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Zeytinli Ihcasi (Kahramanmara§)’ndan Termofil Alka.!iﬁlik
Amilolitik Bacillus sp. Suslarinin Izolasyonu ve Amilaz Uretme
Yetenekleri Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisi
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OZET

Bu ¢alismada, Zeytinli Ilicasi (Kahramanmaras)’'ndan su ve toprak oOrnekleri
almmig ve bu 6rneklerden 65 Bacillus sp. susu izole edilmistir. Bu suslarin amilaz
enzimi liretme yetenekleri arastirilmis ve buna gore en iyi aktivite gosteren tek bir
sus secilmistir. Izole edilen Bacillus sp. K-12 susunun termofil, alkali amilaz
iiretme yetenegi arastirilmistir. Kiiltiir ortamimin pH’s1 9.5, inkiibasyon sicakligi ise
42 °C olarak belirlenmistir. Cesitli azot kaynaklarinin bu susun amilaz enzimi
iiretme yetenegi lizerine etkisi incelenmis ve maya 0ziitii igeren kiiltiir ortaminda 48.
saatte maksimum aktivite tespit edilmistir. Bunun iizerine mayanin farkl
konsantrasyonlarini igeren kiiltiir ortamlar1 48 saat inkiibasyona birakilmis ve amilaz
aktivitesi tizerine etkisi izlenmistir. Sonug olarak kiiltiir ortaminda % 1.25 oraninda
maya 0ziitii bulunmas1 amilaz aktivitesini olumlu yonde etkilendigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., amilaz, azot, maya 06ziitii

Effects of Nitrogen Sources on Amylase Production Capability of
Thermophilic, Alkaliphilic, Amylolytic Bacillus sp. Isolated
from Zeytinli Hot Spring (Kahramanmaras)

ABSTRACT

In this study, water and soil samples were collected from Zeytinli Hot Spring
(Kahramanmaras), and 65 Bacillus sp. strains were isolated from these samples.
Capabilities of amylase production of these strains were examined and one strain
was selected. Alkali, thermopile amylase production capability of Bacillus sp. K-12
strain was investigated. pH of culture medium and incubation temperature were
adjusted to 9.5 and 42 °C, respectively. Effects of various nitrogen sources on
production of amylase were investigated and maximum activity was found in the
medium containing yeast after 48 hours. According to this result, different
concentrations of yeast extract were screened on the activity of amylase for 48
hours. Culture medium, which has % 1.25 yeast extract, has positive effect on
amylase activity.
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GIRIS

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma
kokenli  olmakla birlikte, agirhkli olarak  mikroorganizmalardan izole
edilmektedirler. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik
aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve
ucuz olmalar1 biiyiik boyutlarda ve yiiksek saflikta elde edilmesi gibi avantajlara
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sahip olmasidir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1996).

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine bakildig:
zaman alkalin proteaz %25, diger proteazlar %21, amilaz %18, rennin %10, tripsin
%3, lipaz %3, diger karbonhidrati parcalayan enzimler %10 seklinde bir dagilimla
karsilagilmaktadir (Rao ve ark., 1998). Parasal olarak yiiz milyonlarca dolar seklinde
tanimlanan ekonomik degeri vardir. 1985 yilinda yapilan bir degerlendirmede,
diinyadaki enzim satisinin 450 milyon dolari buldugu belirtilmektedir. Bugiin
diinyadaki enzim satisinda 2-3 kat artis oldugu bilinmektedir.

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, {irlinlerin kullanim alanlarinin gesitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel
enzimler ile ilgili alaninda yapilan cesitli arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.
Ozellikle son yillarda stratejik alan seklinde degerlendirilen rekombinant DNA
teknolojisinden yararlanilarak enzim {iretimi biiyiik boyutlara ulagsmig ve kullanimi
giderek yaygimlasmstir. Bacillus sp. suslari proteolitik enzimler ve karbohidrazlarin
onemli bir kaynagmi olusturmaktadir. Omegin, o- amilaz Bacillus sp. grubunda
oldukg¢a yaygin bir sekilde bulunur. Bu enzimler ekmek ve pastacilik, bira, peynir
gibi gida endiistrilerinde nisastanin maltoza hidrolize edilmesi, maltoz suruplarinin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Diger taraftan gidalarda tatlandirici ve kaliteyi
arttirict olarak (Anonim, 1988), tekstil endiistrisinde hasil alma islemlerinde
(Tarakgioglu, 1979) ve alkol fermentasyonunda yaygimn bir kullanim alani vardir
(Bailey ve ark, 1987). Ozellikle termofil alkali amilazlar, pH 9’un iizerinde yiiksek
diizeyde aktif olup deterjan endiistrisinin en 6nemli katki1 maddesini olusturmaktadir.
Bunlarmn disinda kagit, deri ve tekstil endiistrisi, kuru temizleme, gesitli iceceklerin
saflagtirllmast ve berraklastirilmasi, et iriinlerinin iglenmesi ve daha kolay
sindirilebilir duruma getirilmesinde nisasta ve seliilozlu bilesiklerden c¢esitli alkol
iirtinlerinin iiretiminde de yaygin sekilde kullanilmaktadir.

Bu calismada, Zeytinli Ilicast (Kahramanmarag) ¢evresindeki toprak ve su
orneklerinden termofil, alkali ve amilolitik Bacillus sp. suslari izole edilmistir.
Izolasyonu ve tanimlanmas1 yapilan bu suslarin amilaz enzimi iiretme yetenekleri,
enzimin ¢esitli pH ve sicaklik araliklarindaki aktivitesi test edilmistir. Cesitli azot
kaynaklarinin amilaz {iretimi {izerine etkileri incelenmigtir. Bu c¢alisma ile
Kahramanmaras ilinden izolasyonu ve tanimlanmasi yapilan Bacillus sp. suslarinin
iilke endiistrisine (gida, tekstil, deterjan, kagit, vs.) katkis1 ortaya ¢ikartilacaktir.

MATERYAL VE METOT

Bacillus sp. suslarinin izolasyonu

Zeytinli Ilicas1 (Kahramanmarag) ¢evresinden su ve toprak drnekleri alinmigtir.
Bu orneklerden 1 gr tartilarak 4.5 ml steril distile su ile siispansiyon haline
getirilmistir. Izole edilmek istenen mikroorganizma (Bacillus sp.) sporlu bir bakteri
oldugu i¢in elde edilen siispansiyon 60 °C’de 30 dakika siire ile inkiibe edilmis
(Lennette ve ark., 1985) ve nutrient agar igeren petri kutularma yayma ekim
yapilmustir. Ekim yapilan petri kutulart 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibasyona
brrakilmistir

Saf halde Bacillus sp. kolonileri elde etmek amaciyla seri sulandirma yapilarak
(107,107?,....) nutrient agarli besiyerine yayma seklinde ekim yapilmis ve 37 °C de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri iizerinde
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gelisen farkli morfolojik goriinlise sahip koloniler secilerek amilaz aktivitelerinin
arastirilmasi amaci ile 4 °C de saklanmistir (Kiran, 2001). izole edilen bakterilerin
tanimlanmasi Collins ve ark. (1989)’a gore yapilmustir.

Kati Besiyerinde Amilaz Aktivitesinin Arastirilmasi

Izole edilen Bacillus sp. suslarinda amilaz aktivitesini arastirmak icin % 0.5
pepton, % 0.3 maya ozitii, % 1 (w/v) ¢oziilebilir nisasta, % 0.3 NaCl, % 0.1
K,HPO, ve % 0.02 MgS0,.7H,0, % 1.5 Agar iceren besiyerine (M9-nisastali agar)
yayma teknigi kullanilarak ekim yapilmigtir. Ekim yapilan besiyerleri 37 °C de 72
saat siire ile inkiibe edilerek koloni olusumu saglanmistir. Amilaz aktivitesinin
belirlenmesi i¢in olusan koloniler, petri kutusunun kapagina iyot ¢ozeltisi dokiilerek,
iyot buharna tutulmustur. Amilaz enzimi iireten kolonilerin ¢evresinde boyanmayan
seffaf zonlar meydana gelirken, nisastanin hidroliz olmadig yerler koyu mavi renge
boyanmistir (Hols ve ark., 1994).

Amilaz Enzimi Uzerine pH ve Sicakhigin Etkisi

Bacillus sp. K-12 susunun amilaz iiretimi iizerine pH’ nin etkisi (4.5-11) M9-
nisastal1 siv1 besiyerinde arastirilnugtir. Inkiibasyon sicakliginin amilaz iiretimine
etkisini belirlemek amaciyla Bacillus sp. asilanan pH 9.5 olan M9-nisastali sivi
besiyerinde 20, 30, 37, 42, 50 ve 55 °C’lerde 72 saat siire ile inkiibasyona birakilarak
enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. izole edilen Bacillus sp. K-12 susu siv1 kiiltiir
ortaminda canlandirilmis ve bu kiiltiirden 0.1 ml alinarak ekim yapilmistir. Ornekler
42 °C’de 100 rev./dak.’da 72 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
kiiltiir ortamu Hettich marka sogutmali santrifiij ile 4 °C’de 6000 rpm’de 20 dakika
boyunca santrifiij edilmis ve iist sivi elde edilmistir (Lin ve ark, 1998). Enzim
aktivite tayinlerinde bu iist s1v1 (siipernatant) enzim solusyonu olarak kullanilmistir.

Enzim Aktivitesinin Arastirilmasi

Amilolitik aktivitenin analiz edildigi karisim, 0.5 ml enzim solusyonu ve 0.5 ml
% 2 (w/v) nisasta solusyonu (40 mM potasyum fosfat tamponu, pH 6.0)
icermektedir. Reaksiyon 70 °C’de 10 dakika bekletilerek gergeklestirilmistir.
Reaksiyonun durdurulmasi, 1 ml 3,5-dinitrosalisilik asit eklenip, 100 °C’de 5 dakika
kaynatilarak gergeklestirilmistir. Karisim, Perkin Elmer, Lambda EZ 150 model
spektrofotometre ile 540 nm’de okunmustur (Aira ve ark., 1983). Okunan absorbans
degerlerine gore enzimin roélatif aktivitesi hesaplanmustir.

Aktivite Uzerine Azot Kaynaklarimin Etkileri

Azot kaynaklarinin amilaz aktivitesi tizerine etkisi M9-nisastal1 siv1 besiyerinde
pepton, maya 0ziitii, et 6ziitii ve amonyum siilfatin % 0.5 oraninda ilave edilmesiyle
belirlenmistir (Lin ve ark. 1998). Ayrica, en iyi amilaz aktivitesinin belirlendigi azot
kaynagr M9-nisastali sivi besiyerinde % 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5 ve 1.75
oranlarinda ilave edilerek 42 °C de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Boylece,
belirlenen azot kaynagi konsantrasyonunun rolatif aktivite iizerine etkisi
belirlenmistir
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BULGULAR VE TARTISMA

Enzim Uretimi Uzerine pH ve Sicakhgin Etkisi

Zeytinli Ilicas1 (Kahramanmaras) alinan su ve toprak érneklerinden 65 Bacillus
sp. susu izole edilmis ve bu suslarin amilaz enzimi iiretme yetenekleri arastirilarak
farkli pH ve sicakliklarda bu suglarin gosterdikleri aktivite degerleri incelenerek tek
bir sus segilmistir. Bu susa Bacillus sp K-12 ad1 verilmistir. izole edilen Bacillus sp.
K-12 susu, 20 °C ve 55 °C sicakliklar1 arasinda bakteri {iremesi ve enzim sentezi
gergeklestirmistir. Enzim sentezinin gergeklestirildigi optimum sicaklik ise 42 °C
olarak bulunmustur. Lin ve ark (1998), Bacillus sp. TS-23 susunun enzim sentezinin
42-60 °C sicaklikta ve optimum 55 °C’de meydana geldigini belirtmiglerdir. Yine,
Bajbai ve Bajbai (1987)’de yapmus olduklart ¢alismalarda Bacillus licheniformis
TCRDC-BI3 susu igin enzim firetimi ve lreme sicakhigmm 25-50 °C de ve
maksimum enzim tretiminin ise 35 °C’de gergeklestigini bulmuslardir.

Bacillus sp. K-12 susu, pH 4.5-11 arasinda iireme gostermistir. Enzim iretimi
ise, pH 5-10.5 ’de gozlenmistir. Enzim tiretimi pH 6-8 arasinda en iist diizeye
ulasmuis, pH 8.5’da amilaz iiretiminde bir diisiis meydana gelmistir. Ancak pH 8.5 ve
9.5 arasinda amilaz iretiminin ¢ok az degisiklik gosterdigi dikkati ¢ekmistir (Sekil
1). Izole edilen Bacillus sp. K-12 susunun salgiladign amilaz enziminin alkali
Ozelligi arastirildigt i¢in kiiltiir ortaminin pH’s1 9.5’a ayarlanmistir. Bajpai ve Bajpai
(1987), Bacillus licheniformis TCRDC-B13 susunun iiremesinin pH 3-11 arasinda
olup besiyerinin pH’sinin arttirilmasi ile tiremenin azaldigini, enzim tretiminin pH
5’de bagladigin1 pH 10’a kadar devam ettigini ve maksimum aktivitenin pH 6-9
arasinda oldugunu bulmuslardir. Bununla beraber Boyer ve Ingle (1972), yaptiklar1
calismada amilaz aktivitesi i¢in optimum pH’y1r 9.2 olarak bildirmislerdir.
Yaptigimiz bu ¢alismada bulunan sonuglar daha 6nce yapilan ¢aligmalarda bulunan
sonuglarla uygunluk gostermektedir.
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Sekil 1. Bacillus sp. K-12 susundan elde edilen amilaz enziminin rolatif aktivitesi
lizerine pH’nin etkisi.
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Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimn Etkisi

Coziinebilen nisasta igeren kiiltlir ortamina cesitli azot kaynaklari eklenerek
Bacillus sp. K-12 susunun amilaz {iretimi tizerine etkisi incelenmistir. Orijinal kiiltiir
ortaminda bulunan % 0.5 pepton ¢ikarilarak yerine maya O0ziitli, et Oziiti ve
amonyum siilfat eklenmistir. Farkli azot kaynaklar iceren kiiltiirler (pH 9.5), 42
°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmigtir (100 rev/dak). Hazirlanan kiiltiirlerden 12,
24, 36, 48, 60 ve 72. saatlerde alinan Orneklerde bulunan enzim aktiveleri
spektrofotometrede belirlenmis, elde edilen bulgular rolatif aktivite olarak
degerlendirilmistir. Yapilan calismalar sonucunda en iyi amilaz iiretiminin maya
Oziitii igeren kiiltiir ortaminda oldugu goriilmistiir (Sekil 2).

Maya ve et oziitii igeren ortamlarda amilaz liretimi 48 saat i¢erisinde maksimum
diizeye ulagmisg, daha sonra amilaz iiretiminde azalma goriilmiistiir. Pepton igeren
ortamda ise, Bacillus sp. K-12 susunun amilaz tiretimi 72. saate kadar yiikselmis,
ancak maya Oziiti bulunan ortamda elde edilen verime ulasilamamistir. Amonyum
stilfat iceren ortamda ise, amilaz iiretiminin diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir.
Tablo 1’de farkli azot kaynaklarinda gelisen Bacillus sp. K-12 susunun amilaz
enzimi Uretimi lizerine olan etkileri rolatif aktivite olarak verilmistir.
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Sekil 2. Bacillus sp. K-12 susundan elde edilen amilaz enziminin rolatif aktivitesi
tizerine farkli azot kaynaklarinin etkisi.

Sarikaya (1995) yapmis oldugu calismada, farkli azot kaynaklart bulunan
ortamda Bacillus amyloliquefaciens tarafindan 16, 24, 40, 48, 64, 72 ve 88.
saatlerde amilaz aktivitesini test etmistir. Caligmada en yiiksek rolatif aktiviteyi
maya Oziitii igeren ortamda tespit etmistir. Jin ve ark (1990), Bacillus
amyloliquefaciens 1 ve 2 susunun maya Oziitii iceren ortamda yiiksek enzim
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aktivitesi gosterdigini belirlemisledir. Elde edilen bulgular literatiirle uyum
icindedir.

Tablo 1. Farkli azot kaynaklarinin Bacillus sp K-12’nin amilaz aktivitesi iizerine
etkisi

Rolatif Aktivite (%)
Azot Kaynaklari 12h 24h 36h 48h 60h 72h

Maya Oziitii 36,56 60,07 74,45 100,00 68,27 = 66,48
Et Oziitii 48,72 53,45 6540 81,98 79,67 5795
Pepton 55,05 60,31 52,85 68,73 70,20 76,62

Amonyum Siilfat 12,89 10,75 12,44 10,71 21,73 10,88

Enzim Uretimi Uzerine Farkh Maya Konsantrasyonlarinin Etkisi

Amilaz aktivitesi lizerine farkli azot kaynaklarinin etkisi arastirilmis ve maya
Oziitii igeren kiiltlir ortaminda 48 saat inkiibasyondan sonra en iyi amilaz aktivitesi
elde edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda maya 6ziitii igeren (% 0.25, 0.5, 0.75, 1,
1.25, 1.5 ve 1.75) kiiltiir ortamima Bacillus sp. K-12 susu asilanarak 48 saat
inkiibasyona birakilmis ve rolatif aktivite degerleri incelenmistir. Sonug olarak %
0.25-0.75 maya oziitii iceren ortamda amilaz aktivitesinin rolatif degerlerinde fazla
bir degisim olmadigi (61.92- 64.80), % 1.0-1.25 maya Oziitii iceren kiiltiir
ortaminda ise amilaz aktivitesinin rolatif degerlerinin (96.75-100) en iyi oldugu
tespit edilmistir. % 1.5 ve % 1.75 maya Oziitiiniin bulundugu kiiltirde  rolatif
aktivitede (% 28.24-24.51) azalma gozlenmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Bacillus sp. K-12 susundan elde edilen amilaz enziminin rolatif aktivitesi
tizerine farkli maya 6ziitii konsantrasyonlarinin etkisi
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SONUC

Zeytinli Ilicas1 (Kahramanmaras) alinan su ve toprak érneklerinden 65 Bacillus
sp. susu izole edilerek, bu suslarin amilaz enzimi iiretme yetenekleri aragtirilmistir.
Farkli pH ve sicakliklarda bu suglarin gosterdikleri aktivite degerleri incelenerek tek
bir sus se¢ilmis ve bu susa Bacillus sp K-12 adi verilmistir. Segilen Bacillus sp. K-
12 susu farkli periyotlarda tiretilerek (12, 24, 36, 48, 60 ve 72 saat), pH 9.5°’da ve
42 °C de amilaz enzimi iiretme yetenegi ile bu enzim {izerine pepton, maya, et 6ziitii
ve amonyum siilfat gibi farkli azot kaynaklarinin etkileri arastirilmistir. Bacillus sp.
K-12 susunda amilaz iiretimi i¢in en iyi rolatif aktivite 48 saat sonra maya Oziitii
iceren kiiltiir ortaminda bulunmustur. Bu verilerden yola cikarak maya Oziitii
konsantrasyonu artirilmis en iyi rolatif aktivitenin %1-1.25 araliginda oldugu elde
edilmistir. Izolasyonu yapilan Bacillus sp. K-12 susunun alkalifilik, termofil
amilolitik oldugu bulunmus olup, bu veriler diger literatiirlerle uyumluluk
gostermistir.

Elde edilen veriler bize iiretilmesi son derece kisa zaman alan ve iiretim kosullari
¢ok ucuz olan Bacillus sp. suslarinin, dogal kaynaklar acisindan olduk¢a zengin bir
bolge olan Kahramanmaras’dan izolasyonlarinin yapilarak endiistrinin uygun
alanlarma biiyiik 6l¢iide katkida bulunacagini gdstermistir. Bu tiirlii arastirmalarin
Kahramanmaras’da daha da genisletilerek caligilmasi iilkenin dogal zenginlikleri ve
ekonomisi agisindan dnem arz etmektedir.
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