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Oz

Amilazlar; bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan {retilen nisastay1 pargalayan enzimlerdir. Mikroorganizmalar
tarafindan {iretilen amilazlar; eczacilik, gida, deterjan, tekstil, kagit ve kagit hamuru endistrisi gibi ¢ok cesitli endiistriyel
uygulamalarda kullanilabilme 0&zelligine sahiptir. Bununla birlikte, amilaz {ireten mikroorganizmalarin izolasyonunda hala
kisitlamalar vardir. Isgin bitkisi tip basta olmak iizere bir¢ok alanda kullanilan 6nemli bir bitkidir. Bu ¢alismanin amaci yararli 13gin
bitkisinden bakterinin izolasyonu gerceklestirerek biyoteknolojik 6neme sahip olan amilazin elde edilmesidir. Bakteri izolasyonu
diliisyon teknigi kullanilarak yapildi. Bitki kok kisminda bulunan toprak aliarak seyreltme islemi gerceklestirildi. izolasyon sonrasi
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler yapildi. Mikroorganizmanin tiir teshisi i¢in 16 S rRNA analizi gergeklestirildi. Bakteri
sekans analiz sonucunda 864 baz ¢iftine sahip Bacillus atrophaeus oldugu tespit edildi. Tamimlamada etkili olan biyokimyasal testler
sonucunda bakterinin gram pozitif (+), basil ve hareketsiz oldugu belirlendi. Katalaz, hemoliz ve glikoz un pozitif (+) sonug verdigi;
oksidaz, H,S ve indol gibi biyokimyasal testlerin negatif (-) oldugu tespit edildi. Oncelikle bakteri iiremesinin optimizasyonu
saglandi. Zaman, sicaklik ve pH gibi bakteri tiremesine dogrudan etki eden 6nemli parametreler ¢alisildi. Optimum bakteri tiretimi
sirasiyla 72.saat, 30 °C ve pH 6.0 belirlendi. Giiglii amilaz tiretimini belirlemek amaciyla nigastali kat1 besi yerinde bakteriler tiretildi.
Inkiibasyon sonrasi liigol ¢dzeltisi kullanilarak mikroorganizmanin amilaz iirettigi tespit edildi. Amilaz sentezlendigi belirlenen
bakterinin optimal iiretim kosullari tespit edildi. Bacillus atrophaeus’tan a-amilaz’mn maksimum iiretim kosullar1 36. saat, 35 °C ve
pH 6.0 oldugu goriildii. Optimum sartlarda tiretilen bakterinin siipernatant kismi kullanilarak enzim karakterizasyonu gerceklestirildi.
Enzim sicaklik ve pH’s1 sirasiyla 40 °C ve pH 6.0 da maksimum aktivite gosterdigi tespit edildi. Bu tespitler sonucunda istenilen
bakteri elde edildi. Tanimlanan ve amilaz tirettigi tespit edilen bakteri, farkli biyoteknolojik alanlarda kullanilma 6zelligine sahip
oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: a-Amilaz, Bacillus atrophaeus, Biyoteknoloji, Tanimlama

Isolation and Identification of Bacillus atrophaeus from Root Soil of
the Isgin: Obtaining and Characterization of a-Amylase

Abstract

Amylase; enzymes that break down starch produced by plants, animals and microorganisms. Amylases produced by microorganisms;
pharmaceutical, food, detergent, textile, paper and pulp industry. However, there are still limitations in the isolation of amylase-
producing microorganisms. Isgin plant is an important plant used in many fields, especially in medicine The aim of this study was to
isolate the bacteria from the useful plant 1sgin and to obtain amylase which is of biotechnological importance. Bacterial isolation was
performed using dilution technique. Soil in the root part of the plant was removed and dilution was performed. Morphological,
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physiological and biochemical tests were performed after isolation.16 S rRNA analysis was performed for species identification of
microorganism. Bacterial sequence analysis result detected Bacillus atrophaeus with 864 base pairs. As a result of biochemical tests
which were effective in identification, the bacteria were gram positive (+), bacillus and immobile. Catalase, hemolysis and glucose
positive (+) results; Biochemical tests such as oxidase, H,S and indole were found to be negative (-).Firstly, bacterial growth was
optimized. Important parameters that directly affect bacterial growth such as time, temperature and pH were studied. Optimum
bacterial production was determined at 72 hours, 30 °C and pH 6.0, respectively. In order to determine strong amylase production,
bacteria were produced from starch solid media. After incubation, it was determined that microorganism produced amylase by using
lugol solution. The optimal production conditions of the bacteria determined to be amylase synthesized were determined. The
maximum production conditions of a-amylase from Bacillus atrophaeus were 36 hours, 35 °C and pH 6.0. Enzyme characterization
was performed using the supernatant portion of the bacteria produced under optimum conditions. Enzyme temperature and pH were
found to have maximum activity at 40 °C and pH 6.0, respectively. As a result of these determinations, the desired bacteria were
obtained. Bacteria identified and found to produce amylase were determined to be used in different biotechnological areas.

Keywords: a- Amylase, Bacillus atrophaeus, Biotechnology, Identification

1. Giris

o-Amilaz, nigastanin rasgele hidrolizini katalize eden etkili bir enzimdir. Bu enzimler tekstil, kagit, yiyecek, biyoyakait,
deterjan ve ila¢ endistrisi gibi ¢esitli biyoteknolojik siirecler de kullanilir (Lévéque ve ark., 2000; Ashwini ve ark., 2011;
Vijayalakshmi ve ark., 2012; Sanchez ve ark., 2019). Aktif enzimlerin diisiik sicakliklarda kullanilmasi yiiksek bir potansiyele
sahiptir ¢linkii bu enzimler islem sirasinda 1sitma talebini 6nler, boylece maliyetleri diisiiriirler ( Feller ve Gerday, 2003).

Amilazlar gesitli kaynaklardan elde edilebilir. Onlar tiim canli organizmalarda bulunur, bunun yaninda bu organizmalardan
tiretilen enzimler tiirlerden tiirlere gore aktivite, 6zgiillik ve gereksinimleri de degismektedir. Ham nisastay:1 sindiren amilazlar;
mantarlar, mayalar ve bakteriler dahil mikroorganizmalardan bitkilere ve insanlara kadar gesitli canli organizmalar tarafindan tretilir
(Hazaa, 2018). Mikroorganizmalar, karmasik molekiillerin hidrolize edilmesinde kilit rol oynayan bir¢ok endiistriyel agidan dnemli
enzimlerin iretilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Pandey ve ark., 2000; Schmidt ve ark., 2005). Mikroorganizmalardan bazi
enzim iretilmesine ragmen amilaz, endiistriyel olarak fiiretilen ilk enzimdir. Ekstraseliiler hidrolitik enzimler arasinda, amilazlar,
yiiksek endiistriyel degerlerinden dolay1 6zel bir statiiye sahiptir ve enzim pazarinin yaklasik % 30'unu kapsar (Sindhu ve Singh,
1997; Rao ve ark., 1998). Bacillus cinsinden iiretilen o-amilazlar endiistriyel uygulamalar agisindan 6zel bir konuma sahiptir ve
iretim siiregleri igin optimizasyon parametrelerine ¢ok Onem verilmistir (Pinjari ve Kotari, 2018). Toprak, nisasta parcalayan
bakterilerin oldugu zengin kaynaklarindan biridir (Sapkota ve ark., 2019).

Bu ¢alismada 1sgin kok topragindan bakteri izole edildi. izolasyon sonrasi bakteri tiir teshisi ve biyokimyasal testler yapildi.
Bakteri optimum {iiretim kosullar1 belirlemek igin zaman, sicaklik ve pH gibi 6nemli parametreler ¢alisildi. Amilaz trettigi tespit
edilen mikroorganizmadan a-amilaz karakterizasyonu gergeklestirildi.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bakterinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Bu c¢alismada, Bacillus atrophaeus Isgin kok topragindan alinan Srnekten izole edildi.izolasyon icin diliisyon teknigi
kullanildi. Organizma biyokimyasal testler ve 16S rRNA dizisi ile tamimlandi. Elde edilen izolatin 16S rRNA dizi analizleri Epi-Gen
Biyoteknoloji tarafindan yapilmigtir. Siipernatant, amilaz aktivitesini 6l¢gmek i¢in kullanildi. Spektrofotometre de bakteri {iremesi 460
nm olarak 6l¢iildii.

2.2. Mikroorganizmanin Kiiltiir ve Biiyiime Sartlari

Topraktan izole edilen bakteri saf su ile hazirlanmig Nutrient Agar (NA) besi yerinde 120 rpm 37 °C, pH 7.0 ve 24. saat de
iretildi.

2.3. Bakteri Morfolojisinin Belirlenmesi ve Biyokimyasal Testlerin Uygulanmasi

Nutrient agar plakasinda 37 © C'de kiiltiirlenen Bacillus atrophaeus susu morfolojisi, bir mikroskop altinda gozlendi. Gram
pozitif ile Gram negatif arasinda ayrim yapmak icin gram boyama yapildi. Mikroorganizmanin belirlemek icin katalaz, lireaz ve
hareket gibi ¢esitli biyokimyasal testleri yapildi.

2.4. Amilaz Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi DNS (Dinitrosalisilik asit) yontemine gore yapildi. Bernfeld tarafindan % 0.5 nisasta kullanilarak 37 © C'de
30 dakika boyunca 0.1 M Tris-HCI tampon pH 7.0 iginde ¢6ziinen bir yontem olarak uygulandi.. Bir {inite amilaz aktivitesi, 37 ° C'de
dakikada 1 pmol indirgeyici ug gruplarimi serbest birakan enzim miktar olarak tanimlandi. (Bernfeld, 1955)

2.5. Protein Miktar Tayini

Lowry yontemine gére protein miktar tayini yapildi (Lowry ve ark., 1951)
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2.6 Mikroorganizma ve Enzim Uretimi Uzerine Sicakhik, Zaman ve pH’nin Etkisi

Sicakligin bakteri ve enzim iiretimi iizerindeki etkisini belirlemek i¢in 5°C araliklarla 25°C'den 50°C'ye yiikselen sicaklik
degerleri ¢alisildi. Elde edilen 6rnekler spektrofotometrede 6lgiildii. Bakteri ve enzim iiretimine, pH’mn etkisi arastirildi. Bunun igin
gesitli pH araliginda pH 4.0 ile pH 10.0 arasinda deney yapildi. inkiibasyon siiresinin mikroorganizma gelisimi ve enzim iiretimi
iizerine etkisi i¢in; bakteri NB'de iiretildi. 12- 96. saatler arasinda her 12 saatte bir drnekler alindi. Alinan &rnekler spektrofotometre
de olgiildii.

2.7. Amilaz Aktivitesine Sicaklik ve pH’nin Etkisi

Sicakligin a-amilaz aktivitesi tizerindeki etkisi, 30-50 °C arasindaki ¢esitli sicakliklarda enzim deneyi yapilarak belirlendi.
pH'nin a-amilaz aktivitesi tizerindeki etkisi, Tris-HCI tamponu kullanilarak 4-10 arasinda degisen c¢esitli pH'lar da enzim deneyi
yapilarak belirlendi.

3. Arastirma Sonugclari ve Tartisma

3.1. Bakterinin Tammmlanmasi ve Biyokimyasal Testler

Diliisyon teknigi ile tek koloni diisliriilen bakterinin tanimlanmasi i¢in 16 S rRNA analizi yapildi. Analiz sonucunda
bakterinin 864 baz a sahip Bacillus atrophaeus oldugu belirlendi. Asagida bakterinin dizi analizi ve filogenetik aga¢ ¢izimi
bulunmaktadir.

CCCCTTCGGCGGCTGGCTCATAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCAGCTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGAAC
TGAGAACAGATTTGTGGGATTGGCTTAACCTCGCGGTCTCGCTGCCCTTTGTTCTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATA
AGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGCTGGCAACT
AAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGC
CCCCGAAGGGGAAGCCCTATCTCTAGGGGTGTCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACAT
GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGC
TGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCC
CACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTAC
ACGTGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGAG

ZBacillus sp. 13416 16S nibosomal RNA gene, partial sequence
Q # firmicutes | 3 leaves
QBacillus sp. XJT-7 16S ribosomal RNA gene and 16S-23S ribosomal RNA intergenic spacer. partial sequence
’\L,‘Bacillus subtilis gene for 16S rRNA, partial sequence, strain: JAM A-6-10
OBacillus atrophaeus strain NMTD54 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
O Bacillus atrophaeus strain LSSC22 168 ribosomal RNA gene. partial sequence
@ @ Bacillus atrophaeus strain EB41 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
©Bacillus atrophaeus strain GBSC56 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
OBacillus atrophaeus strain GBAC31 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
OBacillus atrophaeus strain RIGP16 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
©Bacillus atrophaeus strain LSSC3 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus atrophaeus strain A-17 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Bacillus atrophaeus strain HS4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

I 0.0007 I PBacillus atrophaeus 1942, complete genome
[ ]

Sekil 1. Bacillus atrophaeus’un filogenetik agaci
Yapilan biyokimyasal testlerde bakterinin gram (+), basil hareketli oldu belirlendi. Katalaz, hemoliz ve glikoz un pozitif

sonug verdigi oksidaz, H»S ve indol gibi biyokimyasal testlerin negatif oldugu tespit edildi. Biyokimyasal testlerle ilgili tablo 1 de
detayli sonuglar verildi.
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Tablo 1. Mikroorganizmanin Morfolojik ve Biyokimyasal Testleri

Karakterler Bacillus atrophaeus
Aerobik Biiylime +
Gram +
Katalaz +
Oksidaz -
Glikoz +
Laktoz +
H2S -
Indol -
Hareket -
Ureaz -
Hemoliz +
Amilaz +

Pozitif:+, Negatif

3.2. Mikroorganizma ve Enzim Uretimi Uzerine Sicaklik, Zaman ve pH’nin Etkisi

Inkiibasyon siiresinin bakteri gelisimi ve a-amilaz iiretimine etkisi belirlemek amaciyla 12-96.saatler arasinda ornekler
almarak 6l¢tiimler yapildi. Bakteri gelisiminin siireye bagli olarak arttigi en fazla {iremenin ise 72. saatte oldugu belirlendi. Bu zaman
diliminden sonra ise bakteri iiremesinin azaldigi belirlendi. Sekil 2 de goriildiigii gibi bakteri tiremesinin 72. saatte maksimum
olmasina ragmen a-amilaz {iretiminin 36.saatte en fazla oldugu tespit edildi. Bu inkiibasyon siiresinden sonra amilaz iiretimi
azalmaktadir. Bunun nedeni, hiicrelerin diisiis evresine ulagmasi ve diisiik a-amilaz sentezi gostermesidir. Bunun yaninda enzim
iretimindeki azalma, fermantasyon kiiltiiriindeki besin maddelerinin tiilketiminden veya toksik yan iriinlerin birikmesinden
kaynaklanabilir. Fermantasyon endiistrisinde ucuz enzim iiretimi i¢in kisa inkiibasyon siiresinin 6nemli oldugu bilinmektedir.(Sekil 2)
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Sekil 2. inkiibasyon siiresinin mikroorganizma gelisimi ve enzim iiretimine etkisi

Fermantasyon sicakligi ve pH ayrica enzim iiretimini agikca etkileyen dnemli parametrelerdir. Sicakligin bakteri gelisimi ve
enzim Uretimine etkisi belirlemek igin farkli sicakliklarda tretim gergeklestirildi. Bakteri {iretiminin 30 °C de en fazla iireme
gosterdigi artan sicakliklara bagli olarak sicakligin azaldig: tespit edildi. 50 °C de ise iiremenin nerdeyse bittigi belirlendi. Amilaz
iiretimine bakildiginda maksimum {iretimin 35 °C de oldugu artan sicakliga bagli olarak spesifik aktivitenin diistiigii gézlemlendi.

(Sekil 3)
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Sekil 3. Sicakligin bakteri gelisimi ve enzim iiretimine etkisi

Mikroorganizma gelisimini ve enzim {iretimini etkileyen diger bir 6nemi parametre pH’dir. pH 4.0-10.0 arasinda iiretim
gergeklestirilerek hem 460 nm de 6l¢iim alindi hem de amilaz aktivite tayini yapildi. Bakteri remesi ve enzim iiretiminin pH 5.0-8.0
arasinda oldugu tespit edildi. Maksimum enzim iiretimi ve bakteri gelisimi pH 6.00 gergeklestigi belirlendi. Asidik ortamda enzim
iiretim yapabilmesi enzim teknolojisi bakimindan énemli bir yere sahiptir. (Sekil 4)
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Sekil 4. pH’ nin bakteri gelisimi ve enzim {iretimine etkisi

Mikroorganizma geligimi ve enzim {iretim sonuglarma goére diger arastirmacilarin ¢aligmalarina bakildiginda bir paralellik
oldugu goriildii. Bazi parametrelerde avantajli bir durumun ortaya ¢iktigi tespit edildi.

Ozdemir ve ark. (2018)’de yaptiklar1 ¢alismada Bacillus mojavensis SO-10’un maksimum a-amilaz {iretim kosullarini 36.
saat, 35 ° C ve pH 7.0'da tespit etmislerdir. Mahdavi ve ark. (2010) Bacillus cereus’ta ve Demirkan, 2011 de Bacillus subtilis te bu
enzimin pH 6.0 da optimal olarak aktif oldugunu gosterdiler. Hamilton ve ark. (1999) da Bacillus sp. IMD 43’ten optimum
inkiibasyon siiresini 41. saatte ve sicakligi ise 40 °C de oldugunu buldular. Asgher ve ark. (2007) yayinladiklari ¢alismada Bacillus
subtilis JS-2004’ten elde ettikleri amilazi optimum kosullarini 48.saat 50 °C ve pH 7.0 de oldugu tespit ettiler. Behal ve ark. Bacillus
sp. AB 04’ten amilaz iiretimi gergeklestirdiler.Enzim tiretimin optimum kosullarini sirasiyla 36 saat ve 40 °C de belirlediler. Saxena
ve ark. (2007) de Bacillus sp. PN5’ten optimum amilaz tiretimini 60 saat, 60 °C ve pH 7.0 da tespit ettiler.

3.3. Amilaz Aktivitesine Sicakhigin Etkisi

Enzim aktivitesine sicakligin etkisini arastirildi. Bunu n igin aktivite deneyinde inkiibe siirelerinde farkli sicaklik ortamlar
kullanildi. Boylece enzimin hangi sicaklik degerinde daha fazla aktivite gosterdigi tespit edildi. Sekil 5°te goriildiigli gibi yapilan
analiz sonucunda 35-45 °C arasinda enzim aktivitesinin yiiksek oldugu belirlendi. Maksimum enzim aktivitesinin 40 °C de tespit
edildi. Artan sicakliga bagli olarak enzim aktivitesinin distiigii goriildii. 50 °C enzim aktivitesinin % 75’lere diistiigii belirlendi. Genis
bir sicaklik araliginda aktivite gostermelerine ragmen, birgok Bacillus tiirlerinden elde edilen amilazin aktivitesi 40 © C olarak
gozlemlenmistir (Ashwini ve ark., 2011; Vaseekaran ve ark., 2010).
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Sekil 5. Sicakligin amilaz aktivitesine etkisi

3.4. Amilaz Aktivitesine pH’nin Etkisi
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Optimum kosullarda iiretilen bakterilerden elde edilen enzimin, pH 4.0 ile pH 10.0 arasinda aktif oldugu tespit edildi. Enzim
aktivitesinde artiy pH 5.0'dan baslayarak gozlemlenirken, enzim aktivitesinde pH 6.0’dan sonra oldugu belirlendi. Maksimum
aktivitenin pH 6.0 da oldugu tespit edildi. Enzimin asidik pH’larda ¢aligmasi enzim biyoteknolojisi agisindan 6nemlidir. Amilaz
tireten Bacillus suslarinin ¢ogu, amilaz enzim aktiviteleri i¢in pH 6-9 araliginda optimum pH sergilemektedir.( Swain ve ark., 2006;
Malhotra ve ark., 2000; Alkando ve Ibrahim, 2011)

4 5 6 7 8 9 10

pH

100
90
80
70
60
50
40
3
2
1

Rolatif Aktivite (%)

o O o

Sekil 6. Sicakligin amilaz aktivitesine etkisi

4. Sonuc¢

Bu ¢alismada 1sgin kok topragindan Bacillus atrophaeus izolasyonu gerceklestirildi. Bakterinin gram (+) ,basil ve hareketsiz
oldugu tespit edildi. Bakterinin maksimum amilaz {iretimi ni24. saate, 35 °C ve pH 6.0 da gergeklestigi belirlendi. Bu amilazin
spesifik 6zellikleri gesitli endiistriyel islemlerde kullanilmasina olanak tanimaktadir. Kisa siirede bakteri tiremesi ve diisiik sicaklikta
biliylime saglanmasi, kisa siire ve elektrik tasarrufu gibi endiistriyel agidan 6nemli avantajdir.
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