 giinliik inkiibasyona

birakilmugtir.  Inkiibasyon sirasinda her giin
fermentasyon sivisindan Ornek alinmis  ve
fermentasyon S1V1S1 14000 rpm’de

santrifiijjlendikten sonra, siipernatant kismi amilaz
aktivite tayininde kullanilmistir. Santrifiij sonrasi
coken pellet kismi ise 55°C’de 1 giin
kurutulduktan sonra kiiltiir ortaminin litresi basina
kuru biyokiitle olarak kullanilmigtir (Bhasin ve
Modi, 2012).

2.3. Enzim Uretimi

Hiicre dis1 amilaz, batik kiiltiir fermentasyon
teknigi ile tiretilmistir (Jadoon vd., 2014; Raplong
vd., 2014). ilk olarak, aktinomiset suslarmin
kullanilan besiyerine adaptasyonu ig¢in iki
aktinomiset susu, 100 ml erlen igerisinde
hazirlanmig 25 ml s1v1 nigasta besiyerine siispanse
edildikten sonra erlenler 28°C ve 120 rpm’de 4
giin  inkiibasyona birakilmistir.  Inkiibasyon
sonrasinda, enzim iretimi i¢in kullanilacak taze
besiyerinin %5’i olacak sekilde bu fermentasyon
stvisindan alinan hiicre siispansiyonu, 250 ml
erlen igerisinde hazirlanmig 50 ml taze besiyerine
asilanmigtir. Erlenler, 28°C ve 120 rpm’de 4 giin
inkiibe edildikten sonra hiicrelerden arindirma icin
fermentasyon sivisi, +4°C ve 6000 rpm’de 15
dakika santrifiijlenmis ve hiicre igermeyen kiiltiir
s1visi sonraki denemeler i¢in kullanilmustir.

2.4. Aktivite ve Total Protein Tayini

Amilaz enzimi aktivite tayini, Rick ve Stegbauer
(1974) tarafindan Onerilen metot modifiye
edilerek spektral yontemle belirlenmistir. Kisaca,
0.5 ml 6rnek, 0.5 ml %! nisasta soliisyonu ile
muamele edilmis ve 37°C’de 15 dakika
inkiibasyondan sonra 1 ml dinitrosalisilik asit
(DNS; 500 mg 3,5-Dinitrosalisilik asit ve 15 g
sodyum potasyum tartarat, 10 ml 2 M NaOH
igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve soliisyon distile su
ile 50 ml’ye tamamlanmistir) reaktifi ilave
edilmistir. Tiipler, kaynayan su icerisinde 5 dakika
inkiibe  edilmig, sonrasinda tiiplerin oda
sicakligina diismesi beklenmis ve her bir tiipe 8
ml distile su ilave edilmigtir. Tipler iyice
karigtirildiktan sonra 546 nm’de
spektrofotometrede absorbans 6l¢limii alinmis ve
maltoz standardi  kullanilarak elde edilen
absorbans degerleri mg maltoza
donistiriilmistiir.  Bir amilaz enzim birimi,
belirtilen kosullar altinda dakikada c¢oziinmiis
nisastanin 1.0 mg maltoza donilsiimiini
katalizleyen enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.
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Orneklerdeki total protein icerigi, standart olarak
sigir serum albiimini kullanilarak Bradford
yontemi ile belirlenmistir (Bradford, 1976).

2.5. Optimum Aktivite Kosullarinin Belirlenmesi

pH’min Aktivite Uzerine Etkisinin Saptanmasi.
Enzimlerin en yiiksek aktivite gosterdikleri pH
kosullarin1 saptamak i¢in Once nisasta sollisyonu
farkli pH degerlerindeki tamponlarda
¢Oziindiiriilmiis ve aktivite Olglimii yukarida
belirtilen sekilde 37°C’de gerceklestirilmistir. Bu
amag icin, 0.1 M sitrik asit-sodyum sitrat tamponu
(pH 5.5 ve 6.0), 0.1 M sitrat fosfat tamponu (pH
6.5 ve 7.0) ve 0.1 M Tris-HCI tamponu (pH 7.5 ve
8.0) kullanmilmistir (Yassien ve Asfour, 2012;
Deljou ve Arezi, 2016).

Sicakhigin Aktivite Uzerine Etkisinin Saptanmasi.
Enzimlerin en yiiksek aktivite gosterdikleri
sicaklik  kosullarin1  saptamak igin nisasta
soliisyonu 0.1 M sitrat fosfat tamponunda (pH
7.0) ¢oziindiiriilmiis ve yukarida belirtilen sekilde
aktivite ol¢limii farkli sicakliklarda (25, 30, 37,
40, 50 ve 60°C) gerceklestirilmistir (Yassien ve
Asfour, 2012; Deljou ve Arezi, 2016).

2.6. Stabilite

pH Stabilitesinin  Belirlenmesi. Farkli pH
derecelerinde  amilaz  enzim  stabilitesinin
degerlendirilmesi i¢in fermentasyon sivilari,

uygun miktarda 0.2 M HCI ve 1 M NaOH ilave
edilmesi ile 3.0-10.0 arasinda degisen pH
derecelerine ayarlanmig ve 37°C’de 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi aktivite, yukarida
belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir (‘Yassien ve
Asfour, 2012; Deljou ve Arezi, 2016).

Sicakhk  Stabilitesinin ~ Belirlenmesi. Amilaz
enzimlerinin sicaklik stabilitelerinin saptanmasi
icin fermentasyon sivilari, 2 saat boyunca 20, 30,
40, 50, 60 ve 70°C’de inkiibe edilmis ve aktivite,
yukarida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir
(assien ve Asfour, 2012; Deljou ve Arezi, 2016).

3. Bulgular ve Tartisma

Calismamizda, sediment oOrneklerinden izole
edilmis Streptomyces sp. K22 ve K30 suslarmin
amilaz enzimi Uretip iiretmedikleri nisasta igeren
kat1 besiyerinde incelenmis ve 28°C’de 4 giinliik
bir inkiibasyon sonrasinda her iki susun da 6nemli
bir hidroliz zonu olusumuna sebep oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 1). Boylelikle, her iki
aktinomiset susu daha sonraki denemelere
almmustir.
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Sekil

1.
aktivitelerinin petride goriintiml.

Aktinomiset  suslar1  amilaz

Streptomyces sp. K22 ve K30 suslarinin kullanilan
enzim iretim besiyerinde gostermis olduklart
bliylime kinetikleri, Sekil 2’de gosterilmistir.
Sekilde de goriildiigii gibi, enzim iiretiminin en iyi
4 giinliik bir inkiibasyon sonrasinda gerceklestigi
saptanmigtir.

Batik kiiltiir fermentasyon teknigi ile ¢alkalamali
olarak 28°C’de 4 ginlik bir inkiibasyon
sonucunda elde edilen kiiltiir sivilart ilk olarak
santrifiij islemine tabi tutularak hiicrelerden
arindirilmis ve hiicre icermeyen sivilar ham enzim
preparatlart olarak degerlendirilmistir. Enzim
preparatlarinin amilaz aktiviteleri, metot kisminda
belirtildigi gibi gerceklestirilmis ve sonucta
Streptomyces sp. K22 ve K30 suslar1 sirasi ile
7.65 ve 6.99 U/ml aktivite gostermislerdir. Elde
edilen  sonuglar  ¢esitli  literatiirler  ile
karsilagtirildiginda, denememizde kullandigimiz
organizmalarin oldukga iyi birer amilaz iireticileri
olduklar1 goze garpmaktadir. Ornegin, Raplong ve
arkadaslar1 (2014) tarafindan Bacillus cereus tiirii
kullanilarak batik kiiltiir fermentasyon teknigi ile
gergeklestirilen  bir amilaz  enzimi  {retim
caligmasinda arastirmacilar, en yiiksek iiretim
kosullarinin pH 6.5 ve 35°C oldugunu bulmuslar
ve neticesinde 2.46 U/ml enzim aktivitesi elde

etmiglerdir. Yine aynmi sekilde, Tang-um ve
Niamsup (2012) tarafindan gergeklestirilen bir
diger  ¢alismada, endofitik  Streptomyces
griseoflavus P4 susu ile hiicre dis1 amilaz enzim
iretimi  gergeklestirilmis ve  optimizasyon
calismalart sonucunda arastirmacilar yaklasik
olarak 1.8 U/ml aktivite degerine
ulasabilmiglerdir.

Amilaz  aktivitesinin  optimal  kosullarmin

degerlendirilmesi i¢in denemeler farkli pH ve
sicaklik derecelerinde gerceklestirilmistir. Bu
amag¢ icin ilk olarak, sicaklik degeri sabit
tutulmus, nigasta soliisyonu farkli pH derecelerine
sahip tamponlarda ¢oziindiiriilmiis ve maksimum
aktivite saptanmistir. Sonugta, 37°C’de pH 5.5 ila
8.0 arasinda amilaz aktivitesinin oldugu
belirlenmis ve en yiiksek aktivite pH 7.0’da
gozlenmistir (Sekil 3a). Daha sonra, pH 7.0 degeri
sabit tutulup farkli sicaklik derecelerinin aktivite
lizerine etkisi incelenmistir. Yine, denenen biitiin
sicaklik degerleri altinda amilaz aktivitesi
gozlenmis olup, en yliksek aktivite 37 ila 40°C’de
saptanmistir (Sekil 3b).

Elde edilen optimal kosullar literatiir verileri ile
kargilastirildiginda, sonuglarimizin literatiir ile
uyumlu oldugu gorilmektedir. Tang-um ve
Niamsup (2012) tarafindan gerceklestirilen
caligmada aragtirmacilar, Streptomyces
griseoflavus P4 susu i¢in maksimal aktivite
kosullarinin  40°C  ve pH 7.0 oldugunu
bulmuslardir. Yine ayn1 sekilde Hoque ve
arkadaslar1 (2006) tarafindan gerceklestirilen bir
diger ¢alismada, Streptomyces clavifer tiirii
tarafindan amilaz aktivite kosullar1 arastirilmis ve
sonugta, optimum pH ve sicaklik degerinin sirasi
ile 7.0 ve 45°C oldugu bulunmustur.
Arastirmacilar, optimum kosullar altinda en
yiiksek aktivitenin yaklagik olarak 4.0 U/ml
degerine karsilik geldigini belirtmislerdir.

=== Biyokiile (g/1)
=@ Amilaz aktivite (U/ml)

LI e L oy

Biyokiitle (g/L)

(]

-

24 48 96 120

Giin

144 168

a) Streptomyces sp. K22

W

-
Biyokiitle (g/L)

Amilaz aktivite (Uml)

-k W

||b) Streptomyces sp. K30

—=Biyokitle (g/L)
=8 Amilaz aktivite (U/ml)

] o R v (= -
- ] L) - i o
Amilaz aktivite (Uml)

24 43 96 120

Giin

144 168

Sekil 2. inkiibasyon siiresinin enzim iiretimi ve biyokiitle iizerine etkisi
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Sekil 3. (a) pH ve (b) sicakligin amilaz aktivitesi (%) tizerine etkisi

Calismamizin son kismi, enzim preparatimizin
cesitli pH ve sicaklik degerlerine karsi gostermis
olduklar1 stabilitenin saptanmasini i¢ermektedir.
Bu amag¢ dogrultusunda, HCl ve NaOH
soliisyonlar1 kullanilarak fermentasyon sivilari
arzu edilen pH degerlerine getirilmis ve 2 saat
37°C’de  inkiibe edilmislerdir.  Inkiibasyon
sonunda aktivite analizi, optimum kosullar altinda
gergeklestirilmis ve her iki sus tarafindan {iretilen
amilaz enzimlerinin genis bir pH araliginda (pH
3.0-10.0) belirli oranlarda stabil kalabildikleri
saptanmistir (Sekil 4a). Benzer sekilde, farkli
sicaklik degerlerinde 2 saatlik bir inkiibasyon
sonucunda elde edilen sonuglar gostermistir ki her
iki sus tarafindan iiretilen amilaz enzimi genis bir
sicaklik araliginda da stabil kalabilmektedir (Sekil
4b). Burada onemli bir ayrinti, pH stabilitelerinin
aksine her iki sus tarafindan iiretilen enzimler, 20
ve 30°C’de 2 saatlik inkiibasyon sonucunda
neredeyse hic aktivite kaybina ugramamislardir.

Literatiirde stabilite ¢aligmalar1 ile ilgili bir¢ok
farklh  yontem ve sonu¢  bulunmaktadir.
Calismamiza benzer sekilde gerceklestirilmis
caligmalar degerlendirildiginde, nispeten benzer
sonuglarin elde edildigi, bazi durumlarda ise elde
etti§imiz enzimlerin stabilitelerinin literatiire
kiyasla daha iyi olduklar1 goriilmektedir. Ornegin,

Yang ve Wang (1999) tarafindan gergeklestirilen
bir ¢aligmada, Streptomyces rimomus susu proteaz
ve amilaz enzimlerinin batitk ve kati kiiltiirde
iretimleri ve stabiliteleri incelenmistir.
Arastirmacilar, amilaz enzimi igin 60 dakikalik bir
inkiibasyon periyodu belirlemigler ve 40, 50, 60
ve 70°C’de stabilite denemeleri gerceklestir-
mislerdir. Bir saatlik bir inkiibasyon sonucunda,
40 ve 50°C’de sirastyla yaklasik olarak %20 ve 75
oraninda bir aktivite kaybinin meydana geldigi
gozlemlenmis ve 60 ila 70°C’de ise aktivitenin
20-30 dakikalik bir inkiibasyon sonucunda
tamamen kayboldugu gosterilmistir. Benzer
sekilde, Kaneko ve arkadaslar1 (2005) tarafindan
gerceklestirilen bir diger calismada, degirmen
fabrikasindan izole edilmis Streptomyces sp.
susundan amilaz  enziminin  saflastiriimasi
gergeklestirilmis ve arastirmacilar enzimin pH
stabilitesini de incelenmiglerdir. Farkli pH
degerlerinde 50°C’de 1 saatlik bir inkiibasyon
sonucunda aktivite tayini gerceklestirilmis ve
sadece pH 6.0 civarinda %100’e yakin bir aktivite
gozlenmigtir. Onun diginda kalan degerlerden
sadece pH 5.0’de hala kayda deger bir aktivite
gozlenirken, diger pH degerlerinde %80’e varan
kayiplar dikkat ¢ekmektedir.

» w
w (=]

»
o

Kalan Aktivite (%)
w
wm

w
o

~— Stre ptomyces sp. K22

N
u

== Stre ptomyces sp. K30

2 3 4 S 6 7 8 9 10

a) il

Kalan Aktivite (%)

b)

100

=== Stre ptomyces sp. K22
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Sekil 4. (a) pH ve (b) sicakligin amilaz stabilitesi (%) lizerine etkisi
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4. Sonuc¢

Yeni enzimlerin kesfedilmesinde en etkili ve
basarili metotlardan bir tanesi, dogal habitatlardan
mikroorganizmalarin izolasyonu ve endiistriyel
enzim tUretimleri acisindan arastirilmalaridir. Bu
yiizden, arzu edilen bir metabolitin iiretimindeki
anahtar basamaklardan bir tanesi, biyoteknolojik
oneme sahip olan susun sec¢imidir. Enzimler
arasindan amilazlar, yillar boyunca hem bilim

adamlar1i hem de endiistriyel arastiricilar
tarafindan yogun ilgi gormislerdir. Mevcut
calisma, bu acgidan Onem arz etmektedir.

Aragtirmamizda kullanilan Streptomycetes sp.
K22 ve K30 suslarinin amilaz enzimi aktivite ve
stabilite sonuglar1 bir biitiin halinde degerlendiril-
diginde, bu organizmalar yiiksek oranda enzim
iretimine sahiptirler. Ayrica, genis bir pH ve
sicaklik araliginda hem aktivite hem de stabilite
gosterebilmektedirler. Bu agidan, bu organizma-
larin endiistriyel olarak kullanilma potansiyeline
sahip olabilecekleri diisiiniilmektedir.
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