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In this study, sixty bacteria isolated from soihrgdes that come from 15 different cities
of Turkey. Four bacteria with the highest rate oflvRich are determined to be amylase
positive, are investegated for morphological angspilogical. All of these are defined
asBacillus In starchy medium enzyme production capacityhekeé 4 strain have been
identified. The bacteria which has the highest asglactivity is selected aBacillus
strain and these strain is namedasillussp. M-10.

It's investigated that physical factors which affecting thea-amylase production of
Bacillus sp. M-10. For this purpose, temperature, pH, seratnoculum size and
inoculum age have been tested as physical parandterstarchy medium, 37°C
temperature, pH 7.0, 150 rpm for aeration, 2.5imoculation size and 2 days for
inoculation age was determined as the optimum l@rahaximum amylase production
of Bacillussp. M-10 strain.

In order to enhance the production of amylase, umedvas modified from us, and the
enzyme activity was found 30 U/mL at 48. hour. lodified environment, enzyme
activity was increased about % 42 rate. Physicedmpaters such as temperature, pH,
aereation, inoculum size and inoculum age is affecon enzyme activity. Using
optimum rates of these physical parameters incdetiigeenzyme activity.
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1. GIRIS

Enzimler bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalaryasami icin temel olan protein

yapisinda biyomolekillerdir ve metabolik yollara séreclere katkilarindan dolayi
yogun birsekilde calgilmaktadir. Bir canli hiicredeki tepkimelerin nergske tamaminin

yeterince hizli olabilmesi icin enzimlere gerek diar Enzimler substratlari icin son
derece secicidirler ve pek cok olasi tepkimederesadvirkacini hizlandirirlar. Bu
nedenle bir hicredeki enzimlerin kimesi o hicredagh metabolik yolaklarin

bulund@gunu belirler. Enzimler de @er katalizorler gibi reaksiyon hizini arttirarak
calisirlar. Metabolik yollar, dizenleyici enzimlerin akitesi altinda ygami strdirmek

icin gerekli bircok farkli aktivite arasindaki efiégimi saglamak icin, oldukca yuksek

oranda ilgkilendirilmistir (Nelson ve Cox 2005).

Enzim, kelime anlami olarak eski Yunanca'da, ikzkmayalardan elde edigliicin,
‘mayada bulunan’ (in yeast) anlamina geliyorsagimtimuizde enzimler yayan tim
hiicrelereden; hayvanlardan, bitkilerden ve 6zallikle mikroorganizmalardan elde
edilebilmektedir (Polaina ve MacCabe 2007).

Hucrelerde cok 6nemli metabolik gorevleri olan emer artik c¢eitli amaclarla
kullanilmak Gzere gunlik ve ekonomik hayata ggtmi Bugin enzimler ekmek, bira,
peynir, bebek gidalarn uretimi, alkollii iceceklargyve suyu ve sit Uretimi ile gt
deterjan ve temizlik maddelerinin Uretiminde yayginsekilde kullanildg gibi, tipta
teshis ve tedavide de 6nemli roller oynamaktadir Baive Ollis 1977, Gupta 2003).
Ayrica kimya, k&it, nisasta, biyoyakit, kaucuk ve fdiaf endustrisinde, ziraatte,
kontak lens temizleyicilerinden, biyolojik say¥a kullanima kadar ¢ok genalanlarda
da enzimler kullanilmaktadir. Organik kimyada kollan metotlar ile
gerceklgtirilmesi ¢cok gic olan bircok reaksiyonun uygun sgpesifik enzimlerle
kolaylikla gerceklgmesi, enzimlerin canli hiicrelerden izole edilerefitlf amaclar icin

kullaniimasi fikrini dgurmustur (Adams 1983).

Son yillarda gerek endustriyel enzim Uretimindeegse kullaniminda dnemli agfar
gozlenmektedir. Bunun nedeni olarak, biyoteknolajieme metodlarindaki getneler
sonucu, daha 6nceleri hayvansal ve bitkisel kayrdidillanilarak Uretilen enzimlerin,
daha ekonomik ve daha kontrolli mikrobiyal tekni& yontemler ile Uretilebilmesi



goOsterilemektedir (Ustiines ve Guveng 1985). Enzimlédu kadar fazla alanda
kullanilabilir olmasinin sebepleri; maliyet bakidam ucuz olmasi, in-vitrgartlarda
aktif olmasi, cok farkl alanlarda kullanilabilmeeiliginde olmasi ve en 6énemlisi de

enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamas{@/iseman 1987).

Endustriyel acidan 6nemli birgok kimyasal prosgksek sicaklik ve basing gibi sert
kosullarda gerceklgiginden, bunlara alternatif yontemler icin bu ekstr&ogullara
dayanikli enzimlere gerek duyulmaktadir (Chibat®Q9 Son yillarda stratejik alan
olarak dgerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden yagarilarak, enzim Uretimi
blayuk boyutlara ukanis ve kullanimi giderek yaygindeistir (Gessese 1999). Temizlik
maddeleri ve bazi gida drunlerine katilan enzimlegiksek sicakfia dayanabilir
olmasi, deterjanlarin yapisindaki kimyasallargkgapisini koruyabilmesi ve uzun sire
kararli kalabilmesi gerekmektedir. Bada bu Ozelliklere istenilgi kadar sahip
olamayan enzimler, rekombinant DNA teknolojisi llilarak istenilen hale
getiriimeye cakilmaktadir (Aehle 2004).

Endustriyel enzimlerin diinya piyasasindaki payi mhjé/ar dolari amaktadir (Ottrup
ve Jorgensen 2002, Schallmey ve ark. 2004, Zak&i%). Gida, deterjan vesasta
endustrileri, endustriyel enzim Uretiminin %75’ wliusturmakta olup, proteaz, amilaz,
lipaz, selulaz, pektinaz gibi hidrolazlar, en yaygullanilan enzim gruplaridir (Topal
ve ark. 2000). Endustriyel alanda kullanilan enennl %80’ i polimerlerin dgal

yapisini bozabilme yetegi@e sahip olan hidrolazlardir (Kasavi 2006).

Mikrobiyal enzimlerin yillik kullanim dgerlerinin diinyada kullanilan tim enzimler
icerisinde alkali proteazlarin %25,5@r proteazlarin %21, amilazlarin %18, bir proteaz
olan rennin’ in %10, tripsin’ in %3, lipaz’ In %JJiger karbonhidrat parcalayan

enzimlerin %10 oraninda kullanifgdigorilmektedir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1. 1Mikrobiyal enzimlerin yillik kullanim dgerleri (Kiran ve Comlekciglu
2006)

Enzim Yillhk Kullanim Orani (%)
Proteaz 25
Diger Proteazlar 21
Amilaz 18
Rennin 10
Tripsin 3
Lipaz 3

Gunumuzde endustriyel Uretimlerde en cok kullandearmostabil enzimler, gasta
endustrisinde kullanilan amilazlardir ve bunlar @&tdyel enzimlerin %25'ini
olusturmaktadir (Poonam ve Dalel 1995, Crabb ve Mitsbm1997, Rao ve ark. 1998,
Sarikaya ve Gurgin 2000). ddsta endustrisi, gastanin glikoz ve der urlnlere
parcalanmasi ve modifikasyonu icin termostabil aliik enzimlerin (amilaz,
glikoamilaz, izoamilaz ve pullulanaz) en gm kullanildgl alandir. Ngasta
endustrisinde ekonomiklemlerin sglanabilmesi i¢in kullanilan amilazlarin,saistanin
jelatinizasyonu (100-110 °C) ve silama (80-90 °C) sicakliklarina dayanikh
olmalari gerekmekte, bu nedenle termofilik ve testabil amilazlara gerek
duyulmaktadir (Shindhu ve ark. 1997). Amilazlariegrtekstil, gida, icki, kat ve bira
vb. endustrilerde yaygin olarak kullangdigibi klinik, medikal ve analitik kimya

alanlarinda da kullaniimaktadirlar (Pandey ve a€K0).

a-amilaz enzimi (EC 3.2.1.1), gasta ve glikojen molekdillerini hidrolize eden
ekstraselliler bir enzimdin-amilaz hayvanlar ve bitkiler tarafindan da sergeaziesine
ragmen, kontrolli keullarda kisa slUrede Uurin elde edilmesinden dolayi
mikroorganizmalar asil kaygia teskil etmektedir (Akar 2008). Mikroorganizmalar
icerisinde de dgada gery bir yayilis alanina sahip olan baBacillus turleri ve alt

turleri gelmektedir (Wolfgang 2007).

Amilaz enziminin Uretiminde, en ¢oRspergillus niger, Aspergillus oryzae, Bacillus

subtilis ve Rhizopusgibi mikroorganizmalar kullaniimakta olup; hammaddlarak



nisasta iceren biday kepg ve misir islatma suyu gibi materyallerden
yararlaniimaktadir (Aiyer 2005).

1970’ lerden itibaren a-amilazlarin endustriyel uygulamalarindaBacillus
amyloliquefaciens, B. stearothermophilus, B. sishtite B. licheniformis tirleri
kullaniimaktadir (Declerck ve ark. 2000, Sajedavk. 2005).

Nisasta, a- ve B- amilazlar ve dier ilgili enzimlerce glikoz, maltoz ve
maltodekstrinlere hidrolizlenmektedir. Bu Urlnlend#gekstrin, rgastanin glikoza kadar
hidrolize olmasindan 6nce glkn kisa molekdlt ilk Grindudr. Dekstrinler ¢ozungili
yuksek ve dayanikli bir trtin olup, §an surup kivaminda bir maddedir ve bu maddeler
gidalarda viskozite arttirici, yani, koystauci dolgu maddesi olarak kullaniimaktadir
(Keskin 1982).

Baslica nsasta endustrisinde kullanilan ve enzimssatinda en buylk piyasaya sahip
olan a-amilaz enziminin ekmekgilikte de kullanimi oldukigabilinmektedir (Gupta ve
ark. 2003).

Ozellikle Bacillus lardan elde edilen amilazlar, tahila dayali baskenmenin yaygin
oldugu ulkemizde ki basina tiketilen enerjinin %58’ i tahillardan, bunuridd4’ [Uk
kisminin ekmekten katanmasiyla biyiuk énem kazanmaktadir (Ajayi ve &2@06).
Tark toplumunun beslenme gtanligi nedeniyle ekmge olan talep unlarda ve ekmek
Uretiminde endustriyel maya kullanimi ile birlikten ve ekmek katki maddeleri
(askorbik asit ve enzim) kullanimini zorunlu hakignistir (Ozer 2003). Teknolojik
onemi sebebi ile ekmekcileri en fazla ilgilendirenmzim amilazdira-amilaz enzimleri
nisastadan dgilk molekullt sekerlerin olgmasi icin 6nemlidir. Hamurda mayalanma
sirasinda ve pirme bglangicinda meydana gelen gigmeler a-amilaz enzim
aktivitesine bghdir (Polaina ve MacCabe 2007).

Genel olarak mikroorganizmalardan yuksek orandanerverimi elde etmek igin, ya
mutasyonla yeni mutantlar elde edilmekte ya mikganizma dgrudan dgadan izole
edilmekte ya da dretim ortaminin ggirilmesi yoluna gidilmektedir (Colton 1996).
Enzim aktivitesini, fiziksel faktorler olarak ortampH’si, sicaklik, enzim
konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, zamaitli ¢gonlarin konsantrasyonlari,
inokulum miktari, inokulum ya, rpm gibi parametreler etkileyebilir (Aliya ve kar



2007). Bu faktorlerin enzim reaksiyonlari Uzerintkilerini tayin etmek icin, farkli
kosullar altinda enzim reaksiyon hizini saptamak gaededir. Bir Unite enzimi veya
enzim aktivitesini 6lgmek icin, ya kaybolan substraktarini veyahutta ortamda birim

zamanda olgan Uriin miktarini 6lgmek gerekmektedir.

Bu tez cakmasinda ulkemizin géli illerinden toplanan toprak ¢rneklerinden izole
edilecek olarBacillus sp.lerin a- amilaz Gretim kapasitelerinin belirlenmesi ve teak
dretimi ve dolayisiyla enzim aktivitesine etki edémiksel faktorlerin etkilerinin
arggtirimasi planlanmtir. Fiziksel faktorler olarak sicaklik, pH, rpmnokulasyon
miktari, inokulasyon ya olarak farkli parametreler gerlendirilecektir. Ayrica enzimin
yuksek verimde eldesi icin, tarafimizdan uygunkBzl parametre sonuclarina goére

modifiye fiziksel bir ortam hazirlanarak, enzimtigkesinde arty yoluna gidilecektir.



2. KAYNAK ARA STIRMASI
2.1. Amilazlarin Tarihgesi

Amilazlar bilinen en 6nemli ve eski endustriyelzenlerdir. Nisasta molekulini
hidroliz ederek dekstrin ve glikoz birimlerinden ydana gelen bir kagum olustururlar.
Bu enzimler giinimuzde biyuk bir 6neme sahiptirkergwda, fermantasyon, tekstil ve
kagit v.b endustrilerinde kullaniimaktadirlar (Cordeue ark. 2002).

Amilazlarin tarihi 1811 yilinda Kirchhoff tarafiad nkasta parcalayici enzimlerin
bulunmasi ile bgamaktadir. Buna ek olarak Leuchs 1831 yilinda bermkiyi insan
tukarigl ile elde edilebilegeni gostererek surdurmgtiir. Bernfeld (1951) tukuggiin
bu Ozellgine Berzelius tarafindan pityalin adinin verglicii, 1833’ te Payen ve
Persoz’un ise maltta gastayl parcalayan bir maddenin vari ortaya c¢ikardiklarini ve
buna da diastaz adini verdiklerini belirtmektedB95’te Beijerinck’ in dnerisinden bu
yana tum rgasta parcalayan enzimler amilazlar olarak adlanadgtir (Anonymous
1988). Endoamilazlar gasta molekulinin i¢ kismini hidroliz etmektedirlBunun
sonucunda farkli uzunluklara sahip diz ya da dalbiya sahip oligosakkarit zincirleri
olusmaktadir. Ekzoamilazlar indirgenmeyen uctan hidraerceklstiriler ve bdylece
kisa Urdinler olgur. GUnumuzde wgastay! dgisik Grlnlere parcalayan birgcok enzim
bilinmektedir (Gupta ve ark2003). Ngastayr tamamen hidroliz etmek icinsite
enzimlerin birlikte etki etmesi gerekmektedir.

Gunumuzde amilazlar gastaya etki mekanizmalarn ve gurduklar drinlere kg
olarak a- (endoamilaz),- (ekzoamilaz) vey- (ekzoamilaz) olmak Uzere ¢ gruba
ayrilmiglardir (Uhlig 1988). Milletlerarasi Biyokimya Bigi (International Union of
Biochemistry) tarafindan yapilan enzim sinifladchasinda tim enzimler
katalizledikleri reaksiyon tipine gére 6 sinifa étynslar ve amilazlar 3. sirada yer alan
hidrolazlar sinifina dahil ediliglerdir (Mahler ve Cordes 1966).



2.1.2. Amilazlarin Siniflandiriimasi

Amilazlar nkastayl parcalama mekanizmasina gore siniflarairgamil 1930 yilinda
Ohlsson’ un malttan elde diti nisasta parcgalayici enzimler, parcalama Urlnlerinin
anomerik tiplerine gorea-(alfa) ya dap-(beta) amilazlar olarak adlandirilgtir.
Mybriich ve Necmuler (1950) ise amilazlar icin enddazlar ve ekzoamilazlar olmak
Uzere bgka bir adlandirma sistemi Onegiardir (Anonymous 1988). Amilazlar;
amiloz, amilopektin ve glikojen gibi polisakkarittee ve bunlarin yikim trinlerinde yer
alan a-1-4-glikozitik baglarini  katalizler. Bir endoamilaz olana-amilaz
polisakkaritlerdekio-1-4 baini gelsiglzel kirar. Amilopektin ve glikojenin dallanma
noktalarindakio-(1-6) balarina etki etmezler (Windish ve Mhatre 1965). cBk
mikroorganizma tarafindan sentezleneramilazin etki mekanizmasi ve 0zellikleri
enzimin kayngina gore farklidira-Amilaz tarafindan amilozun hidroliziyle maltotrioz
ve maltoz olgur. Bunu takip eden ikinci reaksiyon ise, kicuk Ibmolekil olan
maltotriozun hidrolizidir. Amilopektinin hidrolizise bir dizi dallia-limit dekstrinlere

ilave olarak glikoz ve maltoz gibi trtnler verirqgarty 1983).

Bir ekzoamilaz olar-amilazlar ise polisakkaritlerin indirgen olmayaglarina atak
yaparak amiloz molekultind son drun olan glikoz veyadtozu meydana getirmek Uzere
hidrolize ederler. Son urun glikoz ise, enzim glakolaz olarak, son Griin maltoz ise

enzimp-amilaz olarak adlandiriimaktadir (Lehninger 1987).

Bakteriyeloa-amilaz kullanimindaki arttan dolay1 endustriyel kullanimina daha uygun
karakteristiklerdeki enzim dretimi ve daha ylksetetiin sglayan sglarin elde
edilmesi 6nem kazangtir. Bu calgmalardan, onlari dreten mikroorganizmanin
cesitlili gi kadar alfa amilaz karakteristiklerinin de farkldugu gortlmgtir (Demirkan
ve ark 2005).

Amilazlar ayrica termofilik, asidik ve alkalin ara#lar olmak tzere 3 grup halinde

incelenebilir (Ingle ve Erickson 1978).
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Sekil 2. 1.Farkli amilazlarin njasta molektltnt hidrolizi ve odan trtnler (Maareal ve
ark. 2002)

Glikozid hidrolazlar (EC 3.2.1.-) iki ya da dahala karbonhidrat arasindaki veya bir
karbonhidratla karbonhidrat olmayan parga arasindakozidik bagi hidroliz eden
blayuk bir enzim grubudur. Glikozid hidrolazlar icidizi benzerlgine dayall bir

siniflandirma sistemi ofturulmustur. Boylelikle 85 farkh aile tanimlantir.

Nisasta parcalayan enzimlerin geo primer yapilarindaki aminoasit benzerlikleri ve
farkhliklarina goére glikozid hidrolazlar (GH) agende siniflandiringtir (Henrissat
1991). Buna gore, (ix-amilazlar ailesi, GH13; (ii-amilazlar ailesi, GH14 ve (iii)
glikoamilazlar ¢-) ailesi, GH15 olarak belirlenstir (Dingbas 2009).

Bir endoamilaz olarmu-amilazin dahil oldgu GH13 ailesi geglemekte ve bu aile-
amilazlarda dizi benzegi gosteren yakkak 30 farkli enzim icermektedir (MacGregor
2005), (Cizelge 2.1).



Cizelge 2. 1a-amilaz ailesi (GH ailesi) (Polaina ve MacCabe 2007

Enzim sinifi Enzim EC GH ailesi
Hidrolazlar a-Amilaz 3.21.1 13
Oligo-1,6-glikozidaz 3.2.1.10 13
a-Glikozidaz 3.2.1.20 13
Pullulanaz 3.2.141 13
Amilopullulanaz 3.2.1.1/41 13
Siklomaltodekstrinaz 3.2.1.54 13
Maltotetraohidrolaz 3.2.1.60 13
izoamilaz 3.2.1.68 13
Dekstranglikozidaz 3.2.1.70 13
Trehaloz-6-fosfat hidrolaz 3.2.1.93 13
Maltohexaohidrolaz 3.2.1.98 13
Maltotriohidrolaz 3.2.1.116 13
Maltojenik a-amilaz 3.2.1.133 13
Maltojenik amilaz 3.2.1.133 13
Neopullulanaz 3.2.1.135 13
Maltooligosiltrehaloz hidrolaz | 3.2.1.141 13
Maltopentaohidrolaz 3.2.1.- 13
Transferazlar] Amilostiikraz 2.4.1.4 13
Glikosiltransferaz 2415 70
Siikrosea fosforilaz 2.4.1.7 13
Glukan dalli enzim 2.4.1.18 13
Siklodekstrin glukanotransferaz2.4.1.19 13
4-o-Glukanotransferaz 2.4.1.25 13,77
Glukan dalli olmayan enzim | 2.4.1.25/3.2.1.33 13
Alternansiikraz 2.4.1.140 70
Maltosiltransferaz 2.4.1.- 13
izomerazlar Isomaltuloz sentaz 5.4.99.11 13
Trehaloz sentaz 5.4.99.15 13
Maltooligosiltrehaloz sentaz | 5.4.99.16 13

Gundmuzde tim bu enzimler GH ailesini gilwan GH13, GH70 ve GH77 aileleri
icersinde siniflandiriimaktadir (MacGregor ve a#01). Ayrica GH31 ve GH57
aileleri GH13 ailesi ile higbir dizi benzegliolmadgl halde birkag amilolitik 6zellikleri

icermektedirler (Henrissat ve Bairoch 1996).

GH14 ailesi, bir ekzoamilaz olafi-amilazlari (EC 3.2.1.2) ve-amilazlarla dizi
benzerlgi iceren hipotetikal proteinleri icermektedir. Ailg/elerinin yarisinig-amilaz
aktivitesine sahip oldiu deneysel olarak kanitlangtir. B-amilazlar 6zellikle bitkiler
tarafindan sentezlenmektedikrabidopsisthaliana, Oryza sativa, Tricturaestivumve
Solanum tuberosuifMikami ve ark. 1993; Fadifilu ve ark. 2004).

GH15 ailesinde bulunan ve bir ekzoamilaz otaamilazlar glukoamilaz, maltaz,
sakkarojenik amilaz ve amiloglikozidaz olarak danbnektedir. Bu enzimAspergillus

ya daRhizopuddrleri tarafindan tretilen ekstraselliler bir endir. Enzim glikoprotein



yapisinda bir molekul olup, buinyesingkker olarak glikoz, galaktoz, mannoz ve Uronik
asit icermektedir (Wiseman 1987).

2.1.3.0- Amilazin Kaynaklari

a-amilaz ngasta ve glikojen molekdllerini hidroliz eden eksféier enzimlerdir. Bu
enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da seletemesine rgmen, kontrolll
kosullarda kisa strede urin elde edilmesi nedeniyliekagnazini mikroorganizmalar
olusturmaktadir. Mikroorganizmalar icerisinde despergilus niger A. oryzae A.

candidusgibi bazi funguslar il€seudomonas saccharophila baziClostridiumtirleri

ve en Onemlisi de g@da geny bir yayilis alanina sahip olan baBacillusturleri ve alt
turleri gelmektedir ( Windish ve Mhatre 1965, Pande ark. 2000).

Fungal a-amilazlar sicakfia bakteriyela-amilazlardan daha az toleransli gidndan
Uzerinde cakillan asil enzim kayr@ani daha cok bakteriyel, 6zellikle dBacillus
amilazlari olgturmaktadir (Wolfgang 2007). Bu cinsin Ozellikleghesinin sentezlegli
a-amilaz enzimi cgtli arastirmacilar tarafindan tanimlangnve karakterize edilngiir.
Bunlar B. subtilis(Coleman ve Elliott 1962, Pazur 1965, Matsuzakiavie 1974),B.
amyloliquefaciengBorgia ve Campbell 1978B. caldolyticus(Grootegoed ve ark.
1973), B. coagulans(Bliesmer ve Hartman 1973R.licheniformis(Meer 1972, Saito
1973, B.macerangLane ve Pirt 1973B. stearothermophilu€Ogasahara ve ark. 1970)
ve B. subtilisvar. amylosachariticugMatsuzaki ve ark. 1974)" dur. Bacillus turleri
arasinda da endustriyel amaclaamilaz Uretiminde kullanilanlaB. subtilis B.
stearothermophilysB.licheniformisve B. amyloliquefaciensirleridir (Pandey ve ark.
2000).

Bacillus cinsi Bacillaceae familyasinin bir Gyesidir. BeygeManual of Determinative
Bacteriology bu cinsin 48 turt tanimlarytm (Priest 1977).

Bacillus hicreleri gubukeklinde ve dizdur, 0,5-2m eninde 1.2-1@um boyundadir,
uclar yuvarlak ya da kargeklindedir ve ortamda bazen ciftler ya da zincittinde
bulunurlar. Hepsi Gram (+) olmakla berabergly&iltirlerde Gram (-) olarak da
gorulebilirler. Bacillus lar peritrikoz kamgiya sahip olup, hareketliditepsi endospor
olusturmakta olup, endosporlar bazen oval, bazen danaktir ya da silindiriksekilde
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de olabilir. Birgok zorlu keula kagl olduk¢a direnclidir. Bu cinste yer alan baktarile
hem aerobik hem de fakultatif anaerobilglitarda treyebilirler (Fukara 2007). Yuksek
fizyolojik yetenekleri nedeniyle sicaklik, pH veztuluga kagi kawi toleranslari vardir
(Ashnaei ve ark. 2007). Gedibildikleri minimum sicakhk derecesi 25°C ila 75°C
arasinda dasmektedir. Ureyebildikleri minimum pH istekleri bhaasidofilik karakterli
turler icin 7.5 ila 8.0’ e kadar ¢ikmaktadir (Hatonl 1999). Genellikle katalaz pozitif
olup, fermentatif ya da oksijenli solunum gdsterdir metabolizmaya sahip
kemoorganotrofturlar. Kolayca kilttre alinabilirlee yapilarinda heterojenlik yoktur
(Holt ve ark. 1994).

Agardaki kolonileri kirli-beyaz veya gri renkte veat olup, kenarlar tirtikhdir
(Bilgehan 1987).

Genk bir habitatta bulunabilmektedirler. Ozellikle tagta, suda, fekal materyalde,
curiyen materyalde ve g#i gidalarda bulunabilirler (Ayhan 2000). Patoj¢irleri
bulunmakta olup, birkagc omurgall ve omurgasiz térlrkagl patojenite

gostermektedirler (Banwart 1983).

Bacilluslar proteolitik enzimler ve karbohidrazlarin 6nemlbir kaynaini
olusturmaktadirlar (Bailey ve Ollis 1977Bacillus turleri arasinda endistriyel agidan
onemli bir yere sahip olaBacillus amyloliquefacien$943 yilinda Fukumoto isimli bir
Japon argtirmaci tarafindan toprakta #edilmistir. Bakteriye ismi, sivilgan bir amilaz
Uretmesi sebebiyle verilgtir. Bu bakteriden dgal bir antibiyotik olan protein barnase,
deterjanlarla kullanilan bir proteaz subsitilin @NA arsstirmalarinda kullanilan
BamH1 restriksiyon enzimi ve desasta hidrolizinde kullanilan-amilaz enzimi elde
edilmektedir (Fukumoto 1943, Priest ve ark. 19&mds ve ark. 1986).
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2.1.3.Bacillus a-Amilazlarinin Genel Ozellikleri

Karbohidrazlarin en 6nemli kaygai Bacillus olusturmaktadir. Bir karbohidraz olan
a-amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdRadley 1976; Aira ve ark. 1983).
Nisasta, ¢cok sayida glikoz molekilinin farlgekillerde bglanmasiyla olsmus
polisakkarit 6zellikte bir bilgktir. Bazi bakteriler ve mantarlar tarafindan uest a-
amilaz, p-amilaz, glikoamilaz ve glikoizomeraz gibi enzimleisastayl parcalama

yetengine sahiptirler (Lee 1996).

Bacillus a-amilazlan genel olarak 5.5-8.0 pH agahda stabil olmalarina ganen,
optimum aktiviteyi pH: 4.8-6.5 gdstermektedirldtgnning ve Campbell 1961). Farkli
kaynaklardan elde edilemramilazlarin en iyi aktivite gosterdikleri pH glerlerinde de
bazi farklihklar gérilmektedirB.sp ANT-6 susunun amilazi pH: 9.0’ da (Burhan ve
ark. 2003),B.subtilis JS-2004 sgunun a-amilazi pH: 8.0’ de (Asgher ve ark. 2007),
B.licheniformis44MB82-A syunun a-amilazi pH: 6.0-6.5 arasinda (lvanova ve ark.
1993), B.amyloliquefaciensi-amilazi pH: 4.0-9.0 arasinda (Demirkan ve ark.300
Bacillus brevisMTCC 7521a-amilazi pH: 6.0’ da (Ray ve ark.2008) optimum aikéi
gostermektedir. BazBacillus turlerinin ise, alkalik ya da asidik-amilaz Urettgi
saptanmytir. Bacillus megateriumL-49 swyu icin optimum pH: 9.0-10.0 olarak
belirlenirken (Jia ve ark. 2008 acillus acidocaldariugz\gnano 101 sgunda 3.5 olarak
saptanmytir (Buonocore ve ark. 1976).

Farkli kaynaklardan elde edilemamilazlarin en iyi aktivite gosterdikleri sicaklk
derecelerinde de farklihklar  bulunmaktadir  (Auogtr 1973). Bacillus
stearothermophilusa-amilazi igin 70-80°C (Vihinen ve Mantsala 199@acillus
subtilis US116 a-amilazi i¢cin 65°C (Messaoud ve ark. 200B), acidocaldariusa-
amilazi icin 30-60°C (Koivula ve ark. 1993) optimumicaklik dereceleri olarak
saptanmytir. B. licheniformisa-amilaz enziminin 100°C’ nin Ustindeki sicakliktdeb
aktivite goOsterdii ve bu nedenle endustride kullaniminin grttbelirtiimektedir
(Wiseman 1987).

Enzimin aktivite g0sterebilmesi icin kalsiyum (Ca iyonlarina gereksinim
duydwundan enzim bir metaloproteindir (Manning ve Casipli961). Kalsiyum,
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ekstrem pH ve sicakliklarda pepsin, tripsin, papgibi proteazlara kar enzimi
dayanikli kilmaktadira-amilazin katalitik aktivitesi igin gerekli olan buetalin enzime

baglanma guci enzim kaygma ba&lidir (Stein ve Fischer 1958).

Bakir, civa, gumi, kursun gibi &ir metaller enzimi inhibe etmektedir (Hidaka ve
Adachi 1980, Kanno 1986).

a-amilazlarin ¢gunun molekdl airhigl yaklssik olarak 45.000-60.000 Dalton
arasindadir ve genellikle enzim proteininin amingt &ompozisyonlarinda buyuk
farkhliklar yoktur (Kindle 1983).B.amyloliquefaciensi-amilazinin molekul grhg
49.000 Dalton (Tanaka ve Hoshino 200R),stearothermophilug-amilazinin molekdl
agirhgr 48.000 Dalton (Osagahara ve ark. 197B)subtilis a-amilazinin molekil
agirhginin ise 50.000 Dalton ol@u belirtiimektedir (Fogarty 1983).

a-amilazlarin, aktif merkezlerinin karboksil ve high gruplarinin méterek etkisi ile

substrati parcaladiklarina inaniimaktadir (Wiserb@87).

a-amilaz enzim sentezinin katabolit represyon ileatiendgi belirlenmgtir (Priest
1977). a-amilaz enzimi sentezinin maksimum algilama deredeki salgilanmasina
genellikle Gremenin log fazi veya sabit fazindasidag! tespit edilmgtir (Wu ve ark.
2000).

a-amilaz sentezi gasta ya da daha glik molekul &irlikli oligosakkaritler varlginda
uyarilir. Nisasta, oldukca blyuk bir molekil olglw icin, hicre icine girmesi oldukca
glctir. Bu maddenin nasil uyarici olabilgicekonusunda birkagc varsayim ileri
surdlmitar. Bunlardan biri bu molekdl igin hiicre yuzeyindzgul reseptorlerin
bulundigu olmakla beraber, bu varsayimi destekleyen herhhirgbulgu mevcut
dezildir. ikincisi, bu molekilin organizma tarafindan ygwetarak hiicre igine alinarak
metabolize edilmesidir ancak, bu da kanitlanamnamiUclinclisii ise, sastanin

hidroliz Grinlerinin enzim biyosentezinden soruralacagidir (Diril 1984).
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2.1.4. Npastanin Yapisi vea-Amilazlarin Etki Mekanizmalari
2.1.4.1. Nsastanin Yapisi ve Nyasta Kaynaklari

Amilaz enzimlerinin substrati olangaista esasen bitkilerin bir depo karbohidrati olup,
D-glukoz birimlerinden olgan ve (GH100s), kapali formuli ile goOsterilen oldukcga
heterojen yapili bir molekuldir (Berkeley 1997)u Beterojenlik, farkli molekdl yapih
iki polisakkarit icermesinden kaynaklanmaktadir rfi8eld 1951). Bu polisakkaritler
amiloz ve amilopektindir. Amiloz, glikoz birimlenn o-1,4 glukozidik bg ile
baglanmasindan okan ve dallanma gdstermeyen diiz bir yapidegeki( 2.2). Amiloz
suda kolayca c¢ozinmez ve moleki@iragl birkac binden 500.000 daltona kadar
desismektedir. Amiloz suda ¢6ziinmez fakat su emerek lfarsealine gelebilir ve iodin

ile muamele edilirse mavi renk meydana gelirggay 1976, Gozukara 2001).

CHLOH I!I'H-illl CHOH CHOH I'IH--Hll

Amiloz

Sekil 2. 2 Amiloz molekilinde tekrarlanan glikoz birimleri

Amilopektin dalli bir yapiya sahip olup, her 24-8lilkoz monomerinden birinde-1,6
baglantisi ile bir yan zincir gar (Sekil 2.3). Hem amilopektin hem de amiloz glikozun
polimerleridir ve tipik bir amiloz polimeri 500-200 glikoz molekdlinden, bir
amilopektin molekllt ise yald&k iki milyon glikozdan olgur (Ponyatovsky ve ark.
1998, Hoover 2001, Sinitsyn ve ark. 2001).
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Amilopektin

Sekil 2. 3. Amilopektin molekilindeki dallanma bdlgesi

Genel olarak nasta molekdltinin i¢ kisminda bulunan amilogasia molekulinin %
15-30’ unu olgturdusu halde, molekulin gikisminda bulunan amilopektin % 70-80’
ini olusturmaktadir (Li ve Yeh 2001, Singh ve ark. 2003).

Dogada bircok rgasta kayng bulunmakta olup, endustriyel acidan 6nemli olanla
bugday, patates, misir, piring, arpa, yulaf ve cassava#8usday niastasinda amiloz
orani % 28, amilopektin orani ise % 72 civarindg¢@rtalama 1:2.6). Ortalama grandl
Diger dgzal nisastalarla kaglastirildiginda, dgal busday nisastasinin ¢ok daha yuksek
derecelerde jeligneye baladigi gorulir (80-85°C) (Sivak ve Preiss 1998).

Bircok Ulkede rahatlikla yegebilen bir bitki olan misirdan elde edilen gab misir
nisastasi, diinyada en cok tuketilen ve tlkemizde deo&rkullanim alani olan gasta
¢esididir. Ortalama granul buyuk§i 15 mikron olsa da, granil ¢caplari 3 ile 26 mikron
arasinda dasmektedir. Misir njastasinda amiloz orani % 25-28 arasinda, amilapekti
orani ise % 72-75 arasindagdgnektedir (Ortalama 1:3). Jejlme derecesi ise, 62-
72°C arasindadir.

Dogal patates nastasi, dier nsastalara gore daha gegrgrantl yapisinin yani sira,
saydamlgl ve viskozitesi yuksek bir hamur gturma 6zellgi ile de bilinir. Ortalama
granul buydklga 30 mikron olsa da, grandl caplan 5 ile 100 mikrarasinda
degsismektedir. Patates gastasinda amiloz orani % 20-21 arasinda, amilapekani
ise % 79-80 arasinda glgmektedir (Ortalama 1:4). Jejlme derecesi, der dagal
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nisastalarla kanlastinldiginda, dgal patates gastasinin ¢ok daha glik derecelerde
jellesmeye baladigi gorulir (% 59-68 °C) (Demirkan 2009).

Piring nkastas! tim nasta turleri arasinda en kicik grandl buygéhe sahip olan
nisastadir. Ortalama piring gastasi granul buyUkgii 2-8 mikron arasidir. Jelimenin
goruldigu sicaklik 65-73°C’ dir (Bahar ve Celebi 1998).

Nisasta, sulu asitlerle i1sitilirsa ana Uriin olarakaglimolekullerine aygarak hidrolize
oldugu halde 5-Hidroksimetil 2-furfuraldehit gibi istemyen yan drunler de
olusturmaktadir. Bu nedenle amilaz enzimlersastanin hidrolizasyonunda asitlerin

yerini almstir (Piggott ve ark. 1984).

2.1.5. oa-Amilazlarin (a-1,4 glukan glukanohidrolaz, EC 3.2.1.1) etki

mekanizmalari

a-amilazlar ngasta molekilindeki amiloz zincirlerinin 1,4 glukdiki baglarina
gelisigizel saldirirlar (Windish ve Mhatre 1969k saldirinin helezonlar arasinasei
1,4 glikozidik balar oldusu kabul edilmektedir. Boylece zincir daha kigukiklgara
ayrilir ve bu kisalmyiparcalar yeniden enzimin etkisingrarlar. Son triin olarak 1/10’ i
glikoz ve 9/10’ u maltoz olan bir karm olusur (Yenson 1982). Ayrica maltotriozun da
ortaya cIktgi ve bunun da iki basamakll bir reaksiyonla hidmeli oldgu
belirtiimektedir (Fogarty 1983).

Enzim amilopektin molekulinin hidrolizinde 1,4gkarina etki etmekte, kaisina 1,6
glikozidik bagl cikarsa atlamaktadir. Dolayisiyla buglzan hidrolize edememektedir.
Amilopektin hidrolizi sonucunda glikoz ve maltozkave olarak bir seri dalli sinir
dekstrinleri adi verilen drtnler de ortaya cikmalktaDOrt ya da daha fazla glikoz
icerikli bu dekstrinler orijinal yapinin 1,6 glikadik baglarinin hepsini icermektedir ve
bdylece njastanin amilaz enzimi tarafindan hidrolizi ile sdiki molekal &irlikh

dekstrinler ve oligosakkaritler almaktadir (Anonymous 1988).

16



a-amilaz enzimlerini karakterize eden 6zellikler biazlirgen gruplari serbest birakmak,
¢esitli uzunluktaki dekstrinleri olgturmak ve rgasta solisyonun vizkozitesini hizla

indirgemeseklinde 6zetlenebilir (Windish ve Mhatre 1965).

Nisastanin hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan Urlnlevptik konformasyonu gosteggnden
bu enzimlerer-amilazlar adi verilngtir. Bu enzimler substratlarinin i¢ kisimlarindaki
1,4 b&larina atak yaptiklari icin bunlara endoamilazlar aenir (Windish ve Mhatre
1965).

2.1.6.0-Amilazin Endustriyel Kullanim Alanlar

a-Amilaz enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzintdi1905 yilinda Japonya’da tekstil
endustrisinde hal alma slemi igin A. oryzaekiltirindeno-amilaz enzimi Uretilnstir.
1908 ve 1915'de Boiden ve Effornt sflaalma amaciyla bakteriyel amilaz Uretim
metodu ile ilgili bir patent almnglardir. 1939 yilindaB. subtilis sp.’den a-amilazin
endustriyel Uretimine ilk kez Japonya'daslaammstir. Daha sonraki yillarda-amilaz
enzimi ngasta gleme endustrisinde, gasta sivilgtirma ajani olarak kullantlngtir.
1959'da ise a-amilaz ve amiloglukosidaz kullanilarak sastadan toz ve kristal
dekstroz’'un endustriyel Uretimine ganmstir (Bernfeld 1951, Sarikaya 1995).

Tekstil endustrisinde dokuma sirasinda iplikleraglam ve dizgin olup kopmamasi
icin iplikler nisasta iceren bir ¢ozelti ile muamele edilmektedur.igeme haillama adi
verilir. Kumas dokunduktan sonra, kutaki fazla ngastanin uzakkurilmasi gerekir.
Bu isleme de hal alma adi verilmektedir. Hd alma ajani olarak da yaygin olarak

amilaz enzimi kullaniimaktadir (Din¢kp2009).

Gida endustrisinde ise sastanina-amilaz enzimi tarafindan hidrolizi ile &g c¢ikan
arunler yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu trlnlenddekstrin, astanin glikoza kadar
hidrolize olmadan 6nce aojan kisa molekudllt ilk Grundir. Dekstrinler ¢ozunigil
yuksek ve dayanikli bir trtin olup, §an surup kivaminda bir maddedir ve bu maddeler
gidalarda viskozite arttirici yani, koystaici dolgu maddesi olarak kullaniimaktadir.
Nisasta dekstrinlere kadar parcalandiktan sonra glakazain ortama ilavesi ile glikoza
kadar aygmaktadir. Agga cikan glikoz ygurup halinde, ya da kristal tgeklinde elde
edilmektedir. Glikozsurubuna glikozizomeraz enzimi katilarak ytksek fazku surup
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dretimi sglanmaktadir. Bu Uriin yiksek bir tatgifi sahip olup, mgubat Uretiminde,
sut drunlerinde, ekmekgilik Grtnlerinde, konserlikt®, pasta veekerleme yapiminda

yaygin olarak kullaniimaktadir (Sevim ve ark. 2Q06)

Nisastanin maltoza tam hidrolizi,sastanin dncelikle-amilaz tarafindan sivgarilip,
daha sonra da ortama izoamilaz ve pullulanaz eezinmh ilavesi ile splanmaktadir.
Aciga cikan yuksek safliktaki maltoz recekkerleme, ekmek ve bira Uretiminde
kullanildigi gibi, gidalarda tatlandirici ve kaliteyi arttinglarak da kullaniimaktadir.
Nisasta hidrolizi sirasinda yan urin olarakgaccikan maltotetroz da nem tutucu
Ozelliginden dolay! gida endustrisinde kullanilmaktadiraRiretimi sirasinda arpadaki
nisastanin parcalanmasi icin deamilaz enzimi kullanilmakta ve bu sirada fermente
edilebilir sekerler agta ¢cikmaktadir (Wiseman 1987).

a-amilaz enzimi alkol Uretiminde de kullaniimaktadAlkol Uretiminde hammadde
olarak kullanilan mjastali materyallera-amilaz ve amiloglukosidaz enzimleri ile
muamele edilmektedir. Masta yeterince parcalandiktan sonra ortama mgianarak
fermantasyonslemine gecilmektedir. Firincilikta, hamurun yapisylestirmesinden
ve ekmgin bayatlamasini geciktirmesinden ve raf dmrindtmasindan (2-3 gin)

dolayi yaygin olarak kullaniimaktadir (Sarikaya 399

a-Amilazlar meyve suyu endustrisinde de uygulamaabulmakta, 6zellikle elma ve
armut sularinin  berraldarnimasinda kullaniimaktadir. Meyvelerin sasta iceri
meyve suyunda bulanigg yol agcmaktadir. Bu sorun ortamaamilaz ilavesiyle
cozlilmektedir (Selen 2006).

a-Amilazin giderek artan bir kullanim alani da ¢camave bulgik deterjanlaridir.
Tuketiciler arasindaki moderngiém bulasik ve camar makinelerini daha diik
sicakliklarda kullanmaktir. Bu dik sicakliklarda elbiselerden ve buldardan
nisastay! uzaklgtirmak problem olmaktadin-amilaz iceren deterjanlar uygun sicaklik
ve pH da bu problemi ¢ozmeye yardimci olmaktadiaywdn yemlerinde sindirimi
kolaylastirmak amaciyla da-amilaz enzimi kullanim alani bulmaktadir (Maarel ark.
2002).
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Gunumuze kadar gerek tUlkemizde ve gerekse diunyadialer konusunda ve 6zellikle
amilaz enzimi konusunda dretimi, uygulanmasi velikierinin belirlenmesi konusunda
pek cok argtirma yapilimgtir. Giderek artan kullanim alanlari sayesinde mnzi

uretiminin yaklaik % 30’'nu amilazlar olgturmaktadir (Maarel ve ark. 2002).

Cizelge 2. 2milazlarin uygulama alanlari (Atlas 1994).

Kullamilan Kaynak L
Endiistri - . Uyvgulamas:
“TRIUSLT Bacillus Aspergillus
Alkol " = Sakkanfikasven 1¢m malt dlavesmden dnce msastanin
" sivilastinlmasi 1gin
Pisrme maddes + Fermente edilebilir karbonhidratlann oraninin artinlmas
Icka + Arpanin hazirlanmas:, sivilastinic taves
feki £ Hububatlarin fermentesin kolavlastimak, bira
Szelliklerinm modifikasyvonu
v Yemlerde arpanm enzimatk olarak islenmesinm
em + eush s
gelishimimes
Deterjan + Yikamada temizleme glictimn artarilnas:
Kagit L Kanidin vazma kaliteszm artrmak 1om seker
2 ' tretmeksizin nisastamn sivilastinlmas:
Teksul + Yiksek sicakliklarda siwrekl: hasillama
- 5 Glikoz, fruktoz ve maltoz tiretiminde Szsuda bulenan
¥ mjastay: pargalayarak filtrasyonu gelistirmek
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilacakBacillus swlari Turkiye'nin 15 farkli ilinden alinan toprak
orneklerinden izole edilngiir. izolasyon sonucu en yilksek amilaz aktivitesine sahip
Bacillus sp.’ler, farkh icerikli ortamlarda Uretilrfier ve bunlardan en iyi enzim
aktivitesinin saptan@ dreme ortami veBacillus sp. tespit edilerek, camaya bu
bakteri ile devam edilngiir ve Bacillus sp.’ ler daha sonraki ¢amalarda kullaniimak
Uzere kultir saklama besiyerinde korugtmu

Sekil 3. 1.Kullanilan toprak dérneklerinin alinghiiller: Adana, Amasya, Balikesir,
Bilecik, Bursa, Edirnelzmir, Kayseri, Konya, Kiitahya, Mersin, Mia, Tokat, Trabzon
ve Tunceli.
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3.2. YOntem
3.2.1. Amilaz pozitif bakterilerin izolasyonu

Calismalarda kullanilacak olan amilaz pozitif bakteiiterzolasyonu icin, topraklarin
ince kisimlarindan 0.25 g tartilgnve 10 mL steril fizyolojik tuzlu su icersinde i@c
vortekslenerek kagtirilmistir. Ornekler, 60°C’ de 30 dakika tutularak vejdtat
formlarin 6lmesi, ortamda yalnizca sporlu baktenlekalmasi sglanms ve tiplerin

agizlar kapatilarak sfumaya birakilmgtir (Lennette ve ark. 1985).

Bakterilerin amilaz Gretme kapasitelerinin katiilgesnde belirlenmesi amaciyla tek bir
besiyeri kullaniimgtir (Cizelge 3.1). Niasta iceren ortamin hazirlanmasindgasta
onceden ciglendirilmis olup, dger tum maddeler miktarina uygun kekilde dlculup
erlende kasgtiriimis ve bu sekilde otoklavlanmgtir. Karisim uygun sicakfia
getirildikten sonra, 1/3 oraninda seyreltigniosforik asit ile kagimin pH’ 1 7.0’ ye
ayarlanmgtir. Otoklav slemi bittikten sonra 50-55 °C’ ye kadargsdulan besiyerleri,
180 °C’ de 1 saat pastor firninda steril ediletripeaplarina 15’ er mL dokilerek
sogumaya birakilnytir.

Farkli illerden alinan toprak 6rneklerinden.a.0°, 107, 10° ve 10° olmak iizere seri
dilisyonlar yapilmy ve petrilere 0.1 mL 6rnek pipetlenerek yayma yimte goére
ekim yapiimgtir (Temiz 1994). Ekimi tamamlanan petriler 37°Ce 24 saat
inkiibasyona birakilngtir. inkiibasyon sonucunda petri kaplarina % 0.03 | ve34<0

|t iyot ¢cozeltisi dokulmii ve koloni etrafinda zon ajumunun varigina gore bakteriler
amilaz pozitif olarak dgerlendirilmistir. Zonlarin buyudklikleri cetvel ile 6lculngtiir.
Calismada zon capi buyik olanstar secilmg ve saf kiltir olarak natrient brothlu
agarh ortamda kulture edilerek, daha sonrakisgadiarda kullaniimak tzere +4°C’ de
saklanmgtir.

3.2.2. Bakteri izolasyonunda kullanilan kalttr ortami

Cizelge 3.1’ de icedi verilen kati besiyerinde sterglartlarda ekim yapilarak amilaz

aktivitesinin varlg zon olyumu ile gozlennstir.
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Cizelge 3. 1Amilaz pozitif bakterilerin seciminde kullanilantkdesiyeri ( Samrot

2009)
. Npastall Besiyeri (%)
Icerik ( Samrot 2009)
Nisasta 1
Maya ekstrakti 0.2
Pepton 0.5
MgSQ, 0.05
NaCl 0.05
CaCb 0.15
Agar 2
pH 7.0

3.2.3. Bacillus un taksonomik siniflandiriimasi icin morfolojik ve fizyolojik

Ozelliklerin belirlenmesi

Elde edilen bakterilerden, en blyluk zon capinapsdfakterilerin saf kulturlerinin
morfolojik ve fizyolojik Ozellikleri incelenerek,Bergey’s Manual of Systematic

Microbiology’ den alinan tayin anahtarina g@acillus’ lar belirlenmsgtir (Buchanan

and Gibbons 1974).

Cizelge 3. 2Biyokimyasal testlerde kullanilan besiyerleri (Go2003).

Hareketlilik Katalaz Spor Gram
Icerik Testi Testi Boyama Boyama
(%, 9) (%, 9) (%, 9) (%, 9)
Nisasta - - - -
Nutrient
Broth 0.8 0.8 0.8 0.8
Agar 1 2 1 1
pH 7.0 7.0 7.0 7.0




Bacillus cinsini tanimak icin 2 adet biyokimyasal test vadet morfolojik test olmak
Uzere, toplam 4 adet test yapgim (Cizelge 3.2).

3.2.3.1. Hareketlilik testi

Hareketlilik testi icin agar ve nutrient broth lailarak ortam hazirlangtir (Cizelge

3.2). Steril petriler, alt taraflarindan kalemlezilgrek ikiye bolinmg ve bakteri

ekilecek kisimgaretlenmgtir. Belirlenen boélgeye 0.1 mL pipetlenen trgmaivi kiltdr,

cizgiyi gecmeyecekekilde, drigalski 6zesi ile iyice yayildiktan sor8&°C’ de 18 saat
boyunca inkiibasyona birakilghr (Temiz 1994).

3.2.3.2. Katalaz testi

Katalaz testinde kati ve sivi ortamlar kullanilarakarkli yéntemlerle test
yapilabilmektedir. Cagmada ise, % 0.8 nutrient broth iceren agarli ortagkigmis
bakteriler, 18 saat inkiibasyona birakgnm inkiibasyon sonucunda ean koloniler
Uzerine 1-2 damla % 3’ luk 4@, damlatiimg ve gaz cikgi olup olmamasina gore

deserlendirme yapilngtir.
3.2.3.3. Gram boyama

Gram boyamaslemi Temiz (1994)" in belirt@ii yonteme goére yapilmiir. Buna gore;
bakterilerin 18 saatlik taze kultirlerinden, stéale ile alinarak 1 damla steril distile su
ile yayma preparat hazirlangrve preparatlar havada kurumaya birakgtmi Kuruma
tamamlandiktan sonra lamlar 3 defa alevden ge@kiléespit glemi yapilmstir. Daha
sonra lamlarin Gzerine, mikrobiyal film tabakaskaplayacaksekilde, bol miktarda
kristal viole damlatilarak 1 dakika beklerytim. Kristal viole yikanarak
uzaklgtirnldiktan sonra lamlarin tGzerine % 0.5 | ve % BilK hazirlanmg gram iyodin
(lugol) dokulerek yine 1 dakika beklemgtir. Boya, suyla uzakkuriimis ve lamlar %
95’ lik etil alkol ile renk kayboluncaya kadar yrkaistir. Ardindan, film tabakasinin
Uzerine safranin eklengive 45 saniye beklengive boya yikanarak uzalgtariimistir.
Bu sekilde hazirlanan preparatlar, havada kurutglwe immersiyon yg ile 10x100’
lik objektifte, Olympus CH-2 markgik mikroskobunda incelenstir. iyi boyanms
olan 6rneklerde Gram (+) olan mikroorganizmalarikayor (menege) renkli, Gram (-)

olanlar ise acik pembe renkli gérintmleri ile agdtimistir.
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3.2.3.4. Spor boyama

Endospor boyamalemi Ozkaya-Durlu (2000)’ nun belirgi yonteme gore yapilrgtir.
Buna gore; taze kdlturleri hazirlanan bakterilamltzerine 1 damla steril distile su ile
iyice yayilarak havada kurutulpardindan 3 kez alevden gecirilerek fikse editmi
Ornekler malgit yesili ile alevde 5 dakika etkiye birakilgwe buharlgtikca boya ilave
edilmigtir. Distile su ile yikanan drnekler 30 saniye safn ile boyanny ve distile
suyla tekrar yikanip havada kurutulduktan sonratdsaksporlarinin morfolojileri,
Olympus CH-2 marka agarma mikroskobu kullanilarak incelengtir.

3.2.4. Bakteri tretiminde kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilan bakterilerin saklanmasi, gelimesi amaciyla farkli besiyerleri
kullaniimistir (Cizelge 3.3). Buna gore, bakterilerin buzdol&bsullarinda uzun sire
dayanmalarini ggamak icin, Cizelge 3.3' de verilerklltir saklama besiyeri
kullaniimis olup, kultrler 30 ginde 1 kez yeniden hazirlaregerli besiyerine
asllanmak sureti ile korunnglardir.

Cizelge 3. 3Bakteri tretiminde kullanilan besiyerleri (Sarikah@05)

Icerik Kaltur saklama besiyeri (%, g) | Bakteri gelistirme besiyeri (%, Q)
Nutrient Broth 0.8 0.8
NacCl 0.8 -
Agar 2.0 -
pH 7.0 7.0

3.2.5. Enzim uretimi igin kullanilan besiyeri

Biyokimyasal ve morfolojik testler sonucunda tespitilen 4 adet R orani (Hidroliz
orani = Koloninin ¢api / Zon capi) en yuks#@acillus sp. den, amilaz dretim
kapasitesinin belirlenmesi amaciylasasta icerikli besi ortami denergnve Cizelge
3.4’ teki besiyeri kullaniimytir. Bu bakteri yeni izole bir bakteri oldundan dolayi
besiyeri icerginde (% 1, % 0.5, % 0.3) farkh gasta oranlari kullanilngtir.
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Cizelge 3. 4Amilaz Uretim ortaminin tespitinde kullanilan besiy

Icerik (%, Q) Amilaz Gretiminde temel besiyeri

Nisasta 1

Pepton 0.5

Corn Strep Liquor 0.5

(NH4)2SOy 0.8

MgSQ, 7H,0 0.2

CaChL2H,0 0.05

KoHPO, 14

KH,PO, 0.6

pH 7.0

3.2.6. Bakteri tretim kosullar

Kaltar saklama ortamindan (Cizelge 3.3) steril deealinan bakteri kilturd, icerisinde
30 mL bakteri gelitirme besiyeri (Cizelge 3.3) bulunan 100 mL’ likeare ailanms,
37°C’ de 150 devir/dk calkalama hizina sahip inkétzie 18 saat sire ile Uretilgtir.

Bu bakterinin enzim uretim kapasitesini saptamakaayla 18 saatlik bakteri
kaltarlerinin 600 nm’ deki optik ygunluklari (O.D) spektrofotometre (Beckman
Coulter- DU 700) kullanilarak, bir standart eldeskitinek amaciyla, steril fizyolojik
tuzlu su ile 0.3’ e ayarlansgtir. Bu sekilde ayarlanan kultur ¢ozeltilerinden, icerisinde
150 mL maksimum enzim Uretiminin elde ediidenzim uretim besiyeri (Cizelge 3.4)
bulunan 500 mL’ lik erlenlere %1 oranindaillanmg ve 37°C’ de 150 devir/dk
calkalama hizina sahip inkiibatorde 72 saat surerwayinkiibe edilngtir. Ureme ve
enzim aktivite tayinleri 16., 24., 40., 48., 64. V2. saatlerde yapilarak bakterinin

gelisme grafgi cikariimi ve maksimum enzim Uretim zamani saptatimi
3.2.7. Bakteri tremesinin dl¢tlmesi

Bakteri Gremesinin belirlenmesi amaciyla, besiyaribulaniklgl spektrofotometrik
olarak dlculmigttr. 3.2.6" da belirtilen yontemle inkiibasyona kil@an besiyerlerinden,
belirlenen saatlerde 6rnek alinarak, 600 nm dalgguibda okunmgtur. Amilaz
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uretiminde kullanilan besiyeri kor olarak kullanigtr ve optik y@unluk (OD)
degerlerinin okunmasiyla bakteri treme miktari behrastir (Sarikaya 1995).

Elde edilen optik ygunluk (OD) deisimleri, zamana kar grafiklenerek gefime
egrileri ¢ikariimstir.

3.2.8. Enzim aktivitesinin ol¢tilmesi

a-amilaz aktivitesinin tayininde Yoo ve ark. (1987, kullandiklari dekstrinojeik bir
yontem olan iyodimetrik yontemden faydalangtm Bu yontemin temeli, iyotun
nisasta ile verdii renk esasina dayanmaktadir. Parcalanmmiasta iyot ile muamele
edildiginde mavi bir renk vermektedir. Mista a-amilaz enzimi tarafindan
parcalandiinda kisa zincirli dekstrinler odur, bu da sari renk yerine mavi renk
meydana getirmektedir. Boylece, ortamda bulunaninr@nzmiktarina bgli olarak,
ortamin rengi sari ile mavi arasindaggenekte, bunun derecesi de spektrofotometrik

olarak olculebilmektedir.

Bu amacla, dncelikle kultir ortamindan 10 ml alaka20 dakika stre ile santrifij
edilerek (5500 devir/dk) bakteri hiicrelerinin buluwpu pelet kismi ile enzim igeren sivi
kisim birbirinden ayrilmtir.

Enzim aktivite tayininde substrat ¢cozeltisi olafak5’ lik nisasta ¢ozeltisi kullanilngi
olup, bu ¢ozeltiden 2,5 ml alinghve 0,04 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH: 5.9) ile010
ml’ ye tamamlanmtir. Substrat olarak kullanilan gaista ctzeltisisiemden 6nce her

seferinde taze olarak hazirlargm.

Deneylerde her bir enzim 6rgidcin 2 adet 6rnek 2 adet de kontrol tipU kullemgtir.
Her iki tipe de 5’ er ml substrat ¢6zeltisi konukwe tlpler literattirde belirtilen 25°C
yerine 37°C’ lik su banyosunda 10 dakika bekletikerreaksiyon sicalgina
getirilmistir. Daha sonra substrat iceren tipe 0,04 M fasfaponu (pH:5.9) ile 1/10 ila
1/60 arasinda seyreltil;menzim ¢ozeltisinden, kontrol tipine ise 0,04 Mdbsampon
(pH:5.9) coOzeltisinden 0.5 er ml ilave edilerek°@7 de 10 dakika inkibasyona
birakiimstir. inkiibasyon suresi sonunda her iki tipe de 5 er @l lgklenerek
reaksiyon durdurulmgur. Tupler tip kastiricisinda (Vortex) kastirilmis ve bu
karisimdan 0.5 ml alinarak icinde 5 ml iyot ¢Ozeltisiiman baka bir tipe aktarilngi
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ve ornek ile kontrollerin 620 nm’ deki optik onluklari enzim ve substrat icermeyen
Iyot ¢cOzeltisine kan okunmugtur.

Iyot ¢ozeltisi 100 ml distile su icerisinde 500 mgel 5.0 gr Kl bulunan stok ¢ozeltiden

1 ml alinip, 100 ml distile suya ilave edilmek diyle her seferinde taze olarak
hazirlanmgtir.

Orneklerdeki enzim aktivitesiagidaki formilden yararlanilarak bulungtur.
Aktivite (Unit/ml) = D. [ (R-R)/Ry] x100
Burada:
D: Enzim dilisyon faktérin,
RB: Enzim yokli@gunda substrat-iyot katminin optik ygunlugunu
(kontrol tup),
R: Enzim vagiinda substrat-iyot kanminin optik ygunlugunu
(6rnek tup),
100: Stok iyot ¢ozeltisinin 100 kez sdtyirai s oldugunu ifade etmektedir.

Ornekteki enzim aktivitesi yukaridaki formile gddmit (IU) cinsinden hesaplangi
olup, bu 5.9 pH’ da ve 37°C’ de 1 ml enzim ¢Ozeitis 10 dakika icerisinde % 0.1’ lik
nisasta ¢ozeltisindeki 1 mggaistay! hidroliz eden enzim miktari olarak tanimlagm
(Yoo ve ark. 1987).
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3.2.9. Enzim aktivitesi 6lgcimuinde kullanilan solusygnlar

3.2.9.1. 0.04 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH: 5.9)

1000 mb00 ml 300 ml 100 ml

X: IM NaH,PO,.2H,O, MW: 156.02g/molx 0.04M= 6.24g 3.129 .87¢9g

Y: 1M NaHPO,.7H,0, MW: 268.07g/molx 0.04M=10.72g 5.36g ___ 1.07g
1000 ml _500 ml _200 ml

X: 450 ml 225 ml 90 ml

Y: 50 ml 25 ml 10 ml

D. su: 500 ml 250 ml 100 ml

3.2.9.2. Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

% 5’ lik nisasta ¢ozeltisi hazirlamak icin 0.5 gasta 10 mL distile su icinde erlende
karstirilarak beck Gzerinde kaynatarak ¢ozdurulur veugsmaya birakilir. Bu ¢ozeltiden
aldigimiz 6.25 mL, 250 mL fosfat tamponuna (pH: 5.9) aamanir. Substrat cozeltisi

her deney icin guinluk hazirlanir.
3.2.9.3.Iyod solusyonunun hazirlanmasi (Stok)

Iyottan tartilan 0.5 g ve KI' den tartilan 5 g 10Q mistile su igerisinde manyetik
karistirici vasitasiyla ¢ozdurulir ve kahveregige icerisinde saklanir. Deney slresince
kullanac&imiz iyot solusyonu 6nceden hazirlgdniz stok iyottan 1 mL alinip 99 mL
distile su icerisinde seyreltilerek hazirlanir. Bgler icin kullanilacak iyod solusyonu

stok iyot solusyonundan gunlik olarak hazirlanir.
3.2.9.4. 1N HCI solusyonu (Stok)

Stok 1N HCI solusyonu hazirlamak icin HCI' den 4 alinip, 500 mL distile suya
tamamlanir. Deneyler icin kullanilacak olan 0.1 KlHhazirlamak icin; stok 1N HCI

solusyonundan algimiz 50 mL’ yi 500 mL distile su ile tamamlariz,idaaz miktarda
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kullanmak istediimizde stoktan alinan 25 mL solusyon 250 mL distde ile

tamamlanir.
3.3.a-Amilaz Uretimini Etkileyen Fiziksel Faktorler
3.3.1. Sicakigin etkisi

Amilaz dretimi Uzerine sicalgin etksini argtirmak tzere 30, 35, 37, 40 ve 45 °C
sicakhklar kullaniimgtir. Maksimum aktivitenin saptang saatte 4 adet bakteri
Uretilmis ve bu saatte hem tGreme hem de aktivite tayinilyagir. Elde edilen sonug,
37°C’de olclilen enzim aktivitesi %100 olarak kalkedilerek, elde edilen ger enzim

aktivite degerleri, bal aktivite cinsinden grafiklendirilngtir.
3.3.2. pH’ In enzim aktivitesi Gizerine etkisi.

Farkli pH degerlerinin enzim Uretimi Uzerine olan etkilerinin libenmesi amaciyla
besiyeri pH’ s1 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 ve 8.0 olarakigleilmis ve bu pH’ larda bakteri
maksimum aktivitesinin saptarall saate kadar Uretilglerdir. Bu saatte alinan
orneklerden Greme ve enzim aktivitesi tayinleri y@stir. Sonuclar pH 7.0’ de elde
edilen enzim aktivite dgri % 100 olarak kabul edilmive diger sonuclarin hal

aktiviteleri buna gore duzenlengtir.
3.3.3. Havalandirma (rpm) etkisi

Oksijenin bakteri Gremesi ve enzim Uretimi Uzemtlesini belirlemek amaciyla, bakteri
37 °C’ de 0 (durgun), 50, 100, 150, 200 devir/dakikalkalama hizina sahip
inkiibatorde maksimum enzim aktivitesinin gori@di saate kadar inkibasyona
birakilmstir. inkiibasyon sonunda alinan 6rneklerde treme ve eakiivite tayinleri
yapilmstir. Sonuclar 150 rpm’ de elde edilen enzim akédieri % 100 olarak kabul

edilmis ve diger sonuclarin kal aktiviteleri buna gore diizenlengtir.
3.3.4.Inokiilasyon miktarinin etkisi

Yatik agardan steril kolllarda 6ze yardimi ile alinan bir 6ze dolusu bakd®@ ml lik
on inktbasyon ortaminda 18 saat sure ile UretiimiSonrasinda 500 ml’ lik 5 adet
erlene 150 ml konulup otoklavlandiktan sonra 30likl’én inkiibasyon ortamindan 0.5

ml, 1 ml, 2 ml, 2.5 ml ve 3 ml oranindailama yapilmgtir. % 1 inoktlasyon miktarinda
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elde edilen enzim aktivite geri % 100 olarak kabul edilgjive diger sonuglarin bal
aktiviteleri buna gore duzenlengtir.

3.3.5. inokiilasyon yainin etkisi

Bakteri Uremesi ve enzim uretimi Gzerine inokUlasyasinin aratiriimasi amaciyla 1,
2 ve 3 gunlik treme ortamlarn gexlendiriimistir ve maksimum enzim aktivitesinin
elde edildgi Uretim saptanmtir. 1 gunlik inokulasyon yanda elde edilen enzim
aktivite degeri % 100 olarak kabul edilmive diger sonuclarin kal aktiviteleri buna

gore duzenlenngiir.
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4. BULGULAR
4.1. Amilaz Pozitif Bakterilerin Belirlenmesi

Bu calsmada Turkiye’ nin 15 farkli ilinden alinan toprakn@ginden 60 adet bakteri
izole edilmstir, ancak bunlardan R orani 0.44- 1.25 olan 18 adslaz pozitif bakteri
degerlendirmeye alinngtir. izole edilen 18 bakterininBacillus olup olmadgini
belirlemek Uzere biyokimyasal ve morfolojik testiapilmstir. Amilaz pozitif 6zellik
gosteren izolatin besiyerindeki goriuntigskil 4.1’ de verilmstir.

Sekil 4. 1. Amilaz pozitif izolatin besiyerindeki gorintisu

izole edilen bakterilerin amilaz Uretim kapasitelelelirlemek amaciyla, agar tizerinde
olusturduklari acik renkli zon caplari cetvel ile olgiiktir (Cizelge 4.1). R deri en
yuksek (1- 1.25) olan 4 adet amilaz pozitif bakbslirlenmg ve bunlar M-10, M-11,
M-13 ve M-18 olarak isimlendirilngtir.
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Cizelge 4. 1Toprak 6rneklerinden izole edilen bakterilerin Z@plari ve R oranlari

_ R orani
Bakteri No fller Koloni Gap! Zon Capi (mm) (Koloni Capli/
(mm) Zon Capl)

1 Amasya 5 10 0.5
2 Adana 4 6 0.67
3 Mugla 5 8 0.625
4 Kayseri 5 6 0.83
5 Balikesir 4 9 0.44
6 Bursa 5 6 0.83
7 Klitahya 4 8 0.5
8 Mersin 5 6 0.83
9 Konya 4 6 0.67
10 [zmir 4 4 1
11 Tunceli 5 4 1.25
12 Edirne 5 6 0.83
13 Bilecik 5 4 1.25
14 Trabzon 4 6 0.67
15 Tokat 4 6 0.67
16 Balikesir 5 6 0.83
17 Konya 3 6 0.5
18 Tunceli 4 4 1

R (Hidroliz oraniyF Kolonin ¢api / Zon Capi
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4.2. Biyokimyasal ve Morfolojik Testler

Genel olarak Bacillus cinsini belirlemek amaciyla sagidaki tayin anahtari
kullaniimaktadir $ekil 4.2).

4{ Bacillaceae ’7

Hicreler kaln
gomak seklinde

Huacreler dairesel

| Sporosarcina

Katalaz (+) Katalaz (-)
Bacillus ]
Mikroaerofilik
Sporolactobacillus Clostridium

Sekil 4. 2.Bacillussp. izolatlarin taksonomik 6zellikleri (Buchanam @ibbons 1974).

4.2.1. Biyokimyasal testler
4.2.1.1. Katalaz testi

Katalaz bir enzim olup gunlukla aerobik mikroorganizmalar tarafindanstuulurlar.
Bu enzim ortamdaki hidrojen peroksiti {8;) su ve oksijene awtirmaktadir. 3.2.3.2’
ye gore yapilan katalaz testi sonunda, kati bakiiétiirlerine BO, damlatildginda,
serbest oksijenin gaz kabarciklari halinde gozlesintadrojen peroksitin aymasini
dolayisiyla da katalaz vagini gosterdiinden tim bakteriler katalaz (+) olarak
deserlendirilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3.Belirlenen kolonilerde serbest oksijenin kabaraikialinde gérinimu

4.2.2. Morfolojik testler
4.2.2.1. Koloni yapisi ve bakterileringekli
Bakteriler, farkh karakteristik koloni tiplerinehiptirler Sekil 4.4).

Koloni Tipleri

=
Noktasal Yuvarlak Dalga

Flamentli Rizc

Sekil 4. 4. Bakteriyal koloni tipleri

Calsmamizda elde efiimiz bakterilerin noktasal, flamentli ve dalgali l&ni tipi

Ozellik gosterdii tespit edilmgtir.  Mikroskobik incelemeler (Olympus CH-2)

sonucunda ise bakterilerin hepsinin cubuk (basklinde oldgu gorilmigtar (Sekil

4.5).
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Sekil 4. 5. M-10 bakterisinin 100X objektifte gorintimi (OlyogpCH-2)

4.2.2.2. Hareketlilik testi

3.2.3.1’ e gore yapilan hareketlilik testi sonucaitidm bakterilerin hareketl§€kil 4.6)
oldugu belirlenmgtir (bkz. Cizelge 4.2).

Sekil 4. 6.Petri kutusundaki yungak agarli besiyerinde hareketlilik kontroli
4.2.2.3. Gram boyama

Bakterilerin tanimlanmasinda 6nemli bisama olan gram boyama 3.2.3.4’ e gore
yapilms olup, ilk boya olarak kullanilan kristal viyoleyicre icinde tutabilen
bakteriler gram (+) olarak kabul edilgblup, denemeye alinan tim bakteriler mor
meneke bir renk gosteren gram (+) olarakgddendirilmislerdir (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7.Bakterilerin (Olympus CH-2) 100x objektifte Gram) @6riunimu
4.2.2.4. Spor boyama

Spor olgumu Bacillaceae familyasinin tipik o6zgililir. Endospor olsumu bu
familyanin Uyeleri olanBacillus ve Clostridium cinsi bakterilerde gorulmektedir.
Denemeye alinan bakterilerde spor boyama 3.2.3.40e2 yapilmy olup, tim
bakterilerin sporlu olduklari ve sporun hicre i@kdkonumunun terminal (u¢) bolgede
oldugu saptanngtir. incelemeler Olympus CH-2 markaik mikroskobunda, 100X
objektifte, immersiyon y& ile yapilmstir (Sekil 4.8).

Sekil 4. 8. Bakterilerin spor boyama sonrasi gérinimi
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Yapilan biyokimyasal ve morfolojik testler sonucan@dim bakterilerirBacillus cinsine
ait oldygu belirlenmitir. Calisma sonrasinda R orani dikkate alinarak ayrilanet @d-
10, M-11, M-13, M-18) bakteri Uremezieri cikarilmak tzere denemeye aligtm
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4. 2Bacilluscinsinin belirlenmesinde kullanilan morfolojik tes ve test
sonuglari

TESTLER M-10 M-11 M-13 M-18
Koloni sekli Dalgali Flamentli Dalgali Dalgal
Sekil Basil Basil Basil Basil
Gram Boyama + + + +
Spor boyama + + + +
Endospor Pozisyonu T T T
Hareketlilik + + + +

4.3. Maksimum Amilaz Uretim Ortaminin Belirlenmesi

Bu 4 adetBacillus sp.” den maksimum enzim Uretimi amaciyla Cizelgg & 3.4’ te

belirtilen besiyerleri kullanilarak Uretilgtir. 16, 24, 40, 48, 64 ve 72. saatlerde yapilan

aktivite sonucuna gorézmir ilinden alinan topraktan izole edilen ve M-blarak
isimlendirilenBacillus sp.’nin en ytiksek amilaz aktivitesine sahip @adsaptannsgtir.
(bkz. Cizelge 4.3 v8ekil 4.9).

R orani yuksek 4 bakterinin enzim aktiviteleriniarilastiriilmasi sonucu, M-10 nolu
bakterinin 48. saatte 20.5 U/mL ile maksimum akéiye ulgirken, maksimum
uremenin 40. saatte (Qg= 0.8) oldgu saptannstir. Daha sonraki c¢aimalarda

Bacillussp. M-10 bakterisi ile devam edilgtir.
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Cizelge 4. 3Nisasta icerikli besiyerinde Uretilen R orani yuksdbadkterinin enzim
aktivitelerinin kasilastiriimasi

Inkiibasyon
Suresi M-10 M-11 M-13 M-18
U/mL OD600 U/mL ODGO() U/mL ODGO() U/mL ODGOO
16. saat 12 0.5 ~ 0.4 ~ 0.4 B 0.5
24. saat 14.5 0.6 _ 0.5 3.9 0.5 _ 0.6
40. saat 16 0.8 9.7 0.7 8.75 0.7 9.1 0.8
48. saat 20.5 0.7 16.3 0.7 11.3 0.6 12.¢7 0.8
64. saat 18.7 0.6 16 0.6 6.2 0.5 8.3 0.7
72. saat 162 | 06 _ 0.5 _ 0.4 ~ 0.5
25
20 A
=
0
<
5 15 -
g
E
<
£ 10 A
g
L
5 4
0 4

M-10

M-11

M-13

M-18

Sekil 4. 9. R orani yuksek 4 adet bakterinin 48. saatte eakitivitelerinin

karsilastiriimasi

38



Maksimum enzim aktivitesinin dugan fazin ortasinda olgu gozlenmgtir. Bakteri

uremesi ile enzim aktivitesi agtnin parelel olmagh saptanmtir (Sekil 4.10).

0.9 1 - 25

0.8

07 - /\\ L 20

. /// - 1s

0.4
- 10

UREME (ODsoo)
(Tw/n) ISTLIALLYY WIZNT

0.3 A

0,2

0,1

16 24 40 48 64 72

f’re me Saat

Enzim aktivitesi

Sekil 4. 10 Bacillussp. M-10 bakterisinin Gremezesi

Denemeye alggmiz 4 adetBacillus sp. sglarindaki enzim aktivitelerinde dus
gozlendginden, bu dilsin besi ortaminda % 1 oraninda bulunagastanin fazla
geldigi dustunulerek besi ortamina % 0.3 ve % 0.5asta ilave edildiinde, % 0.3
nisasta iceren besiyerinde az da olsa birsadide edildginden bundan sonraki
calismalara bu besiyeri ile devam ediktii (Cizelge 4.4Sekil 4.11,Sekil 4.12).

Cizelge 4. 4Bacillussp. M-10’ un farkl ngasta konsantrasyonunda gdastiriimasi

Inkiibasyon % 1 % 0.5 % 0.3

Suresi UmL | ODso | UmL | ODgo | UmL | ODeoo

16. saat 12 0.5 9 0.3 11 0.2
24.saat 14.5 0.6 11.1 0.5 16.3 0.5
40.saat 16 0.8 15 0.7 16.9 0.7
48. saat 20.5 0.7 18.8 0.7 21.2 0.6
64.saat 18.7 0.6 14.9 0.6 17 0.5
72. saat 16.2 0.6 14.5 0.6 14.8 0.4
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Sekil 4. 11 Farkh nsasta konsantrasyonlarinBacillussp. M-10’ un Gremesi
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Sekil 4. 12 Farkh nkasta konsantrasyonlarinBacillussp. M-10" una-amilaz
aktivitesi

Yapilan calymada kullanilan farkli gasta konsantrasyonlarinda, maksimum bakteri
Uremesini 40. saatte, amilaz aktivitesini ise,gHatte oldgu saptannstir.
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4.4. Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Fiziksel Faktdler

Bakterilerin enzim Uretim kapasiteleri, bulunduklartama bal oldugundan, ortam
sartlarinin dgistiriimesi enzim Uretimine etki etmektedir. Bu nelierbesiyerinde
sicaklik, pH, havalandirma (rpm), inoktlim miktae inokilasyon ya degistiriimis,

degisen fizikselsartlarinBacillus sp. M-10" un amilaz tretim kapasitesine olan etkil

belirlenmitir.

Calsmalarda her deney iki kez tekrarlagnolup, grafik ve cizelgelerde ortalama

degerler verilmitir.
4.4.1. Sicakigin etkisi

Bacillus sp. M-10 nolu bakterinin gglmi ve enzim Uretimi tUzerine sicagin etkisini
belirlemek amaciyla 30°C, 35°C, 37°C, 40°C ve 458€ki ireme ve amilaz aktivite
miktarlari tayin edilmgtir. Elde edilen sonucglara gére bakterinin en igzien Uretim
sicaklgl olarak 37°C dgeri saptanngtir. Bu degerin altinda ve Uzerinde aktivitede
ciddi disusler gozlenmgtir. Dolayisiyla sicaklik dgerleri enzim dretimi icin 37°C >
35°C > 40°C > 30°C > 45°C olarak belirlenirken lmaktiremesi icin 30°C > 35°C =
40°C > 37 °C > 45°C olarak gorulmektedir (Cizelg®, 8ekil 4.13).

Cizelge 4. 5Farkli sicaklik dgerlerininBacillussp. M-10" un enzim Uretimi ve Greme
uzerine etkileri

Sicaklik Degerleri

. ODeoo U/mL
(°C)

30 15 111
35 1.3 12.8
37 0.9 21.2
40 13 11.7
45 0.6 3.9
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Sekil 4. 13.Farkli sicaklik dgerlerininBacillussp. M-10’ un enzim aktivitesi tzerine
etkileri

4.4.2. pH' nin etkisi

Bacillussp. M-10’ dan enzim uretimi Uzerine pHgaeini belirlemek amaciyla 4.0, 5.0,
6.0, 7.0 ve 8.0 pH’ larda hazirlanan besiyerindktivide tayinleri ve bakteri Gremesi
yapiimstir. Elde edilen sonuclar cizelge ve grafik olaragr ayri verilmg olup,
buralarda da gorulebilegegibi en yiksek enzim aktivitesi pH 7.0’ de eld#ilmis ve
asidik ortamlarda enzim Uretiminin fazla olmadsaptanntir. pH 4.0 ve pH 5.0'de
Uremenin yok denilecek kadar az qgiduve buna bzl olarak enzim Uretiminin
olmadgl gozlenmigtir (Cizelge 4.6Sekil 4.14).
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Cizelge 4. 6Farkli pH dgerlerininBacillussp. M-10’ un enzim uretimi ve Ureme
uzerine etkileri

pH Degerleri ODsoo u/mL
4.0 0.1 _
5.0 0.02 _
6.0 1.5 12.8
7.0 0.6 21.2
8.0 1.5 11.8

25

20

15

10

Enzim Aktivitesi (U/mL)

pH 4.0 pH 5.0 pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
pH Degerleri

Sekil 4. 14.Farkh pH dgerlerininBacillussp. M-10’ un enzim aktivitesi tizerine
etkileri

4.4.3. Havalandirmanin (rpm) etkisi

Enzim dretimi Gzerine ortam bienlerinin yaninda ortangartlarinin da etkin oldgu
bilinmektedir. Sentetik ortama gore, g substratlarin kullanilg ortamlarda oksijen
transferinin daha yagaoldugu bilinmektedir. Oksijen transferini énemli oranda
etkileyen calkalama hizinin incelegddeney sonuclari Cizelge 4.7’ da veritim.
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Cizelge 4. 7Farkli calkalama hizlarinddacillus sp. M-10" un enzim Uretimi ve Greme
uzerine etkisi

Havalandirma (devir/dakika) U/mL ODsoo
O ( Durgun faz) 6 0.2
50 14 0.5
100 16.8 0.6
150 21.2 0.6
200 13.2 1.4

Elde edilen sonuclara gore en iyi enzim dretimi@aB0 rpm calkalama hizina sahip
degerde oldgu belirlenirken durgun faz (0)' da enzim aktivitegdrinin oldukca dgiik
oldugu buna paralel olarak Uremenindesigki dezserde oldgu gorialmitir. Calkalama
hizinin artmasi ile iremede ve enzim Uretimindg altdugu, ancak 200 rpm calkalama
hizinda dremenin yiksek fakat enzim Gretiminingtdil oldusu saptanngtir (Sekil
4.15).
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Sekil 4. 15 Farkl havalandirma gerlerininBacillussp. M-10" un enzim Uretimi
uzerine etkisi
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4.4.4. Inokilasyon miktarinin etkisi

DusUk inokllasyon konsantrasyonlarinda lag fazininnumldusu, halbuki yiksek
inokilasyon konsantrasyonlarinda ise nem ggain artmasiyla yine lag fazinin 6nemli
miktarda uzayaga belirtiimektedir (Krishna ve ark. 1996). Amilazeiimi Uzerine
inokdlasyon miktarinin etkisini gormek amaciyla inkiibasyon sonrasi besi ortamina
% 0.5, % 1, % 2, % 2.5 ve % 3 oraningdaanalar yapilmy ve yapilan bu @alamalarin
bakteri GUremesi ve enzim Uretimine olan etkilergeitendirilmistir (bkz. Cizelge 4.8,
Sekil 4.16). Uretim maksimum enzim aktivitesinin zgndizi 48. saate kadar

yapiimstir.

Inokilasyon miktari bgangic( lag phase = gecikme fazi ) fazinin konmdgi etkilidir.
Elde edilen sonuglara gore inokilasyon miktarimuirdmasi ile Gremenin ve enzim
dretiminin arttgl gozlenmgtir. % 2.5 luk inokilasyon miktarinin enzim uretimde en
lyi oran old@u saptanngtir. % 3’ lUk gilama miktarinda enzim Uretiminin azaidi
saptanmytir. Cizelge sonuclari incelergiinde enzim aktivite dgerlerinin inoktlasyon
miktarlarina gére dgerlendiriimesi % 2.5 > % 2 > % 1 > % 3 > % G&klindedir
(Cizelge 4.8 veSekil 4.16).

Cizelge 4. 8Farkl inokllasyon miktarlariniBacillussp. M-10’ un enzim Uretimi ve
Ureme Uzerine etkileri

Inokiilasyon Miktari (%) U/mL ODsoo
0.5 6.25 0.3
1 21.2 0.6
2 22.75 0.9
2.5 24.4 1.2
3 18.75 14
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Sekil 4. 16.Farkli inokilasyon dgerlerininBacillussp. M-10’ un enzim Uretimi
uzerine etkileri

4.4.5.Inokilasyon yainin etkisi

Inokilasyon yanin tUreme ve amilaz Uretimi Gzerine etkilerini itayedebilmek
amaciyla 1 gunluk, 2 gunluk ve 3 gunluk 30 ml’ ik inkiibasyon ortamindan 150 ml’

lik besiyerine % 1 oranindgiéamalar yapilmg ve sonuglar deerlendirilmistir.

Elde edilen sonuclara gore inokulasyoniyartsinin dreme ve enzim Uretimi Uzerine
etkisinin fazla olmady gozlenmg, 3 gunluk kalturin ygl bir kultir olmasi sebebiyle
bu kidltirden yeni ortama adaptasyon zaman giadan dolayl dreme ve enzim
Uretiminde dgusler goralmigtir. Sonug olarak en iyi inkibasyonsyan 2 gunluk
oldugu saptannstir (Cizelge 4.9Sekil 4.17).
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Cizelge 4. 9Farkli inokilasyon yanin Bacillus sp. M-10" un enzim Uretimi ve Greme
uzerine etkileri

inokiilasyon Yasi (giin) U/mL ODs00
1 21.2 0.6
2 22.2 0.9
3 11.1 0.6
25
20 -
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2
= 15 -
[0}
s
g 10 -
£
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1 2 3
inokillasyon Yasi (giin)

Sekil 4. 17. Farkli inokilasyon yanin Bacillussp. M-10’ un enzim uretimi tGzerine
etkileri

4.4.6. Maksimum amilaz dretimi igin optimum fiziksd faktorlerin birle stirilmesi

ile amilaz veriminin arttiriilmasi

Enzim uretimini maksimum diuzeye getirip veringiliarttirmak amaciyla fiziksel
faktorlerde maksimum aktivitenin elde edfdkosullar bir araya getirip modifiye bir
cevre olgturulmwtur. 37 °C, pH 7.0, 150 rpm, % 2.5 inokilasyon miktve
inokilasyon ya 2 gunlik olan keullar bir araya getirilerek okturulan optimum
sartlar denemeye alingtir.
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Elde edilen sonu¢ kontrol olarak glendirilen 21.2 U/mL ile kiyaslanginda
aktivitenin 30 U/mL oldgu ve dolayisiyla enzim uretiminde % 42 oranindadbnis
sagglandgl saptannytir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4. 10Modifiye ortam kullanilaralBacillussp. M-10’ un enzim Uretimi ve
ureme uzerine etkisi

Kontrol U/mL ODsoo M(;)r(;igig/]e U/mL ODsoo
37°C 37°C
pH 7.0 pH 7.0
150 rpm 21.2 0.6 150 rpm 30 1.44
% 1 % 2.5
1 gin 2 gun
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5. TARTISMA VE SONUC

Enzimler endustrinin farkli alanlarinda yaygin akakullanilan biyolojik katalizérlerdir
ve bu alanlarin sayisi gun gectikce artmaktadidiStride kullanilami-amilaz 6zellikle
nisasta gibi dgal kaynakh ham maddelerin parcalanmasinda kubizaktadir.
Endustride genitiiketim olanaklari olan bu enzim 6zellikle Turkiggbi tarim atg

maddelerin bol oldgu Glkelerde 6nemli bir kaynaktir.

Amilaz enzimi, dinya capinda kullanimi acisindaytiibir potansiyele sahip olup,
cogunlukla mikroorganizmalardan ve 6zellikle Bacillus cinsinden elde edilmektedir.
Belirli bir mikroorganizma tipi, ayni enzimi farkliortamlarda farkli oranlarda
Uretebilmektedir. Bu sebeple, enzim Uretim ortanggidirilerek, enzim dretim
kapasitesinin arttirlimasi yoluna gidilmesi, yuksekzim dretimi icin alternatif bir
yoldur. Ayrica dg@adan yeni verimli izolatlarin elde edilmesinde Otiebir yere

sahiptir.

Endustride oldukca gkerli bir enzim olan- amilaz enzimi; ekmek endustrisi yeker
sanayinde, k&t endustrisinde yagtirma ve kaplamalarin yapiminda, biracilikta
sakkarifikasyon ©Oncesi gastall ham maddelerin siwtailmasinda, niasta
endustrisinde 0zellikle dekstroz ve yuksek fruktwanl suruplarin tretiminde, tekstil
endustrisinde Urinun yapimyaanasinda bukanis olan nsastaninuzaklatiriimasinda,
fermantasyon endustrisindesasta kaynakli besi ortami hazirlanmasinda yayarakl

kullaniimaktadir.

Dogadan yenia-amilaz potentBacilludarin izolasyonu bircok agarmaci tarafindan

kendi dgal kaynaklar kullanilarak agariimaktadir.

Yapilan bu caimada kendi dgal kaynaklarimizdan (topraktam}amilaz Greten yeni
izolatlarin elde edilmesi yoluna gidilgtir. Bu amagcla topraktan 60 adet bakteri izole
edilmistir. Calismamizda bakterilerin amilaz Uretip tUretmgdi belirlemek icin ngasta
agarh ortamda yayma metodu kullangtm Amilaz pozitif 18 bakteri secilrgive bu
bakterilerin Bacillus olup olmadg Bergey' s Manual of Determinative Bacteriology’ e
gore morfolojik ve biyokimyasal testler ile tesm@tlilmistir. Testler sonucunda tim
bakteriler Bacillus olarak saptanm) bu bakteriler arasindan koloni ¢api/ zon ¢apr’ na
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gore R orani (1-1.25) olan 4 adBacillus sp. M-10, M-11, M-13, M-18 olarak
adlandiriimgtir.

Bagka aratiricilarda bu tur cajmalar yapmy, bunlardan Alamri (2010) 20 adet
termofilik Bacillus sp.” den, tim izolatlan-amilaz Uretmesine gmen sadece 5 sun
(J5, J2, R7, A3 ve R2) yuksek orandamilaz Urettgini tespit etmglerdir. Vaseekaran
ve ark. (2010) ise farkh toprak orneklerinden t&tBacillus sp. izole etmi ve bu 72
swsun nkastayl parcalama yetefiee sahip oldgunu bulmy; calsmaya iclerinden en
yukseka-amilaz aktivitesine sahip swlan (BS) ile devam etngierdir.

Yaptigimiz izolasyon ¢agmalari sonucunda en blyuk zon gosteren 4 Bdeillussp.’
lerin Greme ve enzim aktiviteleri 24-72 saat boyatekip edildginde Bacillus sp. M-
10 syunun dgerlerine gore daha verimli bir swldusu saptannstir. Bacillus sp.M-
10’ un Ureme grafi incelendginde maksimum enzim Uretiminin dgan fazin
ortasinda oldgu saptanmtir. Bu 48. saate denk gelmekte olup aktivite 20/5ml
olarak saptanirken bakteri Gremesinin 40. saatiz @6 oldgu gbdzlenmgtir. Her ne
kadar Priest 1977 maksimum enzim aktivitesine libgak Greme fazinin sonunda
ulasildigini ve artgin bir sire durma fazinda da devam gatii belirtmisse de, dier
bilim adamlarinin yaptilari ¢ama sonuclari bunun her zaman gecerli olrgial

gostermektedir.

Sarikaya (1995), maksimum enzim aktivitesBacillus amyloliquefaciensgin 72.
saatte bulurken, Alamri (2010), 12. saat sonundase¥karan (2010) ve Teodora ve
Martins (2000) 24. saat sonunda Bezbaruah ve a8Q1( 48. saat sonunda, Shatta ve
ark. (1990) Streptomyces aureofacieid@ bakterisinden 7 giin sonunda maksimum
amilaz uretimini saptarglardir. Bakteri iremesi ile enzim tretimi arasitaaparalellik
olmadgl gézlenms olup, buna benzer sonu¢ yukaridakisarenacilar tarafindan ifade

edilmigtir.

Agrawal ve ark. (2004), % 0,5 gaistall ortamda daha iyi enzim Urettiklerini
saptamglardir (94 U/ml). Uretim ortamindaki substrat kagnalarak kullanilan riasta
konstrasyonu amilaz tretimini tzerinde etkili olrtedkr. Yaptgimiz calsmada % 1'lik
nisasta varginda enzim Uretiminde fazla grolmadgindan ngasta konstrasyonu % 0.3

ve % 0.5 olarak dastirilmis ve enzim Uretiminin % 0.3 gasta variginda fazla bir arg
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gostermemesine gmen % 0.5 e veya % 1' e goOre gelendirildiginde bu
konsantrasyon ile cagmalara devam edilrtir.

Bakterilerin enzim dretim kapasiteleri bulunduklaosrtama bglidir ve bu ortam
sartlarinin  dgistiriimesi  enzim Uretimine etki etmektedir. Ozeltkl besiyerinin
sicaklgl, pH’l, havalandiriimasi, inokulim miktari, inok$lyon ya gibi faktorler
oldukca etkilidir ( Sarikaya 1995).

Ortamin sicakfii mikroorganizmalarin dremelerine buyidk o6lcide egtmektedir.
Mikroorganizmalar genellikle kendi turlerine 6zelcaklik limitleri (minimal ve
maksimal) icinde gejebilir ve Ureyebilirler. Bu sinirlar arasinda Urenme en iyi

meydana geldi optimal sicaklik bulunur (Arda 2000).

Diger yandan mikroorganizmalarin Gremeleri icin besinme pH’ sinin optimal sinirlari
icerisinde bulunmasi gerekmektedir. Bakterilerintimpl pH limitleri oldukca
degisiktir. Yaptigimiz calsmadaBacillus sp. M-10 i¢in optimum sicaklik geri 37 °C,
pH deseri ise 7 olarak bulunmgtur. 37°C’ nin altinda ve lUzerinde enzim Uretiminde
azalma saptanstir. Buna kagin Uremede ise durumda farkhliklar gorukndlup,
distk sicakhklarda bakterinin iyi gatigi (30°C, ODypo= 1.5) belirlenmgtir. Enzim
dretimindeki dgusler enzimin yapisal Ozelliklerinden kaynaklaniydalalir. Diger
yandan pH dgerlerine bakildiinda ise pH 7’ nin altinda ve Ustinde enzim Uretdei
azalmalar gorulmgitr. Ozellikle asidik keullarin bakterinin tremesini ve dolayisiyla

alkali kosullara kiyasla enzim dretimine olumsuz yonde etkfiebelirlenmistir.

Calsmamiza benzer sonucglar farklh sgracilar tarafindan da ifade edilghr.
Bunlardan Sudharhsan ve ark. (2007) bozglgida atiklarindan izole ettikleBacillus
turlerinden amilaz Uretimine etki eden fiziksel besinsel faktorleri agairmis, fiziksel
olarak sicaklik ve pH faktorlerinin etkisini inceigs, maksimum enzim aktivitesinin pH
7.0 ve 37 °C’ de bulundunu belirtmglerdir.

Sivaramakrishnan ve ark. (2006), izole ettikleriBacillus sp.” nin 70 °C’ de Uretimi
sonucu maksimunm-amilaz verimi sglamislardir. Kathiresan ve Manivannan (2006),
topraktan izole etti Penicillum fellutanumile a-amilaz Gretimine pH, sicaklik,

inkibasyon zamani, tuzluluk ve karbon, azot kayarakin etkisini argtirmis, optimal
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a-amilaz Uretimini 96 saatlik inktibasyon sonrasi, @B, sicaklik 30 °C’ de elde etgni
ve maksimunu-amilaz tretimini 136 U/mL olarak elde etiaridir.

Agrawal ve ark. (2004), maksimal amilaz UretmineikBel parametrelerin etksini
arastirdiklarindaBacillus sp. KCA102 sgunun pH 7.1 ve 57.5 °C’ de glalarini rapor

etmislerdir.

El-Tayeb ve ark. (2007) larinin yapti calsmadaBacillus subtilis(SCH syu) ve
Bacillus amyloliquefacieng267CH sgu) sular kullanilarak a-amilaz Gretimini
multiprotein- mineral ortam kullanilarak biyoreékde gerceklgirilmislerdir. SCH
swu tarafindan Uretilem-amilaz dretimi icin en iyi pH 4-7, 267CH gu tarafindan
Uretilen a-amilaz Gretimi icin ise pH 4-8 olarak bulungtwr. Bu bilim adamlari
yaptiklari bir dger calgmada ise nasta konsantrasyonunun % 0.5 @duoda en iyi
enzim Uretiminin 37- 75°C sicaklik a@ainda, buna kam % 35 ngasta variginda ise
en iyi enzim Uretiminin 85-95°C arglnda bulundgunu belirtmglerdir.

Diger yandan,Bacillus amyloliquefacienSRRL B-645 syundana-amilaz Gretimi igin
ortam parametrelerinin etkisini katl substrat femtagyonunda incelegtir (Selen,
2006).Yapilan cagmada bsglangic pH’ sinin (pH 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0¢deesiyle
enzim uretiminde bir dgsiklik saptanmangtir. Maksimum enzim Uretimini ise 33°C
de rapor etnstir.

Mamo ve ark. (1999), yeni izole edilen termofiBacillus sp. WN11' den elde edilen
oldukca termostabil a-amilazin Uretiminde 75-80°C sicakin etkili oldugunu

bulmulardir .

Riaz ve ark. (2009), yeni izole edildacillus subtilisKIBGE-HAR swundan elde
edilen termostabilo-amilazin Uretimi ve karakterizasyonu eailasinda, 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda hiicre populasyonu ovamilaz aktivitesinin maksimuma
ulsatigini gozlemlemglerdir. Enzim dretimi igin optimum sicaklik 50 °Clacak

saptanirken pH 7.0 olarak saptglandir.
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Thippeswamy ve ark. (2006), endustriyel atiklardaole edilen bakteriyel su
Bacillus olarak tanimlang; swtan elde edilen termostabil ekstraselltler amilesmien
saflastirilmis ve enzim icin optimum sicaklik 60 °C ve pH 6.5rakatespit edilmitir.

Calismamizdan elde efiimiz sonuclar ve @er yapilan cafmalarin sonuclarindaki

farkhliklar bakteri tiriine ve enzimin yapisina @@esismektedir.

Diger fiziksel faktorler olan inokulim yave inokulim miktari ve havalandirma gibi
cevresel parametreler bakterilerin geefii Uzerine etkili olmaktadir. Yagiimiz
calismada inokulim miktarinin % 2.5, (24.4 U/ml) , indkm yasinin 2 gunluk (22.2
U/ml) ve calkalama hizi 150 rpm (21.2 U/ml) ‘ de e&fdiksek enzim Uretimi

sglanmstir.

Bu faktorlerden inokulim miktarinin artmasi ile gnziretiminin arttgi ancak daha
ileri artisin enzim Uretimini d§iirdigl saptanngtir. Inokulim miktarinin artmasiyla
daha fazla mikroorganizma besiyerine vepidden ortam icepi hizlica tikenmekte ve
besi ortaminin aziindan dolay! bakteri enzim Uretmeden spor fazirgang&tedir. Bu

sebeple yeterli enzim tretimin olmgddUstinilmistdr.

Buna kagin Selen (2006), yag@ bir calsmada inokulim miktarinin enzim Gretimi

Uzerine bir etkisinin olmadini rapor etmtir.

Fakat Shatta ve ark. (199@treptomyces aureofacieid@’ dena-amilaz Uretiminde %

4’ |0k inokulasyon miktarinin enzim tretimi i¢in tmum oldyunu ifade etnytir.

Ancak Shatta ve arlStreptomyces aureofacie§ sgyundan, Jogeazi ve ark. (2011),
Bacillus subtilis tarafindana-amilaz tretimi icin en iyi inokulim miktarini % dlarak

bulmulardir. Bu durumun bakteri tirtine gorezdgklik gosterdii ifade edilebilir.

Inokulim yaina bakildginda ise en iyi enzim uUretimi 2 gunlik kultirdendeel
edilmistir. 1gunlik geng kultirden de enzim veriminde herhemen ayni verime elde
edilmistir. Ancak 3 gunlik ygli kidltirde enzim veriminde % 50 oraninda birsiki
oldugu gorulmitar. Bu durum, ygli kiltirin yeni ortama adaptasyonunu zgtrtalig

ile ifade edilebilir.
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Buna kagin Shatta ve ark. (1990ptreptomyces aureofacieng?’ de a-amilaz

dretiminde 6 gunluk yd kaltirin enzim Gretimi igin uygun olgu ifade edilmgtir.
Bu konuda cagmalarin az olmasindan dolayi bir genellemeye gigmektedir.

Bacillus cinsine giren bakteriler aerobiksktiarda Ureyip faaliyet gosterebilmeleri icin
ortamda yeterli miktarda oksijen bulunmasi gerekie@ik. Bu oksijen gereksinimi de
besi ortaminin belli hizda calkalanmasiyla eldelnegktedir. Bu ylzden enzim
uretiminde onemli bir fiziksel faktor olan calkalarhizi ile yap@imiz calsmada en iyi

enzim Uretimi 150 rpm calkalama hizina sahip ortasgflanmstir.

Calkalama hizini 0 (durgun faz)' dan her 50 dekirattmasi ile enzim veriminde
g6zlenmg ancak 200 rpm’ de enzim veriminde % 38 oranindanaa gorilmesine

karsin bakteri iremesinde yari yariya bir @adaptanmtir.

Sarikaya ve arkBacillus amyloliquefaciense B. subtilisile yaptgl ¢alsmada en iyi

calkalama hizini 200 rpm olarak rapor eferdir.

Millner ve ark. (1996), yuksek havalandirma hiziemezim Gretimini arttirdn ancak

deneylerinde kdpuk problemi ¢iitni belirtmilerdir.

Kelly ve ark. (1997), daha yuksek-amilaz aktivitesine ukanak icin iki gamall
proseslerlen-amilazin dretimini tanimlarglardir, oksijen transfesartlari ve 6zellikle
¢bzinmi oksijen miktari a-amilaz Gretimi icin en onemli faktorler olarak cap
edilmistir. Yiksek havalandirma hizlarinin iyi bir enzinerimi icin énemli oldgu
bulunmutur. Babu ve Satranayana (1995), havalandirmakt@darle maksimuno-

amilaz verimine ulaldigini belirtmilerdir.

Bajpai ve ark. (1991B. amyloliquefaciensle a-amilaz Uretimine oksijen transfer
kosullarini incelemgler ve yuksek havalandirma hizi kullanilarak optieniedilmg
ortamda ¢ok yuksek a-amilaz veriminegulabilecesini ifade etmglerdir.

Goruldigu gibi bakterilerden enzim Uretimi inkiibasyonsldtarinin deistiriimesi ile

regule edilebilmektedirBacillus turlerinin ¢ok ¢eitli 6zelliklerde old@gunu ve turlere
bagli olarak farkliliklarinda olabileggni gostermektedir.
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Bacillus sp. M-10'dana-amilaz tretimini arttirmak igin denegimiz fiziksel kosullarin
optimum olan dgerleri bir araya getirilerek modifiye bir fiziksekevre olgturulmus ve
bu ortamda yapilan Uretim sonucunda enzim duretimirtd 42 oraninda asti

sglanmstir.

Cesitli arastirmacilarin yapfil calsmalarda ve yapiimiz calsmada amilaz aktivitesi
Uzerine sicaklik, pH, havalandirma, inokulasyontarikve inokilasyon yanin etkili
oldugu gorulm, bu fiziksel parametrelerin optimum glerinin kullaniimasiyla

enzim aktivitesinde agtisgslanabilecgi belirlenmitir.

Bu konuda yapilacak kapsamli gatalar sonucunda enzim verimi daha da arttirilabilir
ve endustride kullanim alani bulabilir. Ayrica yemplatlardan yeni gen havuzlari

olusturulabilir.
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