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OZET

YEM KATKISI LIKENAZ ENZiMi URETEN BAKTERI iZOLASYONU VE
ENZIMIN KISMI KARAKTERIZASYONU

Hiirii YUCEL
Yiiksek Lisans, Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog¢.Dr. Bahri Devrim OZCAN

Mayis, 2017, 36 sayfa

Bu c¢alismada, Osmaniye’den alinan toprak numunelerinden B-(1,3-1,4)-glukanaz (likenaz) enzimi
ireten Bacillus sp. HY3 izolasyonu gerceklestirilmistir. Likenaz enzimi optimum aktivitesini 60
°C’de ve 6.0-7.0 pH degerlerinde gostermistir. Enzim 40-80 °C arasinda ortalama %89.8’lik kalan
aktivite ile oldukga stabil kalirken, 80 °C’de 15 dk 6n inkiibasyon sonrasinda %73 kalan aktivite
gostermistir. Bacillus sp. HY3 en yiiksek diizeyde enzim iiretimini inokiilasyondan itibaren 36. saatte
gergeklestirmistir. Enzimin molekiiler agirhigi SDS-PAGE ve zimogram analizleri ile 83 kDa olarak
belirlenmistir. Likenaz enzimi i¢in MgCl,, CaCl;, EDTA, MnCl; ve FeCl; aktivator olarak
belirlenmistir. HgCl,, ZnCl,, CuCl; ve CoCl; ise enzim aktivitesini degisik oranlarda inhibe etmistir.
Enzimin termo-stabil olmasi, sicaklik ve pH optimum degerleri ve bazi kimyasal malzemelerce
aktivitesinin artmast ile enzim endiistriyel kullanim i¢in uygun olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., B-(1,3-1,4)-glukanaz, likenaz, izolasyon, karakterizasyon



ABSTRACT

ISOLATION OF FEED ADDITIVE LICHENASE PRODUCING BACTERIA AND
PARTIAL CHARACTERIZATION OF THE ENZYME

Hiirii YUCEL
M.Sc., Department of Biology
Supervisor: Assoc.Prof.Dr. Bahri Devrim OZCAN

May 2017, 36 Pages

In the present study, B-(1,3-1,4)-glucanase (lichenase) producer Bacillus sp. HY3 was isolated from
the soil samples collected from Osmaniye. The enzyme showed its optimum activity at 60 °C and 6.0-
7.0 pH values. While the enzyme was quite stable between 40-80 °C with the rate of 89.8%, it showed
73% residual activity after pre-incubation at 80 °C for 15 min. The strain Bacillus sp. HY3 reached its
maximum enzyme production after 36 hours after inoculation time. The molecular weight of the
enzyme was determined as 83 kDa via SDS-PAGE and zymogram analysis. The activators for the
enzyme were MgCl,, CaCl;, EDTA, MnCl; and FeCls, whereas the inhibitors were HgCl,, ZnCl,,
CuCl; ve CoCl; at different rates. The enzyme may be appropriate for industrial application because
of its thermo-stability, optimum temperature and pH values, and its increased activity by certain
chemicals.

Key Words: Bacillus sp., p-(1,3-1,4)-glucanase, lichenase, isolation, characterization
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1. GIRIS

Ekstraseliilar enzimlerin endiistriyel boyutta {iiretilmelerinde mikroorganizmalarin
kullaninmi1 20. yy’in basinda baslamistir. Molekiiler genetik tekniklerinin heniiz
kullanilmadigi bu dénemlerde enzim {iretiminin maksimum seviyeye ¢ikarilmasi i¢in
daha ¢ok fermentasyon kosullarinin iyilestirilmesi iizerinde duruluyordu (Priest,
1987). Molekiiler genetik tekniklerinin kullanilmaya baslamasindan sonra enzim
tiretiminde sorumlu genler mikroorganizmalarda klonlanarak, enzimlerin endiistriyel
boyutta daha saf ve daha ucuz bir sekilde tiretilmeleri miimkiin hale gelmistir. Her ne
kadar enzim iretiminde bitkisel ve hayvansal dokular kullanilsa da, enzim
tiretiminde mikroorganizmalarin kullanimi daima basi cekmistir.
Mikroorganizmalarin enzim {iretiminde kullanilmalarinin daha cazip olmasi,
mikrobiyal kokenli enzimlerin katalitik aktivitelerinin daha yiiksek olmasi, daha
stabil olmalari, daha az masrafla daha bol iiretilebilmeleri ve istenmeyen yan {iriin
olusturmamalari ile agiklanabilir (Wiseman, 1987). Buna ilave olarak toprak isleme
etkinligi, iklim, gelisim dongiisii, ulusal ve uluslararasi politikalar bitkisel kokenli
enzimlerin; yerli gen kaynaklarinin korunmasi ve hayvansal dokularin ticaretindeki
mevcut riskler (viral patojenler v.b.) ise hayvansal kokenli enzimlerin iiretimini
kisitlamas1 enzim tiretiminde mikroorganzimalarin kullanilmasin1 daha da cazip hale
getirmektedir (Godfrey ve West, 1996). Mikrobiyal kokenli enzimler arasinda alkalin
proteaz yillik %25 kullanim ile basi ¢ekmektedir. Bunu diger proteazlar (%21),
amilaz (%18), rennin (%10), tripsin (%3), lipaz (%3) ve diger karbonhidrat
parcalayan enzimler (seliillaz ve ksilanaz, %10) takip etmektedir (Rao vd., 1998).
Enzim iretiminde Bacillus ve fungus tirleri en yogun kullanilan

mikroorganizmalardir.

1.1. Bacillus’lar ve Enzim Uretimi

Bacillus’lar gram-pozitif, endospor olusturan, aerobik veya fakiiltatif anaerobik,
cubuk seklinde, ciirtik¢iil, B. anthracis ve B. cereus haricinde toksin {iretmeyen,
insanlar icin patojenik olmadigr kabul edilen bakterilerdir (Sneath, 1986).

Bacillus’lar basta amilazlar, seliilazlar, notral proteazlar ve alkalin proteazlar olmak



tizere pek ¢ok enzimin {ireticisi durumundadirlar. Baz1 Bacillus tiirleri ve iirettikleri

enzimler Tablo 1.1°de verilmistir.

Tablo1.1. Baz1 Bacillus tiirleri ve tirettikleri ekstraseliilar enzimler (Priest, 1977)

Enzim
Agaraz

a-Amilaz

B-amilaz

Arabinaz

Seliilaz

Kitinaz
Kitozanaz

B-1,3-glukanaz

B-1,6-glukanaz

[zoamilaz
Likenaz
Maltaz

Mannanaz

Pektat liyaz

Pullulanaz

Ksilanaz

Tiir

Bacillus sp.

. amyloliquefaciens

. caldolyticus

. coagulans

. licheniformis

. macerans

. stearothermophilus

subtilis

. subtilis var. amylosacchariticus

Ikalophilic Bacillus spp.
cereus

. megaterium

. polymyxa

WWOwW»OmoWmWwWwmwmw

subtilis

brevis

firmus

polymyxa

pumilus

. subtilis

. circulans

Bacillus sp. R-4

B. circulans

B. polymyxa

B. subtilis

Alkalofilik Bacillus sp.
B. circulans

B. amyloliquefaciens
B. polymyxa
B

PIIEDE D

. pumilus

o8}

. subtilis

. amyloliquefaciens

. circulans

. polymyxa

pumilus

. sphaericus

. stearothermophilus
. subtilis

Alkalofilik Bacillus sp.

Alkalofilik Bacillus sp.

DWW mw @

B. amyloliquefaciens

B. firmus

B. polymyxa

B. subtilis

B. subtilis var. amylosacchariticus

Fonksiyon
B-1,4 bagl agarin hidrolizi

Polisakkaritlerde a-1,4- glukosidik
baglarin endohidrolizi
Polisakkaritlerde o-1,4- glukosidik

baglarin endohidrolizi ile -maltoz iiretimi

Arabinanin hidrolizi

Karboksimetil  seliillozun  sellobiyoza
hidrolizi

Kitinin hidrolizi
Rhizopus spp. hiicre duvarmin hidrolizi

Laminarin ve ilgili glukanlardaki (-1,3-
glokisidik baglarin endohidrolizi

Pustulan ve ilgili glukanlarm hidrolizi
Glikojen, amilopektin gibi a-1,6-glikosidik
dallanmig baglarin hidrolizi

Likenanda  f-1,4-glukosidik  baglarin
hidrolizi

Maltoz ve maltotriozda bulunan o-1,4
baglarin hidrolizi

Mannanda  bulunan  B-1,4-mannosidik
baglarin endohidrolizi

Poligalakturonik asitin endo boliinmesi

Pullulanda bulunan a-1,6 baglarmmn

endohidrolizi

Ksilanin hidrolizi



1.2. Likenan ve Likenaz Enzimleri

Likenanlar (j-1,3-1,4-p-glukan) tahil endospermlerinin hiicre duvari1 yapisinda
bulunan, tahil danelerinin kuru agirhiginin %5.5’ini, arpa endosperminde bulunan
karbonhidratlarin ise %75’ini olusturan lineer polisakkaritlerdir (Mccleary, 1988)
(Sekil 1. 1). Tahillarin hiicre duvarinda bulunan bir¢cok B-1,3-1,4-glukanlar yaklasik
olarak %30 B-(1,3)- ve %70 B-(1,4)-glikosil baglardan olusmaktadir (Yoo vd., 2007).

CHa0H CH,0H CHyOH CHoOH CHpOH
o [0 T 0 0. [0 0
g OH 1 o4 Q OH x

HO HO HO HO HO
OH oH OH OH OH

Sekil 1.1. Likenanin molekiil yapisi

B-glukanlarm  biyodegredasyonlar1 ~ dort  farkli  B-glukanaz  tarafindan
gerceklestirilmektedir:  -1,3-D-glukan  3-glukanohidrolaz  (laminarinaz, E.C.
3.2.1.39), B-1,4-D-glukan 4-glukanohidrolaz (seliilaz, E.C. 3.2.1.4), endo-B-1,3-1,4-
glukanaz (likenaz, E.C.3.2.1.73) ve B-1,3(4)-glukanaz. Bu enzimlerden ilk ii¢ tanesi
endo-tip enzimler olup B-1,3-1,4-glukanlar1 hidroliz etmektedir. -1,3(4)-glukanaz
ise hem [-1,3-1,4-glukani, hem de B-1,3-glukani hidroliz etmektedir (Kim vd.,
2014).

Endo-B-1,3-1,4-glukanaz (likenaz) enzimi seliilaz ve Kkitozanaz enzimlerini de
barindiran glikozil hidrolaz familya 8’in bir tiyesidir (Kim vd., 2014). Likenaz, 3--
glukanda bulunan B-1,4-glikozidik baglari hidrolize ederek sellobiyosiltrioz ve
sellotrioziltetraoz tiretirken, seliilaz, laminarinaz ve B-1,3(4)-glukanaz sirasiyla -D-
glukandaki 1,4-baglarini, 1,3-baglarin1 ve 1,3- veya 1,4-baglarmi hidroliz
etmektedirler (Anderson ve Stone, 1975).



1.3. Likenaz Enzimlerinin Uygulama Alanlar

Likenaz enzimi bira iiretiminde, yiiksek molekiiler agirlikta B-glukan igeren bira
lapasinin viskozitesini ve bulanikligini azaltmak i¢in kullanilmaktadir (Planas, 2000).
Bu islem esnasinda, amilaz enzimleri endosperm hiicrelerinde bulunan nisastaya
kolayca ulasarak daha etkin bir hidrolizasyon gerceklesir (Goziikara, 2009). Likenaz
enzimleri ayrica ¢iftlik hayvanlarinin beslenmesinde arpa iceren yemlerin
sindirilebilirliginin ve dolayisiyla yemden yararlanma etkinligini artirmak igin
kullanilmaktadir (Beckmann vd., 2006). Arpaya dayali yemlemede likenaz
enzimlerinin kullaniminin ~ sindirilebilirligi artirmanin  yaninda, olas1 saglik
sorunlarint da azaltabilecegi bildirilmistir (Zhang vd., 2006). Bunlara ilave olarak
likenazlar deterjan sanayinde [-glukan lekelerinin uzaklastirilmasi amaciyla da

kullanilmaktadir (Chaari vd., 2012).

1.4. Amacg

Calismanin amaci, likenaz enzimi lreten bakterilerin topraktan izolasyonu ve
enzimlerin kismi karakterizasyonunu gergeklestirerek endiistriyel kullanima
uygunlugunun arastirilmasidir.

1.5. Kapsam

Calismanin kapsami1 asagida maddeler halinde verilmistir:

1. Likenaz enzimlerini tireten Bacillus sp. bakterilerinin topraktan izolasyonunu

gerceklestirmek.

2. Enzimlerin kismi karakterizasyonunu gerceklestirmek (sicaklik optimumu, pH
optimumu, sicaklik direnci, zamana gore enzim aktivitesi, enzim aktivitesi iizerine

bazi metal iyonlarinin etkisi).



2. ONCEKI CALISMALAR

Flint vd. (1993), Ruminococcus flavefaciens 15 DNA fragmentinde birbirine komsu
bolgelerin ksilanaz ve likenaz enzimlerini kodladiklarini bildirmislerdir. Arastiricilar
bu fragmentin sekanslanmasi sonucunda her iki enzim aktivitesinin 2.406 b¢’nden

olusan tek bir gen tarafindan sifrelendigini bildirmislerdir.

Louw vd. (1993), B. brevis genomunda bulunan ve likenaz enzimini kodlayan geni
E. coli’de klonlayarak sekanslamislardir. Arastiricilar genin 759 niikleotitden ve
kodladigi enzimin ise 252 aminoasitten meydana geldigini, enzimin optimum
aktivitesinin 65-70 °C sicaklik ve 8-10 pH araliklarinda gbzlendigini, enzimin 75
°C’de 1 saat 6n inkiibasyonu sonrasinda %75 kalan aktivite gosterdigini ve son
olarak enzimin molekiiler agirligiin SDS-PAGE’de 29 kDa olarak belirlendigini
bildirmislerdir.

Zhang vd. (2006), B. subtilis ZJF-1A5 susuna ait B-1,3-1,4-glukanaz enziminin
termo-stabiletisini artirmak i¢in yonlendirilmis mutasyon teknigini uygulamislardir.
Aragtiricilar  yonlendirilmis mutasyon isleminden sonra 4 ve S5 aminoasit
substitlisyona sahip 2 adet mutant varyant (EGsl ve EGs2) elde etmislerdir.
Aragstiricilar bu substitiisyonlarin EGs1l ve EGs2’in erime sicakliklarini (Tm) 62. 5

°C’den sirastyla 65. 5 ve 67. 5 °C’ye ¢ikardigini bildirmislerdir.

Asan ve Ozcan (2007), kanatli hayvanlar i¢in rekombinant bir probiyotik gelistirmek
amactyla B-(1,3-1,4)-glukanaz (likenaz) genini tasiyan TLIR plazmit DNA’simi
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus’a aktarmislardir. Arastiricilar bu
klonlama sonucunda enzimin sicakliga kars1 bir diren¢ kazandigini ve 70 °C’de 15 dk
inkiibasyon sonucunda aktivitesini tamamen korudugunu, buna karsilik ayni1 genin
daha once klonlandig1 Lactococcus lactis ve Escherichia coli bakterilerinden izole

edilen enzimlerin ayn1 kararlilig1 gostermedigini bildirmislerdir.

Khan vd. (2007), Thermotoga maritima MSB8 bakterisi genomunda bulunan
endoglukanaz genini E. coli bakterisinde klonlayarak eksprese etmislerdir.

Arastiricilar enzimin likenan ve arpa B-glukani i¢indeki karisik pB-1,3-1,4 baglarmni



etkili bir sekilde hidroliz ettigini, buna karsilik kristalin selilloz ve laminarine karsi
aktivite gosteremedigin, CMC’ye karst ise kayda degmeyecek oranda bir aktivite

gosterdigini bildirmislerdir.

Qiano vd. (2010), B. subtilis MA139 bakterisine ait likenaz genini alkoloksidaz 1
promotoru kontroliinde P. pastoris X-33 bakterisinde klonlamislar ve eksprese
etmislerdir. Arastiricilar 10 L kapasiteli fermentor igerisinde B-1,3-1,4-glukanaz
geninin metanoliin de indiiksiyonu ile 95 saatte 15.000 U/ml iiriin verdigini
bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica rekombinant likenaz enziminin optimum
aktivitesini 40 °C ve 6.4 pH’da gosterdigini, enzimin bazi metal iyonlarindan
etkilenmedigini ve bu Ozellikleri ile enzimin hayvan besleme ve bira iiretiminde

kullanim i¢in uygun olabilecegini bildirmislerdir.

Comlekgioglu vd. (2011), B-(1,3-1,4)-glukanaz genini kodlayan geni (licA)
Orpinomyces sp. GMLF18’den izole ederek E. coli’de klonlamislardir. Arastiricilar
licA’nin DNA diziliminin 707 b¢ uzunlugunda bir gen oldugunu ve bu gen triiniiniin
26 kDa biiyiikliigiinde olan glikozil hidrolaz ailesine ait bir proteini kodladigim
bildirmiglerdir. Arastiricilar LicA enziminin 5.0-6.0 pH araliginda ve 40-50 °C
araliginda en yiiksek aktivitesine ulagtigini, 40 °C’de stabilitesini korurken 50 °C’de
20 dk icinde %]12’sini kaybettigini bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar geni
pIL253 plazmit DNA’s1 yardimiyla fakiiltatif anaerob bakteri olan Lactococcus lactis
subsp. cremoris MG1363’¢ aktardiklarini da bildirmislerdir.

Chaari vd. (2012), termo-stabil ve alkali-stabil iki adet likenaz enzimini (EG1 ve
EG2) vyeni izole ettikleri Bacillus licheniformis UEB CF bakterisinden
saflagtirmiglardir. Arastiricilar EG1 ve EG2’nin molekiiler agirliklarini sirasiyla 30
ve 55 kDa olarak belirlemislerdir. Arastiricilar ayrica her iki enzimin de optimum
sicaklik ve optimum pH degerlerini yine ayni sirayla 70 °C ile 5.0, 60 °C ile 7.0
olarak bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar her iki enzimin de arpa B-glukan ve
likenanina kars1 oldukca aktif, bununla birlikte CMC ve laminarine karsi inaktif
olduklarini, non-iyonik siirfaktanlara ve oksitleyici ajanlara kars1 direngli olduklarini,
bir¢ok ticari kati deterjanlara karsi oldukc¢a dayanikli olduklarint ve bu sebeple

deterjan sanayisi i¢in oldukca uygun bir enzim olduklarini da bildirmislerdir.



Goziikara ve Arikan (2012), izole ettikleri termofil Bacillus sp. suslarindan likenaz
enziminin izolasyonunu ve karakterizasyonunu gerceklestirmisler, bakterilerin farkli
sicaklik ve pH degerlerinde kati besiyerinde iireme ve enzim iiretme yeteneklerini
arastirmiglardir. Arastiricilar enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik ve pH
degerlerinin sirasiyla 100 °C ve 6.0 oldugunu, enzimin 24 saat siireyle 55 °C’de pH
3.0-6.0 araliginda ortalama %88 kalan aktivite gosterdigini, bu ozellikleri ile tavuk

yemi hazirlama alaninda 6ncelikle kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Tang vd. (2012), termofilik Rhizomucor miehei CAU432 bakterisine ait likenaz
enzimini saflastirarak karakterize etmislerdir. Arastiricilar enzimin en yiiksek
seviyede liretiminin 6230 U/mL ile yulaf ununun karbon kaynagi olarak kullanildig:
ortamda ve 50 °C’de gergeklestigini bildirmislerdir. Arastiricilar enzimin molekiiler
agirliginin SDS-PAGE ve jel filtrasyon teknikleri ile sirasiyla 35.4 ve 33.7 kDa
olarak belirlendigini, optimum pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla 5.5 ve 60 °C
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar son olarak likenazi kodlayan geni
Klonladiklarin1 ve enzimin aminoasit sekansmin Paecilomyces thermophila
tarafindan iretilen likenaz enziminin aminoasit sekansi ile %50 oraninda benzerlik

gosterdigini de bildirmislerdir.

Kim vd. (2014), bir toprak metagenomik kiitiiphanesinden likenaz genini (mt-lic)
tanimlamiglardir. Arastiricilar genin B. circulans WL-12 susuna ait endo-p-1,3-1,4-
glukanaz1 kodlayan bgc geni (likenaz ve kitosanaz aktivitelerinin her ikisine de
sahip) ile yliksek derecede homoloji gosterdigini bildirmislerdir. Arastiricilar geni E.
coli’de klonladiklarini, genin bu bakteride eksprese olarak hem B-glukan hem de
likenan1 hidroliz ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica maksimum aktivitesini 6.0 pH ve
50 °C’de gosterdigini belirttikleri enzimin, Mn(2+), Ca(2+) ve Fe(2+) ile stimiile
edildigini, buna karsilik Cu(2+) ve Zn(2+) ile ise inhibe edildigini de bildirmislerdir.

Maktouf vd. (2015), yeni izole ettikleri Bacillus UEB-S bakterisinden sicakliga
direngli ve alkalin likenaz enzimini izole etmislerdir. Arastiricilar enzimin 28 kDa
agirliginda monomerik bir protein oldugunu, optimum pH ve sicaklik degerlerinin ise
sirastyla 6.0 ve 60 °C oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica enzimin genis bir

sicaklik ve pH stabilitesi oldugunu, enzimin 90 °C’de 30 dk on inkiibasyon



sonucunda %60 kalan aktivite gosterdigini, enzimin iiretiminden sorumlu genin
sekansi ile B. subtilis 168 susunun likenaz geni sekansinin %98 oraninda benzerlik

gosterdigini bildirmislerdir.

Gao (2016), Bacillus licheniformis GZ-2 bakterisinden saflastirdiklar1 likenaz
enziminin spesifik aktivitesini 8231.3 U/mg olarak bildirmistir. Arastirici enzimin
SDS-PAGE’de 25 kDa biiyiikliigiinde tek bir protein bandi iirettigini, optimum
sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 60 °C ve 6.5 oldugunu, Km ve Vmax
degerlerinin likenan i¢in sirastyla 5.11 mg/ml ve 2097 pmol/min/mg ve arpa -
glukant i¢in 7.42 mg/ml ve 1440 pmol/min/mg olarak bildirmistir. Son olarak
arastirict likenaz genini pET 28a klonlama vektorii ile E. coli BL21 bakterisinde
klonlayarak sekansladigini, genin 642 b¢’nden ve {rettigi enzimin ise 214

aminoasitten meydana geldigini bildirmistir.

Elgharbi vd. (2017), yeni izole ettikleri B. pumilus US570 susundan B-1,3-1,4-
glukanaz (GluUS570) enzimini saflagtirmislardir. Arastiricilar enzimin genis bir pH
ve sicaklik araliginda aktif oldugunu ve 80 °C’de 30 dk 6n inkiibasyon sonucunda
oldukga kararli kaldigin1 bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar enzimin trimerik formda
ve 75 kDa agirliginda oldugunu, trimerik formda izole edilen ve karakterize edilen
ilk bakteriyel likenaz oldugunu da bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar likenaz
genini amplifiye ederek klonladiklarini, genin 732 b¢ uzunlugunda oldugunu,
kodladig1 enzimin ise 243 aminoasitten meydana geldigini, B. licheniformis likenazi

ile de %97 oraninda homoloji gosterdigini bildirmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri Materyali ve Besiyerleri

Bacillus sp. HY3 bakterisi bu ¢alisma kapsaminda, Osmaniye Bolgesinden toplanan
toprak numunesinden izole edilmistir. Bakteriler LB (%10 w/v bakto tripton, %5 w/v
maya ekstrakti, %10 w/v NaCl, pH 7.5) ve LB-agar (%1.5 w/v agar) besiyerinde
tiretilmistir. Likenaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in LB-agar besiyerine %0.1 (w/v)
likenan eklenmistir. Bakteri kiiltiirleri mastir plaklarda +4 °C’de, gliserol stokta (%15

v/v) ise -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal ve diger sarf malzemeler aksi belirtilmedik¢e Sigma-
Aldrich, Fluka, Merck, Ambresco, Axygen, Brand, Eppendorf, Firat Plastik ve

[solab’dan satin alma yoluyla temin edilmistir.

3.1.3. Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan inkiibatorler (Niive ve Memmert), su banyolar1 (Memmert),
santrifiij (Hettich), manyetik karistirici (Ika), vorteks (Ika), pH metre (Hanna),
otoklav (Hirayama), saf su cihazi (Labor Simsek), buzdolaplari (Argelik), calkalayict
(Ika), elektroforez takimi ve gii¢ kaynagi (Atto) c¢alismanin yapildigi Osmaniye
Korkut Ata Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’nda mevcut bulunmaktadir. Yine ¢alismada kullanilan
spektrofotometre (Pharmacia) ise ihtiya¢ duyuldugu zamanlarda Cukurova
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Béliimii Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik

Miihendisligi Laboratuvari’ndan temin edilmistir.



3.2. Yontem

3.2.1. Bakterinin izolasyonu ve Likenaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Likenaz iireten bakterinin izolasyonu asagida verilen protokol uyarinca yapilmstir:

1. Osmaniye’de OKU kampiis alanindan alman toprak numunesi kapali bir kap

iginde ¢alismanin yapilacagi laboratuvara taginmistir.

. Toprak numunesinden 1 g tartilarak alinmig ve iizerlerine 10 ml steril saf su

eklenerek iyice karistirilmistir.

. Tortunun ¢okmesi icin bir miiddet beklenmis ve sonrasinda iistte kalan sivi
kisimdan 500 pl alinarak bir eppendorf tiipiiniin i¢inde 80 °C’ye ayarlanmis su

banyosunda 10 dk inkiibe edilmistir (pastorizasyon).

. Pastoriize edilen numunenin tamamu steril mikropipetle 25 ml hacimli LB

besiyerlerine aktarilmustir.

. LB besiyeri 37 °C’ye ayarlanmig inkiibatorde orta ¢alkalama hizinda 12 saat

stireyle inkiibe edilmis ve bdylece bakteri sporlarinin ¢imlenmeleri saglanmaigtir.

. Uremis olan bakteri kiiltiiriinden seri sulandirmalar yapilmis ve 102, 10 ve 10°
oranlarinda sulandirilmis 6rneklerden likenan igeren LB-agar besiyerlerine 100’er

ul olacak sekilde cam gubukla yayma yontemiyle ekimleri yapilmistir.

. Ekimleri tamamlanan plaklar ters c¢evrilerek 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatérde

ertesi gline kadar inkiibasyona birakilmastir.
. Ertesi giin plaklarda gelismis olan bakteri kolonileri steril kiirdanlarla tek tek

toplanarak numaralandirilmis LB-likenan-agar plaklarina ikiser kopya olacak

sekilde aktarilmiglardir.
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9. Ekimi tamamlanan plaklar tekrar 37 °C’de ertesi giine kadar inkiibasyona

10.

11.

12.

13.

birakilmislardir.

Ertesi giin bakterilerden birer kopyasinin ekili oldugu plaklar alinarak bakteri
kolonilerinin tizerini Ortecek sekilde Kongo kirmizisi soliisyonu (%0.1 w/v

Kongo kirmizist) dokiilmiistiir ve oda sicakliginda 15 dk siireyle beklenmistir.

Stire sonunda plakta bulunan boya dokiilerek bu sefer petri kabinin i¢ine fazla
boyanin uzaklasmasi i¢in 1 M NaCl soliisyonu eklenmis ve 15 dk daha

beklenmistir.

Stire sonunda NaCl soliisyonu dokiilmiis ve plak negatoskop (1s1k panosu)

lizerinde incelenmistir.

Kirmiziya boyanan zeminde etrafinda sarimtirak zon olusturan koloniler likenaz

pozitif bakteriler olarak belirlenmistir.

3.2.2. Enzim Analizleri

Enzim analizlerinde asagida verilen soliisyonlar kullanilmistir:

a)

b)

d)

Bakteri slipernatanti: LB s1vi besiyerinde 24 saat siireyle iiretilmis olan bakteri
kiiltiiriiniin 4950 rpm’de santrifiij edilmesiyle elde edilen ve enzim igeren sivi
iist faz.

Substrat (%2’lik): 0.02 g likenan tartilarak deney tilipiine konur. Substrat
kontrolde tizerine 2 ml Na-fosfat bafir, enzim+substrat tiiplerine ise 1 ml Na-
fosfat bafir ve 1 ml bakteri siipernatant1 ilave edilir.

DNS soliisyonu: 10 g dinitro salisilik asit, 2 g fenol, 0.5 g NaSOs, 200 g
sodyum-potasyum tartarat, 500 ml %2’lik NAOH ¢ozeltisi iginde ¢oziilerek saf
su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Na-asetat soliisyonlar1 (pH analizleri i¢in): 5.0 ve 6.0 pH degerlerinde 50’°ser

mM olacak sekilde ayr1 ayr1 hazirlanmaigtir.
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€)

f)

Na-fosfat soliisyonlar1 (pH analizleri igin): 6.0, 7.0 ve 8.0 pH degerlerinde 50’ser
mM olacak sekilde ayr1 ayr1 hazirlanmigtir.
Tris-base soliisyonlar1 (pH analizleri i¢in): 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0 pH

degerlerinde 50’ser mM olacak sekilde ayr1 ayr1 hazirlanmistir.

3.2.3. Enzimin Aktivite Gosterdigi Optimum Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin aktivite gdsterdigi optimum sicaklik degerlerinin belirlenmesi asagida

verilen protokol uyarinca yapilmistir:

1.

10.

Icine 0.02’ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiipler i¢inde 1 ml bakteri
stipernatant1 ve 1 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH’s1 6.5) eklenmistir (ES, 5 tiip).
10 ml hacimli cam tiipler i¢inde 1 ml bakteri slipernatanti 1 ml Na-fosfat bafir
(50 mM, pH: 6.5) ile karigtirilarak enzim kontrolii (EK) hazirlanmistir (4 tiip)
Icine 0.02’ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiipler icinde 2 ml Na-fosfat
bafir (50 mM, pH’s1 6.5) eklenerek substrat kontrolii (SK) hazirlanmstir (4 tiip).
10 ml hacimli cam tiipler i¢inde 2 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH: 6.5)
hazirlanmigtir (Kontol, 1 tiip).

Tiplerin tamami vortekslendikten sonra 30 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 30
dk siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda tiipler su banyosundan uzaklastirilarak biitiin 6rneklere 3’er ml
DNS soliisyonu eklenmis ve vortekslendikten sonra 5 dk siireyle kaynar suda
inkiibe edilmistir.

Ayni islemler sirastyla 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 °C sicaklik degerleri i¢in de
tekrarlanmistir.

Ornekler soguduktan sonra kontrol gruplar1 (K) kor olarak kullanilmis ve tiim
ornekler spektrofotometrede ODs40 nm dalga boyunda 6l¢tilmiistiir.

ES ortalama degerlerinden SK ortalama degerleri ile EK ortalama degerleri
cikarilarak enzim aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde
edilmistir.

En yiiksek aktivite degeri 100 olarak kabul edilmis ve diger degerlerin relatif

aktivite degerleri hesaplanmustir.
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3.2.4. Enzimin Aktivite Gosterdigi Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin aktivite gosterdigi optimum pH degerlerinin belirlenmesi asagida verilen

protokol uyarinca yapilmistir:

1.

10.

Icine 0.02°ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiiplere 1 ml bakteri
stipernatant1 ve 1 ml Na-asetat bafir (50 mM, pH: 5.0) eklenerek hazirlanmistir
(ES, 5 tiip).

10 ml hacimli cam tiiplere 1 ml bakteri siipernatantt1 1 ml Na-asetat bafir (50
mM, pH: 5.0) ile karistirilarak enzim kontrolii (EK) hazirlanmistir (4 tiip).

Icine 0.02°ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiiplere 2 ml Na-asetat bafir
(50 mM, pH: 5.0) eklenerek substrat kontrolii (SK) hazirlanmistir (4 tiip).

10 ml hacimli cam tiipler i¢inde 2 ml Na-asetat bafir (50 mM, pH: 5.0)
hazirlanmistir (Kontol, 1 tiip).

Tiiplerin tamami vortekslendikten sonra optimum sicaklik degerine (60 °C)
ayarlanmig Su banyosunda 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda tiipler su banyosundan uzaklastirilarak biitiin 6rneklere 3’er ml
DNS soliisyonu eklenmis ve vortekslendikten sonra 5 dk siireyle kaynar suda
inkiibe edilmistir.

Ayni islemler sirasiyla diger pH degerlerinde hazirlanan soliisyonlar (Na-asetat,
pH 6.0; Na-fosfat, pH 6.0, 7.0 ve 8.0; Tris, pH 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0)
kullanilarak tekrarlanmistir.

Ornekler soguduktan sonra kontrol grubu (K) kér olarak kullanilmis ve tiim
ornekler spektrofotometrede ODss0 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

ES ortalama degerlerinden SK ortalama degerleri ile EK ortalama degerleri
cikarilarak enzim aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde
edilmistir.

En yiiksek aktivite degeri 100 olarak kabul edilmis ve diger degerlerin relatif

aktivite degerleri hesaplanmustir.
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3.2.5. Enzimin Sicaklik Stabilite Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin sicaklik stabilite degerlerinin belirlenmesi asagida verilen protokol

uyarinca yapilmistir:

10.

Enzim igeren bakteri siipernatantindan yetecek kadar miktar hesaplanarak
alimmis ve 40 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dk siireyle 6n inkiibasyona
tabi tutulmustur.

Icine 0.02°ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiipler igin &n inkiibasyona
tabi tutulmus 1 ml bakteri siipernatanti ile 1 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH: 6.5)
eklenerek enzim + substrat 6rnekleri (ES)(5 tiip) hazirlanmustir.

10 ml hacimli cam tiipler i¢inde On inkiibasyona tabi tutulmus 1 ml bakteri
siipernatant1 ile 1 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH: 6.5) ile karistirilarak enzim
kontrolii (EK) hazirlanmistir (4 tiip)

Icine 0.02’ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiipler icinde 2 ml Na-fosfat
bafir (50 mM, pH: 6.5) ile karistirilarak substrat kontrolii (SK) hazirlanmistir
(4tiip).

10 ml hacimli cam tiipler icine 2 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH: 6.5)
hazirlanmistir eklenerek (Kontol, 1 tiip).

Tiplerin tamami vortekslendikten sonra optimum sicaklik degerine (60 °C)
ayarlanmis su banyosunda 30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda tiipler su banyosundan uzaklastirilarak biitiin 6rneklere 3’er ml
DNS soliisyonu eklenmis ve vortekslendikten sonra 5 dk siireyle kaynar suda
inkiibe edilmistir.

Ayni iglemler sirasiyla 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 °C sicaklik degerlerinde 15 dk
siireyle on inkiibasyona tabi tutulmus bakteri siipernatantlart kullanilarak
tekrarlanmistir.

Ornekler soguduktan sonra kontrol grubu (K) koér olarak kullamlmis ve tiim
ornekler spektrofotometrede ODs40 nm dalga boyunda olctilmiistiir.

ES ortalama degerlerinden SK ortalama degerleri ile EK ortalama degerleri
cikarilarak enzim aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde

edilmistir.
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11. En yiiksek aktivite degeri 100 olarak kabul edilmis ve diger degerlerin relatif

aktivite degerleri hesaplanmustir.

3.2.6. Cesitli Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzerine EtKkisi

Farkli kimyasal maddelerin enzim aktiviteleri iizerine etkilerinin belirlenmesi

asagida verilen protokol uyarinca yapilmistir:

1. Bakteri slipernatantt 10 esit kisma ayrilmis ve her birine CaClz, MgCly, ZnCly,
CoCly, FeCls, CuCl;, MnCl,, HgCl, ve EDTA kimyasallari son
konsantrasyonlart 1 mM olacak sekilde ilave edildikten sonra oda sicakliginda
30 dk siireyle 0n inkiibasyona birakilmislardir. Onuncu parga siipernatant
kontrol grubu olarak belirlenmis ve hi¢bir kimyasal madde eklenmemistir.

2. Icine 0.02ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiipler icinde 1 ml bakteri
slipernatant1 (kimyasal madde ile 6n inkiibasyona birakilmis) ve 1 ml Na-fosfat
bafir (50 mM, pH: 6.5) karistirilarak hazirlanmistir (ES, 5 tiip).

3. 10 ml hacimli cam tiipler iginde 1 ml bakteri siipernatant1 (kimyasal madde ile
on inkiibasyona birakilmig) 1 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH: 6.5) ile
karistirilarak enzim kontrolii (EK) hazirlanmigtir (4 tiip).

4. Igine 0.02’ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiipler i¢ine 2 ml Na-fosfat
bafir (50 mM, pH: 6.5) ilave edilerek substrat kontrolii (SK) hazirlanmistir (4
tiip).

5. 10 ml hacimli cam tiipler iginde 2 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH: 6.5) ilave
edilerek hazirlanmistir (Kontol, 1 tiip).

6. Tiplerin tamami vortekslendikten sonra enzimlerin optimum sicaklik
degerlerine ayarlanmis su banyosunda (60 °C) 30 dk siireyle inkiibasyona
birakilmustir.

7. Siire sonunda tiipler su banyosundan uzaklastirilarak biitiin 6rneklere 3’er ml
DNS soliisyonu eklenmis ve vortekslendikten sonra 5 dk siireyle kaynar suda
inkiibe edilmistir.

8. Aym islemler herbir kimyasal madde iceren silipernatant igin ayri1 ayri

tekrarlanmustir.
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10.

11.

Omnekler soguduktan sonra kontrol grubu (K) kér olarak kullanilmis ve tiim
ornekler spektrofotometrede ODs40 nm dalga boyunda olctilmiistiir.

ES ortalama degerlerinden SK ortalama degerleri ile EK ortalama degerleri
cikarilarak enzim aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde
edilmistir.

En yiiksek aktivite degeri 100 olarak kabul edilmis ve diger degerlerin relatif

aktivite degerleri hesaplanmustir.

3.2.7. Zamana Gore Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Zamana gore enzim aktivitelerinin belirlenmesi asagida verilen protokol uyarinca

yapilmistir:

LB s1v1 besiyerinde 12 saat siireyle iiretilmis olan bakteri kiiltiiriinden 50’ser ml
hacimli yeni siv1 besiyerine %1 olacak sekilde (500 pl) inokiile edilmis ve 37
°C’ye ayarlanmis inkiibatorde orta ¢alkalama hizinda tiremeye birakilmiglardir.
Inkiibasyonun baslangicindan itibaren her 12 saatte bir (12, 24, 36, 48, 60, 72)
yetecek kadar numune alinarak santrifiij edilmis (495 rpm, 10 dk) ve hiicre disi
s1vi kisimlar (siipernatant) elde edilmistir.

Icine 0.02°ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiipler i¢inde 1 ml bakteri
slipernatant1 ve 1 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH’s1 6.5) eklenmistir (ES, 5 tiip).
10 ml hacimli cam tiipler i¢inde 1 ml bakteri siipernatant1 1 ml Na-fosfat bafir
(50 mM, pH: 6.5) ile karigtirtlarak enzim kontrolii (EK) hazirlanmistir (4 tiip)
Icine 0.02’ser g likenan tartilan 10 ml hacimli cam tiipler icinde 2 ml Na-fosfat
bafir (50 mM, pH’s1 6.5) eklenerek substrat kontrolii (SK) hazirlanmistir (4 tiip).
10 ml hacimli cam tiipler icinde 2 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH: 6.5)
hazirlanmistir (Kontol, 1 tiip).

Tiiplerin tamami vortekslendikten sonra optimum sicaklik degerlerine
ayarlanmig su banyosunda (60 °C) ayarlanmis su banyosunda 30 dk siireyle
inkiibasyona birakilmistir.

Siire sonunda tiipler su banyosundan uzaklagtirilarak biitiin 6rneklere 3’er ml
DNS soliisyonu eklenmis ve vortekslendikten sonra 5 dk siireyle kaynar suda

inkiibe edilmistir.
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9. Aym islemler sirasiyla her 12 saatte bir alinan biitiin siipernatant Ornekleri
kullanilarak tekrarlanmistir.

10. Ornekler soguduktan sonra kontrol grubu (K) kér olarak kullanilmis ve tiim
ornekler spektrofotometrede ODss0 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

11. ES ortalama degerlerinden SK ortalama degerleri ile EK ortalama degerleri
cikarilarak enzim aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde
edilmistir.

12. En yiiksek aktivite degeri 100 olarak kabul edilmis ve diger degerlerin relatif

aktivite degerleri hesaplanmustir.

3.2.8. Enzimin Molekiiler Agirhginin Belirlenmesi

Enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE (Laemmli, 1970) ve zimogram analizi (Saul
vd., 1990) metodlar1 bir arada kullanilarak yapilmistir. Zimogram analizi, SDS-

PAGE’ye 3 ml likenan soliisyonu (%2 w/v) ilave edilerek gerceklestirilmistir.

3.2.8.1. Bakteriden Protein Orneginin Hazirlanmasi

Bacillus sp. HY3 izolati 50 ml hacimli LB besiyerine ekilmis ve 37 °C’de 48 saat
stireyle Uretilmistir. Siire sonunda bakteri kiiltlirii inkiibatdrden alinarak santrifiijde
4500 devir/dk hizinda ¢oktiiriilmiis ve bdylece enzim igeren hiicre dist sivi kisim
(siipernatant) elde edilmistir. Sonrasinda siipernatant 1:1 oraninda Trikloraasetik asit
(TCA) (%20 w/v) ile karistirilarak homojenize edilmis ve 24 saat siireyle oda
sicakliginda bekletilmistir. Ertesi giin karigim 4900 devir/dk hizinda santrifiij edilmis
ve denatiire proteinler ¢oktiiriilerek pelet haline getirilmistir. Ust faz dikkatli bir
sekilde uzaklastirilmis ve protein peletlerinin kurumasi i¢in oda sicakliginda 30-60
dk siireyle bekletilmistir. Son olarak herbir tiipteki protein peleti 50-100 pl hacimde
tris soliisyonu (1 M, pH 8.0) ile ¢6ziilmiis ve kullanilincaya kadar -20 °C’ye

kaldirilmistir.
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3.2.8.2. SDS-PAGE ve SDS-Likenan-PAGE’nin Hazirlanmasi

SDS-PAGE (%12°lik) asagida verildigi sekilde hazirlanmistir:

A) Ayiriet jel

12 ml akrilamid soliisyonu (%30’luk; 30 g akrilamid, 0.8 g bisakrilamid, saf su ile
100 ml’ye tamamlanir)

5.62 ml Tris (2 M, pH 8.8)

0.3 ml SDS (%10 w/v)

12.1 ml saf su

Polimerizasyon i¢in 200 pl amonyum persiilfat (%10 w/v) ve 20 pul TEMED
eklenerek iki cam levhadan olusan diizenek arasindaki bosluga bir pastor pipeti
yardimi ile istten 4-5 cm bosluk kalacak sekilde dokiilir ve hava ile temasini
engellemek i¢in iizerine ince bir tabaka olacak sekilde su ile satiire edilmis biitanol

eklenerek polimerizasyon i¢in 45 dk beklenir.

B) Toplayici jel

1.8 ml akrilamid soliisyonu
3.65 ml tris (0.5 M, pH 6.8)
0.15 ml SDS (%10 wi/v)
9.4 ml saf su

Polimerizasyon i¢in 100 pl amonyum persiilfat (%10 w/v) ve 10 ul TEMED
eklenerek ayirici jelin tizerine dokiiliir (6ncesinde ayirict jelin iizerindeki biitanol bir
teksir veya kurutma kagidina emdirilerek uzaklastirilir). Jel tarag: iistten dikkatli bir
sekilde yerlestirilir ve polimerizasyon i¢in 45 dk beklenir. Jel donduktan sonra tarak
cikarilarak elektroforez tankina uygun sekilde yerlestirilir. Tankin igerisine, jele
alttan ve lstten temas edecek sekilde elektrod soliisyonu (0.05 M glisin, 0.05 M tris
baz, %0.1 w/v SDS) eklenerek protein Orneklerinin yiiklenmesi i¢in hazir hale

getirilir.
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3.2.8.3. Protein Orneklerinin Elektroforezi

Protein ornekleri yiikleme tamponu ile 2:1 oraninda karistirilarak tam denatiirasyon
icin 3 dakika siireyle kaynar suda bekletilmistir. Birinci kuyuya protein markiri
olmak {izere ornekler markirin yanindan baslayarak diger kuyulara 40’ar pl olacak
sekilde bir mikropipet yardimiyla konmustur. Ornekte bulunan izleme boyasi
toplama jel siiresince ilerlerken 60 V ve 40 mA, ayirma jel siiresince ise ilerlerken 80
V ve 60 mA akim uygulanmistir. Izleme boyasi jelin sonuna geldiginde elektroforez
sonlandirilmistir.

Zimogram analizinde ayirici jele 3 ml likenan soliisyonu (%2 w/v, 121 °C’de 15 dk
otoklavlanir) eklenerek ayni miktarda suyun eksiltilmesi suretiyle hazirlanir. Diger

islemler yukarida bahsedildigi sekilde yapilir.

3.2.3.4. Elektroforez Sonrasi islemler

Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, cam plakalar arasindan dikkatli bir sekilde
cikarilmig boyama soliisyonu [Coomassie mavisi R 250 boyasi i¢eren methanol-
asetik asit-su (4:1:5, hacmen)] bulunan bir kaba konarak 1 saat siireyle boyanmustir.
Stire sonunda jel bu sefer boya icermeyen ayni sollisyona alinarak ertesi giine kadar
fazla boyanin uzaklagmasi saglanmistir. Bu siire icerisinde yikama soliisyonu birkag
kez degistirilmistir.

Likenan igeren jel ise, denatiire olan proteinlerin renatlirasyonu i¢in 6nce Soliisyon A
(%20 v/v izopranol + %80 v/v Na-fosfat bafir (50 mM, pH 7.5) igeren bir kapta oda
sicakliginda 1 saat, sonrasinda ise Soliisyon B (Na-fosfat (S0 mM, pH 7.5) + 5 mM f
markaptoetanol + 1 mM EDTA) igeren soliisyonda +4 °C’de ertesi giine kadar
bekletilmistir. Ertesi giin jel Soliisyon C (Na-fosfat bafir (50 mM, pH 7.5) igeren
kaba alinmis ve bu soliisyonda +4 °C’de 1 saat bekletilmistir. Renatiirasyon
isleminden sonra jel stre¢ film sarilmis ve 55 °C’de 5-6 saat siireyle inkiibasyona
birakilmigtir. Sonrasinda jel stre¢ filmden ¢ikarilarak Kongo kirmizist soliisyonuna
(%0.2 w/v Kongo kirmizist + %0.02 w/v NaOH) alinarak 1 saat siireyle boyanmuistir.
Siire sonunda jel 1 M NaCl ¢ozeltisine alinmis ve 1 saat siire ile fazla boyanin jelden
uzaklagmasi saglanmistir. Sar1 zon, likenaz enziminden sorumlu protein bantin

bulundugu bolge olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Likenaz Ureten Bakterilerin izolasyonu

Osmaniye’den alinan toprak numunelerinde likenaz enzimi ireten 6 adet izolat
belirlenmistir. Izolatlar aerobik ortamda spor cimlendirme yontemi ile izole
edilmelerinden dolay1 Bacillus sp. olarak tanimlanmuslardir. izolatlar likenan iceren
LB-agar besi ortaminda Kongo kirmizisi boyamasi sonucu likenaz aktivite zonlar
tiretmislerdir (Sekil 4.1).

Bu izolatlardan Bacillus sp. HY3 izolat:1 aktivite zon ¢ap1 gbz oniinde bulundurularak

ileri arastirmalar i¢in seg¢ilmistir.

Sekil 4.1. Likenan i¢ceren LB-agar plaginda izolatlara ait likenaz aktivite
zonlari

Likenaz enzimleri dogada farkli bakteri tiirlerinden izole edilmis ve enzimlerin
karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Ruminococcus flavefaciens (Flint vd., 1993),
B. pumilus US570 (Elgharbi vd., 2017), Gao (2016), Bacillus licheniformis GZ-2
(Gao, 2016), Bacillus UEB-S (Maktouf vd., 2015), B. circulans WL-12 (Kim vd.,
2014), Rhizomucor miehei CAU432 (Tang vd., 2012), Bacillus licheniformis UEB
CF (Chaari vd., 2012), bu bakterilerden bazilaridir.
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4.2. Likenaz Enzimine Ait Baz1 Ozellikler

4.2.1. Enzimin Optimum pH Degeri

Enzimin aktivite gosterdikleri optimum pH degeri, 6.0-7.0 olarak belirlenmistir

(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bacillus sp. HY3 likenazina ait pH optimum grafigi

Enzim 5.0 pH degerinde %40 aktivite gosterirken, 8.0 ve 9.0 pH degerlerinde
sirastyla %79 ve 68 oraninda relatif aktivite gostermistir. Enzimin relatif aktivitesi
10.0 pH degerinde ise %9’a diismiistiir. Enzimin 5.0-7.0 pH araliginda ortalama
aktivitesi %80, 7.0-9.0 pH araliginda ise %82 olarak belirlenmistir. Enzim bu veriyle
hafif alkali bir karakter gostermekle birlikte 6.0-8.0 pH araliginda ideal bir aktivite

sergilemistir.

Kim vd. (2014), Tabernero ve ark. (1994), Goziikara ve Arikan (2012) ve Chaari vd.

(2012) calistiklar1 likenaz enzimlerinde benzer pH optimum degerleri bildirmislerdir.
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Bunlardan 6zellikle Tabernero vd. (1994) ile Goziikara ve Arikan (2012) tarafindan
caligilan likenaz enzimleri bizim enzimin gosterdigi gibi genis bir pH araliginda

aktivite gostermislerdir.

4.2.2. Enzimin Optimum Sicaklik Degeri

HY3 likenazinin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri 60 °C olarak
belirlenmekle birlikte, enzim 50 °C sicaklik degerinde %97 oransal aktivite
gostermigtir (Sekil 4.2). Enzim 30-80 °C sicaklik degerleri arasinda ortalama %72

relatif aktivite gostermistir.
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Sekil 4.3. Bacillus sp. HY3 likenazina ait sicaklik optimumu grafigi

Enzimin 50-60 °C sicaklik degerleri arasinda maksimum aktiviteye sahip olmasi
enzimin termo-stabil bir karaktere sahip oldugunu gostermektedir. Mezofilik
bakterilerce termo-stabil likenaz enziminin {iretilmesi daha 6nce de Tabernero ve vd.
(1994), Furtado vd. (2011) ve Louw vd. (1993) tarafindan rapor edilmis olup, mevcut
calisma sonuglart ile biiyiikk bir benzerlik gostermektedir. Mezofilik

mikroorganizmalarca termo-stabil enzimlerin {iretimi, bakteri {iretiminde daha az

22



enerji gerektirmesi ve enzimin saflagtirilmasinin daha kolay olmasi sebebiyle tercih
edilmektedir. Hatta termo-stabil enzim genlerinin mezofil mikroorganizmalarda
klonlanarak enzimlerin bu mikroorganizmalarca {irettirilmesi, molekiiler biyolojide
zaman zaman basvurulan yontemlerden birisidir. Termo-stabil enzimlerin endiistriyel
kullanim esnasinda uygulanan 1s1l islemlere direnglilik gostermesi ve aktivitesini

daha uzun siire koruyabilmesi, termo-stabil enzimleri ayrica cazip kilmaktadir.

4.2.3. Enzimin Sicaklik Stabilitesi

HY3 likenaz1 40-100 °C araliginda, her 10 °C’de 15 dk siireyle 6n-inkiibasyona tabi
tutulmus ve sonrasinda substrat ile uygun kosullarda reaksiyona sokularak agiga
cikan seker miktari belirlenmistir. Enzim, 40-80 °C sicaklik degerleri arasinda kalan
aktivitesini biiyiikk o6lclide korumustur. Enzimin bu sicaklik degerleri arasinda
hesaplanan ortalama kalan aktivitesi %89.8 olarak hesaplanmistir. Enzim 90 °C’de
aktivitesinin yaklasik yarisin1 korurken, 100 °C’de biiylik bir kismin1 kaybetmistir
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Bacillus sp. HY3 likenazina ait sicaklik stabilite grafigi
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Akita vd. (2005), B. halodurans bakterisi genomunda bulunan likenaz genini E. coli
bakterisinde klonlamislar ve rekombinant enzimin 50 ve 60 °C sicakliklarda 2 saat 6n
inkiibasyon sonrasinda sirasiyla %100 ve %50 kalan aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.

4.2.4, Zamana Goére Enzim Aktivitesi

Bacillus sp. HY3 bakterisi gece boyunca gelistigi sivi kiiltiir ortamindan yeni bir s1vi
LB besiyerine asim yapildiktan sonra ve her 12 saatte bir olmak iizere 72 saat
boyunca Ornekler alinmis ve enzim aktiviteleri belirlenmigtir. HY3 bakterisi
inokiilasyondan itibaren en yiiksek hiicre yogunluguna 24. saatte ulasmistir (Sekil
4.5). Bu saatten sonra hiicre kiiltiirii yogunlugunda kismi eksilme yasanmustir. Izolat,
en yliksek enzim aktivitesini ise inokiilasyondan itibaren 36. saatte gostermistir
(Sekil 4.5). Bakteri iiretim periyodunun 24-72. saatleri arasinda ortalama enzim
aktivitesi %84.6 oraninda gerceklesmistir. Bakterinin inkiibasyonunda besi ortamina
likenan substrati ilave edilmemistir. Substratin ilave edilmesi durumunda enzim
aktivitesinin daha yiiksek seviyede ol¢lilmesi beklenebilir. Zira Tabernero vd. (1994)
yaptiklar1 ¢aligmada likenan igeren ve icermeyen besi ortamlarinda bakteriyi kiiltiire
almislar ve likenan iceren besi ortamindan aldiklar1 6rneklere enzim aktivitesinin
daha yiiksek olarak gerceklestigini bildirmislerdir. Arastiricilar bu durumu, sadece
likenan varliginda sentezlenen translasyonal aktivatoriin likenaz {ireten genin
translasyonunu indiiklemis olabilecegi ve bdylece likenazin daha yiiksek seviyede

tiretilmis olabilecegi seklinde agiklamislardir.
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Sekil 4.5. Bacillus sp. HY 3 bakterisine ait zamana gdre hiicre yogunlugu

ve likenaz aktivite grafigi

4.2.5. Kimyasallarin Likenaz Aktivitesine Etkisi

MgCl2 %168’lik deger ile HY3 likenaz aktivitesi tizerinde en giiglii aktivator etkisini
gostermistir. Bunu CaClz,, EDTA, MnCl; ve FeClz sirasiyla %137, 119, 117 ve
103’liik aktivite degerleri ile takip etmislerdir. HgQCl> %77’lik aktivite kaybi ile
enzim tzerinde en yiiksek inhibitér olmustur. ZnClz, CuCl> ve CoCl. enzimin
sirasiyla %57, 39 ve 4 oranlarinda aktivite kaybetmesine sebep olmuslardir (Sekil

4.6; Cizelge 4.1).
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Sekil 4.6. Bazi kimyasallarin HY 3 likenaz aktivitesi {izerine etkisi

Tablo 4.1. Bazi1 kimyasal maddelerin HY3 likenazi {izerine etkisi

Kimyasal madde Relatif aktivite (%)
Kontrol 100
CaCl, 137
MgCl, 168
ZnClz 43
CoCl, 96
FeCls 103
CuCl, 61
MnCl, 117
HgC|2 23
EDTA 119

Bu calismada elde edilen bulgular Kim vd. (2014) tarafindan bildirilen bulgularla
biiyiik benzerlik gostermektedir. Kim vd. (2014) B. circulans WL-12 bakterisine ait
likenaz enziminin aktivitesinin Mn?*, Mg?*, Ca?* ve EDTA tarafindan stimiile
edildigini, buna karsiik Cu?*, Zn?* ve Fe? iyonlarinin ise inhibisyona sebep

oldugunu bildirmislerdir. Bir farklilik, demir iyonlar1 B. circulans WL-12 likenazini
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hafif bir sekilde inhibe ederken (%98.6), HY3 likenazini hafif bir sekilde (%103)
stimiile etmistir. Apiraksakorn vd. (2008) ise B. subtilis GN156 bakterisinden izole
ettikleri J1 ve pJz likenazlarinin her ikisinin de Li*? tarafindan inhibe edilmedigini,
buna karsihk Ca?*, Cu®*, Mn?** ve Zn?' tarafindan 6nemli derecede inhibe
edildiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar bununla birlikte J1 likenazinin Fe?*, pJ2
likenazinin ise Mg?* tarafindan inhibe edildiklerini de belirtmislerdir. Baz1 metal
iyonlarinin bu iki likenaz {izerindeki inhibisyon etkisi HY3 likenazina gére bazi
farkliliklar tasimaktadir. Ca?*, Mn?*, Fe?* ve Mg?* iyonlar1 J1 ve PJ2 likenazlar
tizerinde inhibisyon etkisi gosteritken, ayni iyonlar HY3 likenaz1 iizerinde

stimiilasyon etkisi gostermislerdir.

Divalent metal iyonlar1 birgok enzimatik reaksiyonlarin gergeklesmesi i¢in esansiyel
olmasina ragmen, bu metal iyonlarin enzim aktivitesi lizerindeki kritik ve spesifik
rolleri hala tam olarak aydinlatilabilmis degildir (Mordasini vd., 2003). Enzim
aktivitesi lizerinde metal iyonlarmin etkisinde 3 ayr1 mekanizmadan
bahsedilmektedir. Bunlardan birincisi, substrat ile metal iyonunun birleserek metal-
substrat kompleksini (MS) olusturmast ve bu kompleksin enzim-substrat
baglanmasimi tesvik etmesidir. Bu tiir davramis daha ¢ok metal tarafindan aktive
edilen enzimlerde gdzlenmektedir. Ikinci mekanizma, metal iyonunun enzime
baglanmas1 (EM) ve akabinde enzimin substrat ile interaksiyon yapmasini
saglamasidir. Boyle durumlarda metal iyonu ya baglanma bdlgesi, ya enzimin
katalitik bolge bileseni ya da her ikisi olarak goérev yapmaktadir. Ugiincii mekanizma
ise metal iyonunun aktif bolgeden uzak bir baska enzim bdlgesini etkilemesidir. Bu
durumda metal iyonu katalitik aktiviteyi dolayli olarak etkileyebilir veya proteinin az
veya cok aktif bi¢imini stabilize ederek aktiviteyi diizenleyebilir (Riordan, 1977).
Tejirian ve Xu (2010) Fe2SOs4 ile enzim interaksiyonunu elektroforez jelde
aragtirmiglar ve bu interaksiyonda inhibitorlerin seliilaz enziminin katlanmasini
etkilemis olabilecegini 6nermislerdir. Yang vd. (2006) enzim rekasiyonlarinin metal
iyonlar1 tarafindan, metal iyonlarinin substratla kompleks yaparak, enzimlerin
protein-aktif gruplar1 ile kombine olarak veya enzim-substrat kompleksi ile
reaksiyona girerek inhibe edildigini bildirmislerdir. Dolayisiyla ayni substrat
tizerinde etki gosteren fakat farkli kaynaklarca iiretilen benzer enzimler iizerinde

metal iyonlarinin farkli etki gdstermesi dogal karsilanmalidir.
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4.3. Enzimin Molekiiler Agirhg:

Bacillus sp. HY3 likenaz enziminin molekiiler agirligit SDS-PAGE ve zimogram
analizinde 83 kDa olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).

M (kDa)
~250 &
~130

~100

~70

Sekil 4.7. Bacillus sp. HY3 likenaz enziminin zimogram analizi

Chen vd. (1997) Orpinomyces PC-2 susu tarafindan iretilen LicA enziminin
molekiiler agirhgmi 27 kDa, Zhang vd. (2015) E. coli ve Trichoderma reesei’de
klonladiklar1 Physarum likenazinin molekiiler agirliklarin1 34 ve 66 kDa, Tabernero
vd. (1994) alkalofil Bacillus N137 susunun likenaz enziminin molekiiler agirligini 27
ve 40 kDa, Maktouf vd. (2015) Bacillus UEB-S susuna ait likenaz enziminin
molekiiler agirhigmi 28 kDa, Wang vd. (2016) calistiklart likenaz enzimlerinin
molekiiler agirliklarin1 42 ve 58 kDa, Furtado vd. (2011) B. subtilis 168 nolu susunun

likenaz enziminin molekiiler agirligini ise 28 kDa olarak rapor etmislerdir.

Likenaz enzimi iiretimi Bacillus suslar1 arasinda olduk¢a yaygindir. Daha &nce rapor
edilmis olan B. brevis, B. licheniformis, B. subtilis, B. circulans ve B. halodurans
likenaz enzimlerinin molekiiler agirliklar1 25-30 kDa arasinda degismektedir (Planas,
2000). Yapilan literatiir taramalarinda bakteriyel likenaz enzimlerinin molekiiler
agirliklariin genel olarak HY3 likenaz enziminin molekiiler agirligindan daha diisiik
oldugu gorilmiistiir. Bunun yanisira, Goziikara (2009) izole ettigi Bacillus sp.
bakterisince iiretilen likenaz enziminin Nativ-PAGE’de 100.74 ve 54.4 kDa
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agirhiklarinda iki adet bant irettigini, Elgharbi vd. (2017) ise izole ettikleri B.
pumilus US570 susuna ait $-1,3-1,4-glukanaz (GluUS570) enzimininin molekiiler
agirh@inin 75 kDa boyutunda oldugunu bildirmislerdir. Bu iki bildiris HY3 likenaz
enziminin 83 kDa olan molekiiller agirliginin normal Karsilanabilecegini
gostermektedir. Diger taraftan Chen vd. (1997) Orpinomyces PC-2 ve N. frontalis
EB188 bakterilerinin 40-80 kDa arasinda degisen biiyiikliikklerde ¢oklu zayif bantlar
urettiklerini, bunun da likenan1i hidroliz etme yetenegine sahip seliilazlar
olabilecegini bildirmistir. Bu calismada izole edilen Bacillus sp. HY3 bakterisi
likenanin yanisira CMC ve ksilani da hidrolize edebilmektedir. Fakat bu aktivitelerin
herbirinin ayr1 genlerin ekspresyonu ile mi ortaya c¢ikip c¢ikmadigi heniiz
bilinmemektedir. HY3 likenazinin yiiksek molekiiler aktiviteye sahip olmasi,
enzimin multi-fonkisyonel olabilecegi siiphesini akla getirmektedir. Fakat bunun
ortaya cikarilmasi ancak enzimden sorumlu genin bakteri genomundan izole edilerek
bu enzimlere ait herhangi bir aktivite géstermeyen bagka bir bakteriye klonlanmasi

ve bu bakteride test edilmesi ile muimkiin olabilecektir.
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Calismanin sonuclar1 asagida maddeler halinde verilmistir:

. Bu ¢alisma ile likenaz aktivitesine sahip Bacillus sp. HY3 bakterisinin izolasyonu
gerceklestirilmistir.

. Izolat tafindan iiretilen enzimin kismi karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

. Enzimin optimum sicakliginin 60 °C ve optimum pH degerinin ise sirasiyla ve 6.0-
7.0 olarak belirlenmistir.

. Bakteri inokiilasyonundan itibaren en yiiksek diizeyde enzim {iiretimi 36. saatte
gerceklesmistir.

. Enzim 40-80 °C sicaklik degerleri arasinda aktivitesini 6nemli 6lgiide koruyarak
%89.8 oraninda kalan aktivite gostermistir.

. Likenaz enziminin aktivitesi MgClz, CaCl,, EDTA, MnCl, ve FeCls varliginda
artarken, HgCl,, ZnCl;, CuCl, ve CoCly varliginda degisen oranlarda inhibe
olmustur.

. Enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE ve zimogram analizi ile 83 kDa olarak
belirlenmistir.

5.2. Oneriler

Calisma sonucunda elde edilen bulgular goz oniinde bulundurularak su Oneriler
verilebilir:

. Likenaz enzimleri basta ¢iftlik hayvanlarin beslenmesi olmak iizere bazi endiistriyel
alanlarda kullanilmaktadir. Bununla birlikte likenaz enzimleri diger PB-glukanaz
enzimleri kadar (B-1,3-glukanaz, -1,4-glukanaz) yogun olarak ¢alisilmamistir. Bu
sebeple likenaz enzimlerini tireten yeni bakterilerin izolasyonu ve trettikleri enzimin
karakterize edilerek endiistriyel kullanim i¢in uygunluklarinin belirlenmesine yonelik
calismalara devam edilmelidir.

. Likenaz genleri ilizerinde molekiiler genetik tekniklerinin (klonlama ve in-vitro

mutagenesis) uygulanmasi ile enzimlerin daha saf, bol ve ucuz bir sekilde
tiretilmeleri saglanmalidir.
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