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Bu ¢alismada, Adana ilinde bulunan bir seraya ait toprak numunelerinden karboksimetil seliilaz,
ksilanaz ve likenaz enzimlerini {ireten Bacillus sp. CS8 bakterisinin izolasyonu gergeklestirilmistir.
Her {i¢ enzim de optimum aktivitesini 40 °C’de gostermistir. Diger taraftan, CMCaz ve likenaz
enzimleri optimum aktivitelerini 7.0 pH degerinde gosterirken, ksilanaz enzimi 6.0 pH degerinde
gostermistir. CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimleri 80 °C’de 15 dk 6n inkiibasyon sonrasinda
aktivitelerini sirastyla %57, 83 ve 71 oranlarinda korumuslardir. 50-80 °C sicaklik degerleri arasinda
her ii¢ enzim de yine aym sirayla %80.25, 87.0 ve 89.25 oranlarinda ortalama kalan aktivite
gostermislerdir. Izolat en yiiksek CMCaz ve ksilanaz aktivitelerine inokiilasyon zamanmindan itibaren
36. saatte ulasirken, en yiiksek likenaz aktivitesine 48. Saatte ulasmistir. Her ii¢ enzim i¢in de CaCls,,
MgCl, ve MnCl,, ortak stimiilator olurken, HgCl, ve CuCl, ortak inhibitor olmuslardir. ZnCl, CMCaz
ve ksilanaz enzimlerini stimiile ederken, FeCl; CMCaz ve likenaz enzimlerini, EDTA ise ksilanaz ve
likenaz enzimlerini stimiile etmistir. Her ti¢ enzim arasindan en yiiksek aktiviteye sahip ksilanazin
aktivitesi %100 olarak kabul edildiginde CMCaz ve likenaz enzimleri ksilanaz enzimine gore oransal
olarak sirasiyla %89 ve 79 diizeylerinde aktiviteye sahip olmuslardir.
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ABSTRACT

ISOLATION OF CARBOXYMETHYL CELLULASE, XYLANASE AND
LICHENASE ENZYMES PRODUCING BACTERIUM AND PARTIAL
CHARACTERIZATION OF THE ENZYMES
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In the present study, carboxymethyl cellulase, xylanase, and lichenase producing bacterium Bacillus
sp. CS8 was isolated from the soil samples collected from agricultural greenhouse located in Adana
province. The optimum activities were observed at 40 °C for all three enzymes. On the other hand,
optimum pH values were 7.0 for CMCase and lichenase, whereas 6.0 for xylanase. CMCase, xylanase
and lichenase showed 57, 83, and 71% residual activity after pre-incubation at 80 °C for 15 min. The
relative residual activities between 50-80 °C occured as 80.25, 87.0, and 89.25%, in the same order.
Maximum CMCase and xylanase productions of the isolate were observed after 36 hours following
the inoculation time, whereas 48 hours after for lichenase. All three enzyme activities were stimulated
by CaCl,, MgCl,, and MnCl,, whereas inhibited by HgCl, and CuCl,. While ZnCl, stimulated the
CMCase and xylanase activities, FeCl; stimulated CMCase and lichenase, and EDTA stimulated
xylanase and lichenase activities. When xylanase activity was assumed as 100%, the activities of
CMCase and lichenase in comparison to the xylanase remained as 89 and 79%, respectively.

Key Words: Bacillus sp., carboxymethyl cellulase, xylanase, lichenase, characterization
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1. GIRIS

Enzimler, hiicrelerde bulunan kalitim materyali {izerindeki genlerce iiretilen,
kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyerek hiicredeki metabolik faaliyetleri yoneten
organik bilesiklerdir. Basta mikroorganizmalar olmak iizere canli organizmalarca
enzimlerin iiretiminin ekonomik kosullarda gergeklestirilmeleri, olusturduklart atik
miktarlarinin az olmasi ve dolayisiyla g¢evre kirliligine daha diisiik diizeyde yol
acmasi gibi avantajlari, enzimlerin endiistriyel alanlarda kullanimlarini oldukca cazip
hale getirmektedir. Ortamda bulunan enzim ve substratlarin miktari, reaksiyon
ortaminin pH ve sicaklik degerleri ve diger bazi1 fiziksel etmenler enzimlerin katalitik
etkileri lizerinde etki gostermektedirler. Glinlimiizde tanimlanan enzimlerin bir¢ogu

30-50 °C arasinda aktivite gostermektedirler (Demirel ve Giirbiiz, 1999).

Glniimiizde endistriyel alanda kullanilan enzimlerin  biliylik ¢ogunlugu
mikroorganizmalarca liretilmekle birlikte, ¢ok az bir kismi1 da hayvansal ve bitkisel
kaynaklardan saglanmaktadir. Bu enzimlerin bir¢ogu 60 °C’yi gegen sicaklik
degerlerinde aktivitelerini biiyiik 6l¢iide yitirmekte olup, ancak termostabil (sicakliga
direngli) enzimler yiiksek sicaklik degerlerinde aktivitelerini koruyabilmektedir.
Yiiksek aktivite ve stabiliteye sahip olmalari, daha az yan iriin olusturmalari,
tretimlerinin  ekonomik olmasi, yliksek oran ve saflikta iiretilebilmeleri
mikroorganizmalarin enzim kaynagi olarak tercih edilmelerindeki en Onemli

nedenlerdendir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999).

1.1. Seliiloz ve Bakteriyel Seliilazlar

Yiiksek bitkilerde hiicre duvarinin ana bileseni olan seliilozlar baz1 bakteri, alg,
fungus, amip ve denizel hayvanlarca iiretilmekte olup yeryiiziinde en yaygin bulunan
organik molekiildiir (Lynd vd., 2002; Wada vd., 2008). Seliiloz igeren bazi
materyallerin kimyasal kompozisyonlart Cizelge 1.1’de verilmistir. Selilloz sadece
tekstil ve agac¢ endiistrisinin ana ham maddesi olmakla kalmaz, gida kalitesinin
artirilmasi, tarim ve biyoetanol {liretiminde de 6nemli rol oynamaktadir (Wada vd.,

2008). Seliilozlar B-1,4-glukozidik baglarla baglanmis glukoz molekiillerinden



olusan diiz yapili polimerler olup, glukoz iinitelerinin sayist molekiiller arasinda

farklilik gostermektedir (Sekil 1.1).

Cizelge 1.1. Seliiloz igeren bazi materyallerin kimyasal kompozisyonlar1 (Gautam

vd., 2010)
Kaynak Kompozisyon (%)
Seliiloz Hemiseliiloz Lignin
Sert agac 43-47 25-35 16-24
Yumusak agac 40-44 25-29 25-31
Kiispe 40 30 20
Hindistan cevizi lifi 32-43 10-20 43-49
Misir kogani 45 35 15
Misir sap1 35 25 35
Pamuk 95 2 1
Keten 71 21 2
Hintkeneviri 71 14 13
Bugday samani 30 50 15
Kenevir 70 22 6
Heneguen 78 4-8 13
Kenaf 36 21 18
CH,OH THQOH CH,OH
— 0 —— _
RS N NN VZ BN

INZLZT NN T NN
= NN

Sekil 1.1. Seliiloz molekiiliiniin sematik yapis1



Seliilazlar fungus ve bakterileri kapsayan genis bir mikroorganizma grubu tarafindan
sentezlenen enzimlerdir (Sang-Mok ve Koo, 2001). Selillaz enzimlerini iireten
mikroorganizmalar aerobik veya anaerobik, mezofilik veya termofilik olabilmekle
birlikte, Clostridium, Cellulomonas, Thermomonospora, Trichoderma ve Aspergillus
tirleri en fazla calisilan seliilaz iireticisi mikroorganizmalar olup (Sun ve Cheng,
2002; Sukumaran vd., 2005; Kuhad vd., 2010), son yillarda Bacillus seliilazlarinin da
yogun bir sekilde calisildign goriilmektedir. Zira likenaz, maltaz, pektat liyaz,
endoglukanaz ve ksilanaz gibi bir¢ok seliilolitik ve hemiseliilolitik enzim {irten
bakteri suslari izole edilmis ve tanimlanmistir (Jones, 2010). Her ne kadar seliilozun
aerobik bakteriler ve aerobik funguslarca hidrolizinin mekanizmasi benzer olsa da

anaerobik bakteriler farkl bir sistemle calismaktadir (Percival Zhang vd., 2006).

Birgok seliilolitik bakteri tarafindan sentezlenerek pektin, seliilloz ve hemiseliilozu
pargalayan seliillaz enzimleri seliilozomlar adi verilen multi-enzim kompleksleri
seklinde organize olmuslardir (Bayer vd., 1994). Kagit, tekstil, deterjan, biyoyakit
iiretimi, gida, yem, meyve suyu ve tarim basta olmak iizere bircok endiistriyel alanda
kullanim alan1 bulmasi sebebiyle mikrobiyal seliilazlar bircok akademik ve
endiistriyel arastirma gruplar1 i¢in Onemli bir arastirma materyali potansiyeli
olmustur (Kuhad vd., 2011). Seliilaz enzimlerinin kullanim alanlar1 Cizelge 1.2°de,
hemiseliilaz ve seliilaz aktivitelerine sahip, farkli kaynaklardan izole edilmis olan

seliilolitik bakterilerin listesi ise Cizelge 1.3’de verilmistir.

Selillaz  endo-(1,4)-B-D-glukanaz (EC 3.2.1.4), ekzo-(1,4)-B-D-glukanaz (EC
3.2.1.91) ve B-glukosidaz (EC 3.2.1.21)’1n dahil oldugu en az 3 grup enzimi igeren
bir familyadir (Cizelge 1.4). Ekzoglukanaz seliilaz1 uglardan keserek B-sellobiyoz
nitelerini agiga c¢ikarirken, endoglukanaz enzimi molekiilii icten rastgele
noktalardan keserek farkli uzunluklara sahip glukan zincirlerini iretir. B-Glukosidaz
enzimi ise B-sellobiyoz disakkaritini keserek son iirlin olarak glukoz iiretir (Percival
Zhang vd., 2006). Hiicre ylizeyinde bulunan selillozomlar anaerobik seliilozik
bakterinin substrata tutunmasina aracilik ederek ¢cok molekiillii yeni bir organizasyon
meydana getirir. Sonrasinda ise selillozomal alt lniteler farkli hedef substratlarla

interaksiyon yapmak iizere yeniden dagilirlar (Bayer vd., 2004).



Cizelge 1.2. Seliilazlarin uygulama alanlar1 (Sadhu ve Maiti, 2013)

Uygulama alani

Hiicre duvarlarinin

uzaklastirilmasi, ham lif

a) Hiicre igeriklerinin serbest birakilmasi
Aroma verici maddeler, yaglar, baharatlar, polisakkaritler
(agar), proteinler (tohum, yaprak)

b) Kurutulmus sebzelerin suyunu tekrar kazanma
kabiliyetlerinin gelistirilmesi
Corba karigimlart

¢) Yagl tohum kiispeleri
Samanlar, arpa, masquite

d) Bitki protoplastlarinin iiretimi

Genetik miihendisligi

Glukoz tiretimi, ¢6ziiniir sekerler

a) Hayvan besleme
Melas, besin degerinin artirilmasi, tek hiicre proteini

b) Endiistriyel ham madde
Tutkallar, yapistiricilar, ¢oziiciiler (ethanol, biithanol,
aseton vb)

¢) Fermentasyon endiistrisi i¢in ham madde

Antibiyotikler, asetik asit, sitrik asit vb.

Lignin tiretimi

Yapistiricilar, regineler, dolgu maddeleri, kimyasal ham

materyaller

Muhtelif gida uygulamalari

a) Hiicresiz protein
Yiiksek verimlilik, yiiksek kaliteli protein

b) Miselyum ve hiicre dis1 proteinlerin ilavesi
Ham lifin uzaklastirilmasi, liflerin sekere doniisiimii,
diger istenmeyen bilesenlerin uzaklastiriimasi

¢) Proteaz tiretimi

Coplerin ve atiklarin ayrigtiritlmasi

a) Lagim sular




Cizelge 1.3. Hemiseliilaz ve seliilaz aktivitelerine sahip bazi bakterlerin listesi

(Jones, 2010, Yang vd., 2008)

Tiir Enzim aktivitesi izolasyon kaynag

B. subtilis Mannan  endo-1,4-B-mannosidaz, Endo-f-1,4-mannanaz, Toprak
Endo-a-1,5-arabinanaz, Endo-galaktanaz

C. thermocellum Seliilaz -

St. marinus 1,3-p-Glukan glukohidrolaz Toprak

B. macerans 1,3-1,4-B-D-Glukan glukanohidrolaz -

Bacillus sp. 1,3-B-D-Glukan glukanohidrolaz, p-1,3-1,4-glukanaz -

C. stercorarium

Feruloyl esteraz, o L-arabinofuranosidaz

B. pumilus Endo-1,4-B-ksilanaz Toprak, ol bitki

B. brevis Endo-(1,3-1,4)—B-glukanaz (likenaz) -

B. licheniformis B-1,3-1,4-Glukanaz -

T. ethanolicus B-1,4-Ksilosidaz -

P. furiosus Ekzo-B-1,4-mannosidaz -

T. saccharolyticum  a-Glukuronidaz -

E. coli a-Galaktosidaz -

B. polymyxa B-Glukosidaz -

F. succinogenes Asetil ksilan esteraz Rumen

B. fibrisolvens Ksilan 1,4-B-ksilosidaz, a-N-arabinofuranosidaz Sigir rumeni

C. cellulolyticum Seliilaz, ksilan 1,4-p-ksilosidaz Curiimiis ¢im

C. cellulovorans Glukan 1,4-B-glukosidaz, asetil xsilanesteraz Agag talagt

C. josui Seliilaz Kompost

C. popyrosolvens Glukan 1,4-B-glukosidaz Kagit fabrikast

R. albus Seliilaz, B-glukosidaz, a-N-arabinofuranosidaz Rumen

C. fimi Seliillaz, endo-1,4-B-ksilanaz, glukan 1,4-B-glukosidaz, Toprak
mannan endo-1,4-B-mannosidaz

C. flavigena Seliilaz, endo-1,4-B-ksilanaz, B-mannosidaz Toprak, yaprak ortiisii

C.uda Endo-1,4-B-ksilanaz, ksilan 1,4-B-ksilosidaz, seliiloz 1,4-B-  Seker kamus tarlasi
sellobiyosidaz

C. gilvus B-Glukosidaz Sigir diskist

C. mixtus B-Mannosidaz, a-glukuronidaz Toprak

P. fluorescens L-Arabinoz 1-dehidrojenaz, galaktoz 1-dehidrojenaz Toprak, su

S. reticuli Seliilaz Toprak

B. succinogenes 1,3-1,4-B-D-Glukanaz (likenaz) Rumen

S. bovis B-(1,3-1,4)-Glukanaz (likenaz) Rumen




Cizelge 1.4. Bakteriyel seliilaz enzim sistemleri (Sadhu ve Maiti, 2013)

Enzim E.C. Reaksiyon Diger isimleri Familya
numarasi
Endo-1,4 B-D-glukan-glukanohidrolaz E.C.3.2.14 Degisik uzunluklarda oligosakkaritleri olusturacak sekilde Endoglukanaz 5,6, 7,8, 10,
seliiloz molekiiliini igerden tesadiifi olarak keser. Enzim, Endo-1,4-B-glukanaz 12, 44, 51,
seliiloz, likenan ve tahil B-D-glukanlarinda bulunan endo-1,4-f- Karboksimetil seliilaz 61, 74
D-glukozidik baglar iizerinde etkilidir. B-1,4-Endoglukan hidrolaz
Endoseliilaz
Ekzoglukanazlar veya 1,4-B-D-glukan sellobiyohidrolazlar E.C.3.2.1.91 Zincirlerdeki indirgen olmayan uglardan sellobiyozu serbes Ekzoglukanaz 5,6,7,9, 10,
(Sellobiyohidrolazlar) birakacak sekilde selilloz ve sellotetraozdaki 1,4-B-D- Ekzosellobiyohidrolaz 48
glukozidik baglarin hidrolizi. 1,4-p-Sellobiyohidrolaz
Ekzoglukanazlar veya 1,4-B-D-oligoglukan  E.C.3.2.1.74  Sellooligosakkaritlerden veya p-nitrofenil-g-D-sellobiyozdan  Sellodekstrinazlar -
sellobiyohidrolazlar sellobiyozun serbes birakilmast.
B-Glukosidazlar veya p-D-glukozid gluko-hidrolazlar E.C.3.2.1.21 Terminal bolgelerdeki indirgen olmayan p-D-glukoz Gentabiaz 1,39
rezidiilerinin  hidrolize = edilerek  B-D-glukozun  serbes Sellobiaz
birakilmasi. Amigdalaz
Sellobiyoz: Ortofosfat a-D-glukozil transferaz E.C.2.4.1.49 Sellobiyozun doniigiimlii fosforolitik kirtlmasinin katalizi. Sellobiyoz fosforilaz -
1,4-B-D-Oligoglukan: Ortofosfat a-D-glukozil transferaz E.C.2.4.1.20 Sellotriozdan selloheksozlara kadar degisen sellodektrinlerin ~ Sellodekstrin fosforilaz -
dontigiimlii fosforolitik kirilmasinin katalizi.
Sellobiyoz 2-epimeraz E.C.5.1.3.11 Sellobiyozun 4-O-B-D-glukozil mannoza katalizi. Sellobiyoz 2-epimeraz -

Tam seliilaz sistemi

Kristalin seliilozun kapsamli hidrolizinin katalizi.

Toplam seliilaz




Seliillaz ve hemiseliillaz lireten pek c¢ok fungus ve bakteri tanimlanmis ve
kullanilmistir. Bol miktarda seliilolitik enzim {iretmeleri ve bu enzimlerin bakteriyel
seliilazlara gore daha az karmasik olmalar1 ve ekstraksiyon-saflastirma islemlerinin
daha kolay olmas1 gibi sebeplerden dolay1r yakin zamana kadar seliilaz liretiminde
funguslar bakterilere gore daha fazla tercih edilmislerdir. Yine bu avantajlarindan
dolay1 bircok fungal seliilaz geni bakterilerde klonlanarak rekombinant enzim iiretimi
gergeklestirilmistir. Buna karsilik son donemlerde bakterilerden seliilaz enzimlerinin
izolasyonu ve karakterizasyonu olduk¢a yayginlagsmistir. Bakterilerin seliilaz
enzimlerinin iretiminde popiiler hale gelmesinde; funguslara gore daha yiiksek
gelisim hizina sahip olmalari, daha yliksek miktarda rekombinant enzim iiretim
kabiliyetine sahip olmasi, yiiksek fonksiyon ve sinerjili multi-enzim komplekslerine
sahip olmalari, diinyada hemen her cevrede bulunmalari, termofilik, psikofilik,
asidofilik, alkalifilik ve halofilik gibi her tiirlii ekstrem ¢evre sartlarina uyum
saglayabilecek sekilde ozellik gostermeleri ve bu oOzelliklerinin endiistriyel
kullanimlarda 6nemli bir avantaj saglamasi sayilabilir (Miranda vd., 2009). Bazi
anaerobik ve aerobik seliilolitik bakterilerce iiretilen seliilaz enzimlerinin 6zellikleri

Cizelge 1.5°de verilmistir.



Cizelge 1.5. Anaerobik ve aerobik bakterilerce iiretilen bazi seliilaz enzimlerinin

ozellikleri (Sadhu ve Maiti, 2013)

Molekiiler Optimum Optimum
Bakteriler Enzim agirhik (kDa) sicaklik (°C) pH
B. licheniformis 1 Endoglukanaz - 55 6.1
Bacillus sp. 1139 Endoglukanaz 92 - 9.0
Bacillus sp. N4 Endoglukanaz cel A 54 - 5.0-11.0
Endoglukanaz cel B 46 - 5.0-11.0
Endoglukanaz cel C 100 - 9.0
Bacillus sp. KSM-522 Endoglukanaz 35 50 7.0-10.0
B. subtilis Endoglukanaz 33 60 55
B. subtilis DLG Endoglukanaz 35 55 4.8
Cellulomonas uda Ekzosellobiyohidrolaz 81 45-50 5.5-6.5
Cellvibrio gilvus Sellobiyoz fosforilaz 280 <40 7.6
(ATCC13127)
Microbispora bispora Endoglukanaz 1 44 - 5.5-7.2
Endoglukanaz 2 57 - 5.5-7.2
Ekzoglukanaz 1 75 - 5.9-7.2
Ekzoglukanaz 2 95 - 5.9-7.2
B-Glukosidaz - - 6.0
Thermomonospora fusca Endoglukanaz 1 94 74 6.0
YX Endoglukanaz 2 46 58 6.0
Bacillus sp. HSH-810 Endoglukanaz 80 40-70 10.0
Thermomonospora sp. Endoglukanaz 38 50 5.0
Cellulomonas sp. YJ5 Endoglukanaz 43.7 60 7.0
Pseudomonas flurescens Endoglukanaz 36 35 7.0
B. subtilis YJ1 Seliillaz 325 60 6.0
Acetivibrio cellulolyticus Ekzoglukanaz C1 38 - -
ATCC33288 Endoglukanaz C2 33 - -
Endoglukanaz C3 10.4 - -
B-Glukosidaz B1 81.0 - -
Alcaligenes faecalis B-Glukosidaz 100 - -
Bacteroides cellulosolvens Endoglukanaz EG1 65 39 6.4
S-85
Bacteroides succinogenes Endoglukanaz EG2 118 39 5.8
Clostridium josui Endoglukanaz 45 60 6.8
C. thermocellum LQRI Endoglukanaz | 94 62 5.2
Ruminococcus albus SY3 Endoglukanaz 30 - -




1.2. Ksilan, Bakteriyel Ksilanazlar ve Uygulama Alanlar:

Yeryliziinde yenilenebilir organik karbonun yaklasik ti¢te birini olusturan ksilan
dogada seliilozdan sonra en fazla bulunan polisakkarit olup (Collins vd., 2005; Butt
vd., 2008), ksilan, ksiloglukan (D-ksiloz + D-glukoz heteropolimeri), glukomannan
(D-glukoz + D-mannoz heteropolimeri), galaktoglukomannan (D-galaktoz + D-
glukoz + D-mannoz heteropolimeri) ve arabinogalaktan (D-galaktoz + arabinoz
heteropolimeri) polimerik karbonlarin bir kompleksi olan hemiseliilozun temel
bilesenidir (Shallom ve Shoham, 2003). Ksilan polimeri B-1,4-bagl ksilopiranozil
rezidiilerinden meydana gelmis olup (Sekil 1.2), seliiloz ve ligninle beraber bitki
hiicre duvarimin temel polimerik bilesenidir (Kulkarni vd., 1999). Tahil ksilanlar1 bol
miktarda L-arabinoz igermesi sebebiyle ¢ogunlukla arabinoksilan olarak da
isimlendirilmektedir (Butt vd., 2008). Ksilanlarda polimerizasyon derecesi varyasyon
gostermekte olup, sert odun dokularinda 150-200, yumusak odun dokularinda ise 70-
130 B-ksilopiranoz iiniteleri bulunmaktadir (Kulkarni vd., 1999).

oH GH

-1, 4-ksilan

Sekil 1.2. Ksilanin molekiiler yapis1 (Butt vd., 2008)

Ksilanazlar glikosidazlar grubu enzimlerden olup, ksilan polimerlerindeki 1,4-p-D-
ksilozidik baglarin endohidrolizini  katalizlemektedir (Collins, vd., 2005).
Ksilanolitik enzim sistemi endoksilanaz (endo-1,4-B-ksilanaz, E.C.3.2.1.8), PB-
ksilosidaz (ksilan-1,4-B-ksilosidaz, E.C.3.2.1.37), a-glukuronidaz (a-glukosiduronaz,
E.C.3.2.1.139), a-arabinofuranosidaz (a-L-arabinofuranosidaz, E.C.3.2.1.55) ve
asetilksilan esteraz (E.C.3.2.1.72) enzimlerinin dahil oldugu hidrolitik bir enzim
sistemidir (Juturu ve Wu, 2011). Bu enzimler koordineli bir sekilde faaliyet
gostererek ksilan1 seker linitelerine hidroliz eder (Belancic vd., 1995). Tim bu

ksilanazlar iginde endoksilanazlar glikozidik baglar1 hidroliz ederek kisa



ksilooligosakkaritleri agia ¢cikmarmasi sebebiyle ayri bir dneme sahiptir (Verma ve
Satyanarayana, 2012). Ksilan polimerinin ksilanaz enzimlerince hidrolizi Sekil

1.3’de verilmistir.

(a) a-4-0-Me-GicUA
Endo-1.4-B-ksilanaz

l e
O

- Ae.

a-D-clukuronidaz Asetilksilan

/T /RN

Ae. -Ae.

Ae.

a-L-arabinofuranosidaz

HOH H>0-phkumifer.

}

p-Kumarik asit veya

Wm’ ferulik asit esteraz
)

f-D-ksilosidaz

Sekil 1.3. (a) Ksilanaz enzimlerinin ksilan molekiilii tizerindeki aktivite bolgeleri
(Ac.: asetil grubu, a-araf.: a-arabinofuranoz, a-4-O-Me-GIcUA: a-4-O-
metilglukuronik asit, pkum.: p-kumarik asit, fer.: ferulik asit). (b) Ksilo-

oligosakkaritlerin B-ksilosidaz enzimince hidrolizi (Collins vd., 2005)

Belirli bir mikroorganizma grubu iginde bakteriler ve funguslar en 6nemli ksilanaz
ureticileridir. Bakteri ve funguslara ilave olarak ayrica maya, alg, protozoa,
salyangoz, kabuklular, bocekler ve tohumlar gibi diger bazi organizmalarca da
tiretildigi bilinmektedir (Polizeli vd. 2005). Bacillus, Cellulomonas, Micrococcus,
Staphylococcus, Paenibacillus, Arthrobacter, Microbacterium, Pseudoxanthomonas
ve Rhodothermus ksilanaz iireten bakteriler olarak rapor edilmislerdir (Chakdar vd.
2016). Baz1 bakteriyel ksilanazlar ile aktivitelerine etki eden faktorler Cizelge 1.6°da

verilmistir.
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Cizelge 1.6. Baz1 bakteriyel ksilanazlar ile aktivitelerine etki eden faktorler (Chakdar

vd., 2016)
Bakteriler Substrat Reaksiyon
kosullar
Actinomadura sp. Cpt20 Yulaf kavuzu ksilam & kayin agact 80 °C, pH 10.0
ksilani
A. flavithermus WL Yulaf kavuzu ksilani 65°C,pH 7.0
B. brevis Tarimsal atik (bugday samani vb) 55°C,pH 7.0
B. halodurans Seker kamisi melasi 80 °C
B. pumilus SSP-34 Yulaf kavuzu ksilani 50 °C, pH 6.0
B. pumilus SV-205 Bugday kepegi 60 °C, pH 10.0
B. subtilis BS05 Seker kamis1 kiispesi 50°C,pH 5.0
Gracilibacillus sp. TSCPVG Hus agaci odunu pH 7.5
J. denitrificans BN-13 Hus agaci odunu 50°C,pH 7.0
Kluyvera sp. OM3 Hus agaci odunu 70 °C, pH 8.0
Paenibacillus sp. NF1 Yulaf kavuzu ksilani 60 °C, pH 6.0
P. macerans 1IPSP3 Hus agac1 ksilani 60 °C, pH 4.5
Paenibacillus sp. N1 Reese medyumu 50 °C,pH 9.0
Providencia sp. XI Bugday kepegi 60 °C, pH 9.0
S. maltophilia Bugday kepegi 80 °C, pH 9.0

T. calidifontis sp. nov.

Yulaf kavuzu ksilan1

50-55°C,pH 7.0

Bakteriler arasinda Bacillus’lar potansiyel ksilanaz {reticileri olup, B.
stearothermophilus, B. circulans, B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. halodurans ve

B. pumilus 6ne ¢ikan ksilanolitik Bacillus’lardir.

Bir¢ok bakteriyel ksilanazlar alkali ve/veya termostabil olup seliiloz iizerine etkili
degildirler. Bu ozellikleri bakteriyel ksilanaz enzimlerini endiistriyel uygulamalar
icin ideal bir aday yapmaktadir (Chakdar vd., 2016). Ksilanazlar kagit hamuru ve
kagit endiistrisi, atik kagitlarin miirekkepten arindirilmasi, hayvan yemleme, silajin
tyilestirilmesi, firmcilik endiistrisi (ekmek hacminin artirilmasi), biyoyakit {iretimi,
ilag endiistrisi, meyve sularinin ve biranin berraklastirilmasi, odunlarin ilk igsleme
esnasinda kabuklarindan arindirilmasi (pektinaz ile birlikte), atik sularda bulunan
ksilan polimerlerinin ksiloz alt birimlere doniistiiriillmesi ve molekiiler biyolojide

ksilanaz enzimlerini kodlayan genlerinin klonlanmasi gibi pek ¢ok farkli endiistriyel
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alanlarda kullanilmaktadir (Sharma ve Kumar, 2013). Ksilanazlarin endistriyel
alanlarda bu kadar yaygin kullanimi, bu enzimlerin ticari iiretimlerinin de Oniinii
agmustir. Ticari olarak gelistirilen baz1 bakteriyel ksilanaz enzimleri ve bu enzimlerin

kullanim alanlar1 Cizelge 1.7°de verilmistir.

Cizelge 1.7. Bazi ticari bakteriyel ksilanazlar ve uygulama alanlar1 (Chakdar vd.,

2016)
Uriin Sirket Kaynak Uygulama alan
Propan BXC Aumgene Biosciences, Bakteri Firincilik
Hindistan
Bleachzyme F Biocon India, Bangalore - Kagit hamurunun
beyazlastirilmasi
Pulpzyme HA, HB, HC  Novozymes, Danimarka Bacillus sp. Seliiloz ve kagit
endiistrisi
Panzea Novozymes, Danimarka B. licheniformis Firincilik
Luminase Verenium Termal kaynaktan Kagit hamurunun
izole edilen bakteri  beyazlastirilmasi
Belfeed B1100 Agrimex, Belgika Bakteri Yem katkisi
Nuti Xylanase Enzyme  Ultra Biologics Inc., ABD  B. subtilis Yem katkisi
Bacterial Xylanase Leveking, Cin Bakteri Firincilik
XBK BX9
Xylanase (bacterial) Biovet JSC, Bulgaristan B. subtilis Firincilik, kagit ve
kagit hamuru
enddistrisi, yem
katkist
Cartazyme HS Sandoz, Birlesik Krallik T. fusca -

1.3. Likenan, Bakteriyel Likenazlar ve Uygulama Alanlar:

B-1,3-1,4-Glukanlar (likenan), yulaf, piring, bugday, ¢avdar, arpa ve sorgum gibi
tahillarin endosperm hiicre duvarinda bulunan lineer yapida polisakkarit olup (Sekil
1.4) (Kim vd., 2014), danelerin kuru agirliginin %5.5’inden fazlasini meydana
getirmekle birlikte (Yang vd., 2008), arpa endosperminde bulunan karbonhidrat
igeriginin de %75’ini olusturmaktadir (Mccleary, 1988). Tahilarin hiicre duvari
yapisinda bulunan bir¢ok B-1,3-1,4-glukan %30 oraninda B-(1,3)- ve %70 oraninda
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B-(1,4)-glikozil bagi bilesimine sahiptir (Yoo vd., 2007). Arpa ve yulafin yapisinda
bulunan likenanin %15’inde ana zincirde bulunan ¢ok sayida -1,4 bagini bir adet -
1,3 bag izlerken, geriye kalan %85’inde ise ana zincirdeki iki veya ti¢ adet p-1,4

bagi bir adet $-1,3 yan zinciri takip etmektedir (Classen ve Bedford, 1991).

CHyOH CHzOH CHoCH CHo0H CHoOH
o [0 N 0 0. [0 0
0 OH 1 OH 9 OH ¥
HO HO HO HQ HO
OH o4 oH Y OH

Sekil 1.4. Likenan molekiiliiniin sematik modeli

B-1,3-1,4-glukanlarin hidrolizinden sorumlu enzimler olan endoglukanazlar dort
temel kategori altinda toplanabilir: @) B-1,4-glikozidik baglar1 kuvvetli bir sekilde
kirarak glikoz rezidiilerini aciga ¢ikaran, buna karsilik B-1,4-glukanlara kars1 etkisiz
kalan ve gercek likenazlar olarak da bilinen B-1,3-1,4-D-glukanazlar ($-1,3-1,4-D-
glukan-4-glukanohidrolaz, likenaz, EC 3.2.1.73), b) B-1,4-glikozidik baglar1 hidroliz
eden endo-B-1,4-D-glukanaz (endoseliilaz, EC 3.2.1.4), c¢) B-1,3-1,4-D-glukan ile -
1,3-D-glukanlar iizerine etkili olan B-1,3(4)-D-glukanaz (EC 3.2.1.6), d) B-1,3-D-
glukanaz (B-1,3-glukan-3-glukanohidrolaz, laminarinaz, EC 3.2.1.39). Bunlarin
arasindan B-1,3-1,4-glukanazlar bira tiretimi ve hayvan yemi sektoriindeki
kullanimindan dolay1 ayrica biyoteknolojik bir 6neme sahiptir (Beckmann vd.,
2006).

Likenazlar 6zellikle B-glukanin glukopiranoz iinitelerindeki 3-1,4-glikozidik baglar
hidrolize ederek c¢ogunlukla son iiriin olarak sellobiyosiltrioz ve sellotriosiltetraoz
aciga c¢ikarirken (Anderson ve Stone, 1975), seliilaz (EC 3.2.1.4), laminarinaz (EC
3.2.1.39) ve B-1,3(4)-glukanaz (EC 3.2.1.6) B-D-glukanlardaki sirasiyla 1,4-baglarin,
1,3-baglarin ve 1,3- veya 1,4-baglarinin endohidrolizini katalizlerler (Kim vd., 2014).

Bacillus’lar, rumen bakterileri ve bitkisel dokular tarafindan sentezlenen birgok
likenaz enzimi tamimlanmistir. Ayrica Orpinomyces sp., Talaromyces emersonii,

Cochliobolus carbonum, Aspergillus japonicus, Rhizopus microsporus var.
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microsporus ve Trichoderma koningii’nin de aralarinda bulundugu bazi funguslara
ait ekstraseliiler likenaz enzimleri de saflastirilmistir (Beckmann vd. 2006). Bacillus
tirlerinden B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. macerans, B. brevis, B. polymyxa, B.
circulans, B. licheniformis ve alkalifilik Bacillus sp. N137 bakterilerine ait likenaz

genlerinin klonlanarak karakterize edildikleri bildirilmistir (Asan Oziisaglam, 2007).

Likenaz enzimleri bira tiretiminde, yiiksek molekiiler agirliga sahip B-glukandan
kaynaklanan viskozitenin ve bulanikligin azaltilmasi i¢in kullanilmaktadir (Planas,
2000). Bu islem, amilaz enzimlerinin endosperm hiicrelerinde bulunan nisastaya
kolayca ulasarak daha etkin bir hidrolizasyonun ger¢eklesmesi agisindan 6nemlidir
(Goziikara, 2009). Diger taraftan likenaz enzimleri 6zellikle kanatli beslenmesinde
arpa igeren yemlerin sindirilebilirliginin artirtlmasi i¢in de kullanilmaktadir
(Beckmann vd., 2006). Ayrica kanatli beslenmesinde likenaz enzimlerinin kullanimi1
yapiskan-disk1 (sticky dropping) sorununu azaltmaktadir (White vd., 1983). Son
olarak likenazlar deterjan tiretiminde PB-glukan kaynakli lekelerin uzaklastirilmasi
amaciyla da kullanilmaktadir (Chaari vd., 2012a).

1.4. Amacg

Calismanin amaci, selillozom kompleki i¢inde yer alan enzimleri iireten bakterilerin
izolasyonu, enzimlerin kismi karakterizasyonu ve hayvancilik sektoriinde
kullanilabilme potansiyellerinin belirlenmesidir.

1.5. Kapsam

Calismanin kapsami agagida maddeler halinde verilmistir:

1. Belirli bolgelerden toplanan toprak numunelerinin sterilize edilmis kaplarda

laboratuvara tasinmasi.

2. Toprak numunelerinin 80 °C’de 10 dk siireyle inkiibe edilerek vejetatif hiicrelerin

Oldiirtilmesi (pastorizasyon).

14



. Pastorize edilmis toprak numunelerinden bir miktar alinarak LB besiyerine

aktarilmasi ve bakteri sporlarinin aerobik ortamda ¢imlendirilmesi.

. Cimlenme ile vejetatif forma donlismiis olan bakterilerin LB-agar plaklarinda

koloni olusturmalarinin saglanmas.

. Bu bakterileri uygun substratlar (CMC, ksilan, likenan) i¢eren besi ortamlarinda

iireterek, CMCaz, ksilanaz ve likenaz aktivitelerine sahip izolatlarin belirlenmesi.

. Bakterilerce uretilen enzimlerin laboratuvar ortaminda kismi

karakterizasyonlarinin gergeklestirilmesi.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Shikata vd. (1990), deterjan tiriinlerinde kullanilabilecek alkalin seliilaz enzimlerini
igeren ti¢ adet alkalifilik Bacillus susunu (KSM-19, KSM-64 ve KSM-520) izole
ettiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar her {i¢ enzimin de siirfaktanlar, selat ajanlari
ve proteinaz gibi bazi deterjan katki maddeleri ile metal iyonlarinca inhibe
edilmediklerini, enzim preparasyonlarinin 8.5-9.5 pH aralig ile 50 °C sicaklik
degerinde CMC’ye karsi giiclii aktivite gosterdiklerini de bildirmislerdir. Arastiricilar
son olarak KSM-19 ve KSM-64 suslarinin alkalin likenaz enzimleri trettiklerini de

bildirmislerdir.

Flint vd. (1993), Ruminococcus flavefaciens 15 bakterisinin DNA’sinda birbirine
komsu iki bolgenin ksilanaz ve likenaz enzimlerini kodladiklarini bildirmislerdir.
Aragstiricilar sekansladiklart bu bolgelerin kodladigl enzimlerin aktivitelerinin 2.406

b¢’nden olusan tek bir gen tarafindan sifrelendigini de bildirmislerdir.

Wolf vd. (1995), B. subtilis 168 kromozomal DNA’sindan ksilanaz enzimini
kodlayan geni (xynA) PCR ile amplifiye etmislerdir. Arastiricilar ayrica ayni
bakterinin genomundan endo-beta-1,4-glukanaz (eglS) ve endo-beta-1,3-1,4-
glukanaz (bglS) genlerini izole ettiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar son olarak
xynA ve eglS genlerinin B. subtilis PAP115 bakteri genomunda bulunan ksilanaz ve

seliilaz genleri ile identik olduklarini da bildirmislerdir.

Tseng vd. (2002), Bacillus firmus bakterisinden jel-filtrasyon ve iyon-degisim
kromotografi yontemleriyle iki adet ksilanaz enzimini saflastirmiglardir. Arastiricilar
enzimlerin molekiiler agirliklarin1 45 ve 23 kDa, her iki enzimin de 5.0-11.0 pH
araliginda ve 37 °C’de aktivite gosterdiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica
enzimlerin hus agact ksilanin1 hidroliz ederek ksiloz, ksilotrioz ve ksiloheksozu

serbest biraktiklarini bildirmislerdir.

Ozcan vd. (2011), sicak su kaynagindan izole ettikleri alkalifil ve termofil Bacillus
sp. DM-15 bakterisi tarafindan 60-70 °C sicaklik ve 6.5 pH kosullarinda optimum

aktivite gosteren, 95.6 kDa molekiiler agirligina sahip, sicakliga direngli bir ksilanaz
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enzimi {drettigini bildirmislerdir. Arastiricilar izolatin en yiiksek enzim iiretim
seviyesine 192.8 pumol mg™” protein/dk degeri ile bakterinin inokiilasyonundan
itibaren 36. saatte ulastigini, 60 °C’de 15 dk 6n inkiibasyon ile tamamen stabil
kaldigin1 bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica enzim aktivitesinin CaCl,, CoCly,
CuSQ4, MgCl; ve KCl ile stimiile edildigini, buna karsilik EDTA, HgCl,, FeSOy,
SDS, MnCl; ve Triton X-100 ile inhibe edildigini bildirmislerdir.

Bai vd. (2012), seliilaz iireten 9 adet bakteriyi sigir diskisindan izole etmisler, bu
bakterilerden bir tanesini ileri arastirmalar i¢in tercih etmislerdir. Arastiricilar
sectikleri izolati (CEL PTK1) 16S rDNA ve BLAST analizlerine gore Bacillus
subtilis olarak tanimlamislardir. CEL PTK1 izolatinca maksimum seliilaz tiretiminin
inokiilasyondan itibaren 72. saatte (30.33 U/ml), en yiiksek seliilaz aktivitesinin ise
30°C (32.48 U/ml) ve 7.0 pH’da (31.87 U/ml) gergeklestigi de bildirilmistir.

Chaari vd. (2012a), B. licheniformis UEB CF bakterisinden sicaklik ve alkali direngli
iki adet likenaz enzimini (EG1 ve EG2) saflastirmislardir. Arastiricilar EG1 ve EG2
enzimlerinin molekiiler agirliklarinin sirastyla 30 ve 55 kDa, optimum sicaklik ve pH
degerlerinin ise 70 °C ile 5.0, 60 °C ile 7.0 oldugunu bildirmislerdir. Son olarak
arastiricilar her iki enzimin de arpa B-glukan ve likenanini hidrolize edebilirken
CMC ve laminarin substratlarini hidrolize edemedigini, non-iyonik siirfaktanlara,
oksitleyici ajanlara ve birgok ticari deterjanlara karsi direngli olan enzimlerin bu
Ozellikleri dolayisiyla deterjan endiistrisi igin olduk¢a uygun olduklarini

bildirmislerdir.

Chaari vd. (2012b), Tunus’un gilineyinden arpa unu igeren agar plaginda Kongo-
kirmizis1 boyamasi sonucunda biiyiik bir likenaz aktivite zonu veren ve 16S rDNA
sekans verilerine gore Bacillus licheniformis olarak tanimladiklari UEB CF
bakterisini izole ettiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar bakterinin kuru substrat

tizerinde 280 U/g enzim firettigini de belirlemislerdir.

Goziikara ve Arikan (2012), izole ettikleri termofilik Bacillus sp. suslarina ait likenaz
enzimlerinin optimum sicaklik ve pH degerlerinin sirastyla 100 °C ve 6.0 oldugunu,

enzimin 24 saat siiresince 55 °C’de ve 3.0-6.0 pH araliginda ortalama %388 kalan
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aktivite gosterdigini ve son olarak enzimlerin bu 6zellikleri ile tavuk yemlerinde

kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Kamble ve Jadhav (2012), Bacillus arseniciselenatis DSM 15340 ile benzer olan ve
ekstraseliiler ksilanaz iireten termoalkalifilik bir Bacillus tiiriinii ¢aligmislardir.
Arastiricilar - saflagtirdiklart  ksilanazin  molekiiler agirligimi 29.8 kDa olarak
belirlemislerdir. Arastiricilar enzim aktivitesi i¢in optimum pH ve sicaklik
degerlerini sirasiyla 8.0 ve 50 °C olarak belirlemislerdir. Son olarak arastiricilar
enzimin husagaci ksilan1 tizerinde aktif oldugunu, p-nitrofenil ksilopiranosid
tizerinde ¢ok az aktif oldugunu, buna karsilik avisel, CMC, sellobiyoz ve nigasta

tizerinde ise higbir etkiye sahip olmadigini bildirmislerdir.

Kim vd. (2012), Giiney Kore’nin Jeju adasinda bulunan tarimsal alandan izole
ettikleri yiizlerce seliilolitik bakteri arasindan SL9-9, C5-16 ve S52-2 izolatlarin
yiiksek CMCaz {ireticisi olarak belirlemislerdir. Arastiricilar bu izolatlar1 fizyolojik,
morfolojik, biyokimyasal ve 16S rRNA gen analizlerine gére Bacillus subtilis olarak
tanimlamiglardir. Son olarak arastiricilar her ii¢ i1zolatin da CMCaz, aviselaz, [3-

glukosidaz ve ksilanaz enzimlerini iirettiklerini bildirmislerdir.

Verma vd. (2012), izole ettikleri termofilik Bacillus tarafindan seliilaz iretiminin en
yiiksek seviyesine inokiilasyondan itibaren 48. saatte ve 45 °C’de ulastigini, enzim

aktivasyonu i¢in optimum pH araliginin ise 6.5-7.5 oldugunu bildirmislerdir.

Vijayaraghavan ve Vincent (2012), Bacillus sp. olarak tanimladiklart ve
karboksimetil seliilozu hidrolize eden bir mikroorganizmay1 ¢eltik tarlasindan izole
etmiglerdir. Arastiricilar bakterinin seliilaz1 optimum olarak 6.5 pH degerinde, 37
°C’de ve 150 rpm calkalama hizinda irettigini belirtmislerdir. Ayrica arastiricilar
14.5 kat saflastirdiklar1 seliilazin spesifik aktivitesinin 246 U/mg protein, molekiiler
agirhginin 58 kDa, optimum aktivitesinin 50 °C, optimum pH degerininin 6.0
oldugunu, enzimin 5.0-7.0 pH araliginda ve 50 °C’de 30 dk inkiibasyon sonucunda
stabil kaldigim, Hg?*, Cu?*, Zn*", Mg?*, Na** ve Ca’* tarafindan inhibe edildigini de
bildirmislerdir.

18



Sadhu vd. (2013), inek diskisindan izole ettikleri bakteriyi 16 rDNA analizine gore
Bacillus olarak tanimlamiglardir. Arastiricilar farkli tarimsal atiklar, kagit atiklari ve
CMC igeren ortamlarda izolat1 test ederek belirledikleri %8 CMCaz iiretiminin,
enzimin saflagtirnlmasindan sonra 8.5 kat artarak %68.1’e yiikseldigini
bildirmislerdir. Arastiricilar molekiiler agirligin1 97 kDa olarak belirledikleri enzimin
aktivitesinin SDS, Tween-80, MnCl,, ZnCl, ve EDTA tarafindan azaldigimi
bildirmiglerdir. Son olarak arastiricilar enzimin 5.0-9.0 pH araligi ile 20-70 °C
sicaklik araliginda stabil kaldigini, optimum iiretim i¢in ise sicaklik ve pH

degerlerinin sirastyla 50 °C ve 7.0 oldugunu bildirmislerdir.

Seo vd. (2013), seliilolitik ve hemiseliilolitik enzimleri {ireten bakteriyi yerli Kore
kecisinin rumeninden izole etmislerdir. Arastiricilar yaptiklari biyokimyasal ve
morfolijik karakteristikler ile 16S rDNA analizine gore Bacillus licheniformis olarak
tanimladiklar1 bakteriyi B. licheniformis JK7 olarak isimlendirmislerdir. Bakterinin
endoglukanaz aktivitesinin B-glukosidaz ve ksilanaz aktivitelerinden tiim sicaklik
degerlerinde daha yiiksek oldugu ve ii¢ enzim i¢inde ksilanaz aktivitesinin en diisiik
oldugu da bildirilmistir. Arastiricilar optimum aktivite i¢in sicaklik degerlerinin
endoglukanaz i¢in 70 °C, B-glukosidaz ve ksilanaz i¢in ise 50 °C oldugunu, her ¢
enzimin de 20-50 °C’ler arasinda oldukga stabil kaldigini, optimum aktivite i¢in pH
degerinin her ii¢ enzim i¢in 5.0 ve yine her {i¢ enzimin de 3.0-6.0 pH arasinda stabil
kaldiklarini bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar endoglukanaz aktivitesinin K* ile
artarken, PB-glukosidaz aktivitesinin K*, Zn" ve tween 20 tarafindan arttigini

bildirmislerdir.

Singh vd. (2013), karboksimetil seliilaz iireten, 16S rDNA ve Giraz A gen sekansi
analizlerine gore Bacillus amyloliquefaciens olarak tanimladiklar1 ve Bacillus
amyloliquefaciens SS35 olarak isimlendirdikleri bakteriyi gergedan giibresinden

izole etmislerdir.

Ammoneh vd. (2014), izole ettikleri 15 adet ksilanolitik bakteriden 3 adet basili
(SY30A, SY185C ve SYI190E) yiiksek ksilanaz aktivitelerini gozoniinde
bulundurarak ileri arastirmalar igin belirlemislerdir. Arastiricilar 16S rDNA

analizlerine gére SY30A nin Bacillus pumilus, SY185C ve SY190E’nin ise Bacillus
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subtilis’e yakin oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar son olarak ksilanaz aktiviteleri
icin optimum pH ve sicaklik degerlerinin SY30A icin 7.0 ve 55 °C, SY185C ve
SY190E igin 6.0 ve 60 °C oldugunu, spesifik aktivitelerinin ise SY30A, SY185C ve
SY 190E ksilanazlari i¢in sirasiyla 1157, 915 ve 794 U/g oldugunu bildirmislerdir.

Behera vd. (2014), Hindistan’da Mahanadi nehri deltasinda yetisen sakizagaci
topraklarindan seliilaz enzimi iireten bakterilerin izolasyonlarini
gerceklestirmislerdir. Arastiricilar izole ettikleri toplam 15 adet seliilolitik bakterinin
maksimum karboksimetil seliilaz aktivitelerinin (HC degeri) 1.18-2.5 cm arasinda
degistigini, enzim aktivitelerinin ise 2.471-98.253 U/ml/dk araliginda oldugunu
bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar morfolojik ve biyokimyasal analizler
sonucunda bakterilerin Micrococcus spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp.,

Xanthomonas spp. ve Brucella spp. oldugunu da bildirmislerdir.

Kim vd. (2014), toprak metagenomik kiitiiphanesinde bulunan ve likenaz enzimini
kodlayan geni (mt-lic) tanimlamislardir. Arastiricilar enzimin aminoasit sekansinin
B. circulans WL-12 susu genomunda bulunan bgc geninin kodladig: endo-$-1,3-1,4-
glukanaz enziminin aminoasit sekansi ile yiiksek homoloji benzerligi gosterdigini
bildirmislerdir. Arastiricilar E. coli’de klonladiklar1 genin bu konuk¢u bakteride
yiiksek ekspresyon seviyesi gosterdigini, enzimin B-glukan ve likenani hidroliz
ettigini bildirmislerdir. Arastiricilar son olarak enzimin maksimum aktivitesini 50 °C
ve 6.0 pH’da gosterdigini, aktivitenin Mn?*, Mg?*, Ca** ve Fe?" ile stimiile edildigini,

fakat Cu®* ve Zn?* ile inhibe edildigini bildirmislerdir.

Meng vd. (2014), seliilaz aktivitesine sahip Bacillus subtilis BY-3 susunu Tibet
domuzu diskisindan izole etmislerdir. Arastiricilar bakterinin maksimum seliilaz
tiretimini substrat olarak misir kogani kullanildiginda ve 24. saatte gerceklestigini
bildirmislerdir. Ayrica arastiricilar optimum enzim aktivitesinin 5.5 pH ve 60 °C
sicaklik degerlerinde gerceklestigini, 60 °C’de 60 dk 6n inkiibasyon sonucunda en iyi
stabiliteye sahip oldugunu, son olarak seliilaz enziminin tarimsal atiklarin biyoyakita

dontisiimiinde ekonomik bir sekilde kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Gaur ve Tiwari (2015), sicaklik ve solvente toleranshi seliilaz iireten bakteri
izolasyonu yapmiglardir. Arastiricilar 16S rDNA analizine gore Bacillus vallismortis
olarak belirledikleri bakteriyi Bacillus vallismortis RG-07 olarak isimlendirmislerdir.
Maksimum seliilaz tiretiminin, tarimsal atiklarin karbon kaynagi olarak kullanildig:
durumlarda 4105 U ml™, molekiiler agirhginin ise SDS-PAGE ve aktivite jelde 80
kDa olarak belirlendigi bildirilmistir. Arastiricilar enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH ve sicaklik degerlerinin 7.0 ve 65 °C oldugunu, 9.0 pH ve 95 °C
sicaklik kosullarinda aktivitesini sirasiyla %75 ve 95 oranlarinda korudugunu
bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar enzimin %30 solvent (n-dodecane, iso-octane,
n-decane, xylene, toluene, n-hexane, n-butanol ve cyclohexane) i¢eren ortamda 7 giin
siireyle inkiibe edildiginde aktivitesinde yiikselme meydana geldigini, buna karsilik
Ca®", merkaptoethanol, Tween-60 ve sodyum hipoklorid tarafindan stimiile

edildigini, Hg tarafindan ise kuvvetli bir sekilde inhibe edildigini bildirmislerdir.

Ladeira vd. (2015), izole ettikleri Bacillus sp. tarafindan maksimum aviselaz (0.83 U
mL-1) ve CMCaz (0.29 U mL-1) aktivitelerine kiiltiire alinmalarindan itibaren
sirastyla 120. ve 168. saatlerde ulastiklarini bildirmislerdir. Arastiricilar aviselaz ve
CMCaz aktiviteleri i¢in pH optimumunun sirasiyla 7.5 ve 8.0 oldugunu, optimum
sicaklik degerinin ise her iki enzim i¢in de 70 °C oldugunu bildirmislerdir.
Arastiricilar ayrica maksimum stabilitenin aviselaz ve CMCaz i¢in sirasiyla 6.5-8.0
ve 7.0-9.0 pH araliklarinda gergeklestigini, her iki enzimin de 60 °C’de 1 saat
inkiibasyon sonucunda aktivitesini %100 korudugunu bildirmislerdir.

Lugani vd. (2015), yaptiklar1 ¢aligmada seliilaz iireten 20 adet bakteri izole etmisler,
bu izolatlar i¢inden en iyi enzim iireten sus olarak Bacillus sp. Y3’ii ileri ¢aligmalar
i¢in belirlemislerdir. Arastiricilar Bacillus sp. Y3 tarafindan iiretilen FPaz ve CMCaz
enzimlerinin maksimum aktivite diizeylerinin %1 oranlarinda CMC ve pepton igeren
besi ortaminda, 37 °C’de, 96 saat siireyle ve 120 rpm ¢alkalama hizinda sirasiyla 6.84
ve 7.82 IU/mL oldugunu, bu degerlerin optimizasyondan Once ise yine ayni sirayla

1.97 ve 2.48 IU/mL oldugunu bildirmislerdir.

Maktouf vd. (2015), sicakliga oldukea direngli ve alkalin karakterli likenaz enzimini
izole ettikleri Bacillus sp. UEB-S bakterisinden izole etmislerdir. 28 kDa molekiiler

agirhiga sahip enzimin 6.0 pH ve 60 °C degerlerinde optimum aktivite gosterdigini
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bildiren arastiricilar ilave olarak 90 °C’de 30 dk siireyle 6n inkiibasyona birakilan
enzimin %60 kalan aktivite gosterdigini ve enzimin oldukga genis bir pH ve sicaklik
stabilitesine sahip oldugunu, ilgili genin sekansi ile B. subtilis 168 susuna ait likenaz

geninin sekansinin %98 oraninda benzerlik gosterdigini de bildirmislerdir.

Padilha vd. (2015), termofilik bir sus olan Bacillus sp. C1AC5507 tarafindan tiretilen
seliilaz enziminin iiretim ve karakterizasyonunu ¢alismislardir. Arastiricilar CMCaz
enziminin molekiiler agirhiginin 55 kDa oldugunu, spesifik aktivitesinin ise 0.14-0.37
IU mL™ arasinda degistigini bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar enzim iiretimi
icin optimum sicaklik ve pH kosullariin sirasiyla 70 °C ve 7.0 oldugunu, enzimin
Cu*? tarafindan inhibe edilirken Co*?, Mn*2, Ca*? ve Fe™ tarafindan aktive edildigini

bildirmislerdir.

Azadian vd. (2016), CMCaz enzimini iireten ve 16S rRNA analizine gore B.
licheniformis olarak tanimladiklart AMF-07 susunu Kerman sicak su kaynagindan
izole etmislerdir. Arastiricilar enzimin molekiiler agirligint SDS-PAGE’de 37 kDa
olarak belirlemislerdir. Ayrica arastiricilar enzimin 40-80 °C sicaklik araligi, 6.0-10.0
pH araligi ve %10-25 NaCl konsantrasyon araliginda olduk¢a aktif ve stabil
oldugunu, optimum aktivitenin ise 70 °C, pH 9.0 ve %20 NaCl kosullarinda
gergeklestigini bildirmislerdir. Son olarak arastiricilar enzimin siklohekzan (%134)

ve kloroform (%120) varliginda yiiksek aktivite gosterdigini de bildirmislerdir.

Kiio vd. (2016), Kenya’da Rift vadisinden topladiklar1 toprak orneklerinden
seliilolitik bakterileri %1 CMC igeren minimal ortamda belirlemislerdir. Arastiricilar
filogenetik analizler sonucunda izolatlarin Bacillus licheniformis oldugunu ve tiim
izolatlarin CMC, avisel ve sellobiyozu hidrolize etme yeteneginde olduklarini
bildirmiglerdir. Arastiricilarin ileri arastirmalar i¢in izolatlar i¢inden belirledikleri B.
licheniformis vic susunun sellobiyohidrolaz, avisel ve CMC hidrolazlari i¢in spesifik
enzim aktivitelerinin sirasiyla 0.46878, 0.18784 ve 0.13571 U/mg oldugu
bildirilmistir. Arastiricilar ayrica optimum enzim aktivitesinin 60 °C sicaklik ve 5.0
pH kosullarinda gerceklestigini, bu 6zellikleri ile enzimin endiistriyel kullanim i¢in

oldukca cazip hale geldigini de bildirmislerdir.
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Elgharbi vd. (2017), izolasyonunu gerceklestirdikleri B. pumilus US570
bakterisinden  B-1,3-1,4-glukanaz ~ (GluUS570) enzimini  saflagtirmislardir.
Aragtiricilar genis bir sicaklik ve pH araligia sahip oldugunu, 80 °C’de 30 dk 6n
inkiibasyon sonucunda yiiksek kararlilik gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica
arastiricilar 732 b¢ uzunlugunda olan genin kodladigi enzimin 243 aminoasitten
meydana geldigini ve 75 kDa agirliginda oldugunu, B. licheniformis tarafindan
tretilen likenaz enzimi ile %97 oraninda sekans benzerligi gosterdigini de

bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri Materyali

Bacillus sp. CS8 bakterisi, bu tez ¢alismasi kapsaminda, Adana ili Seyhan ilgesi

siirlari i¢inde bulunan bir seraya ait toprak numunelerinden izole edilmistir.

3.1.2. Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan tiim kimyasal ve diger sarf malzemeler aksi belirtilmedikge
Merck, Sigma-Aldrich, Fluka, Ambresco, Brand, Axygen, Eppendorf, Isolab ve Firat

Plastik’ten temin edilmistir.

3.1.3. Besi Ortamlari

Bakterinin tiretilmesinde LB besiyeri (10 g/l tryptone, 5 g/l maya ekstrakti, 10 g/I
NaCl, pH: 7.5) kullanilmigtir. Kat1 besiyeri i¢in LB siv1 besiyerine 15 g/l agar ilave
edilmistir. Bakterilerin CMCaz, ksilanaz ve likenaz aktivitelerinin belirlenmesinde
LB-agar besiyerine sirasiyla CMC (%0.1), ksilan (%0.1) ve likenan (%0.1) substrat
olarak ilave edilmiglerdir. Biitiin besiyerleri 121 °C’de 15 dk siireyle otoklavlanarak

sterilize edilmistir.

3.1.4. Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar (inkiibator (Niive), su banyosu (Memmert), santrifiij
(Hettich), vorteks (lka), manyetik karigtirict (Ika), otoklav (Hirayama), pH metre
(Hanna), calkalayici (Ika), saf su cihazi (Labor Simsek), buzdolabi (Argelik))
calismanmn yapildigt OKU Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’nda mevcut bulunmaktadir (Sekil 3.1). Spektrofotometre

(Pharmacia) ise Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii
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Hayvansal Biyoteknoloji ve Genetik Miihendisligi Laboratuvari’ndan temin

edilmistir.

Sekil 3.1. Calismanin yiiriitiildiigt laboratuvardan bir gortntii

3.2. Yontem

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Bacillus sp. CS8 bakterisinin izolasyonu asagida verilen protokol uyarinca

yapilmisgtir:

1. Adana ili sinirlari i¢erisinde bulunan bir seradan alinan toprak numunesi steril kap

i¢erisinde laboratuvara tasinmistir.

2. 1 g tartilarak alinan toprak numunesi 10 ml hacmindeki steril saf su ile

karistirilmis ve bdylece bakteri sporlarinin suya gegmeleri saglanmastir.
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. Toprak tortusunun ¢okmesi igin numune 20 dk dinlendirilmistir. Dinlendirme
sonrasinda sivit Ustnkisimdan 200 pl alinmis ve 1.5 ml hacimli steril

mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.

. Alinan numune, vejetatif formdaki bakterilerin 6lmesi i¢in 80 °C’ye ayarlanmis su
banyosunda 10 dk bekletilmistir (Sekil 3.2).

. Pastorize edilen numune steril mikropipetlerle 25 ml hacimli LB siv1 besiyerine

aktarilmis ve 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatorde orta ¢alkalama hizinda ertesi giline

kadar inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.3).

. Besi yerinde iiremis olan bakteri kiiltiiriinden 1’er ml alinarak seri sulandirma
yapilmis ve 10 ile 10 oranlarinda sulandirilmis Srneklerden 100’er ul alinarak

LB agar besiyerlerine cam ¢ubukla yayma yontemiyle ekilmislerdir.

. Bakterilerin ekimini takiben plaklar steril kabin igerisinde kapaklari agik vaziyette
15 dk siireyle kurutulmus ve sonrasinda 37 °C’de 24 saat siireyle inkiibe

edilmiglerdir.

. Koloni gelisimi tamamlanan plaklardan farkli morfolojik 6zelliklere sahip
koloniler belirlenerek steril kiirdanlarla numaralandirilmis LB-agar plaklarina
ekimleri yapilmig ve tekrar 37 °C’ye ayarlanmis inkiibatore kaldirilarak koloni

olusturmalar1 saglanmustir.

. Plaklarda gelisen koloniler daha sonra enzim aktiviteleri belirlenmek iizere +4

°C’ye kaldirilmisglardir.
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Sekil 3.3. Bacillus sporlarinin LB besiyerinde ¢imlendirilmesi
3.2.2. izolatlarda Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
1. Izolatlar steril kiirdanlarla alinarak ayri ayri olacak sekilde sirasiyla daha 6nce

cam yazar kalemle numaralandirilmis CMC, ksilan ve likenan iceren LB agar

besiyerlerine her biri ikiger kopya olacak sekilde ekilmislerdir.
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. Ekimleri tamamlanan plaklar ters ¢evrilerek 37 °C’de 12 saat siireyle inkiibasyona

birakilmiglardir (Sekil 3.4).

. Ertesi giin plaklardan birer tanesi alinarak boyama islemine gecilmistir. Diger
kopyalar ise secilmis izolatlar1 kullanmak iizere +4 °C’ye kaldirilarak muhafaza

altina alinmislardir.

. Boyanmak {izere alinan plaklarin iizerine bakteri kolonilerini tamamen ortecek
sekilde Kongo-kirmizisi boyasi (%0.2 w/v Kongo-kirmizist) dokiilerek 15 dk oda
sicakliginda bekletilmiglerdir (Sekil 3.5).

. Siire sonunda plaklardan boya soliisyonu alinarak bu sefer bakterilerin iizerine
fazla boyanin uzaklastirilmasi amaciyla NaCl (1 M) soliisyonu eklenmis ve tekrar

oda sicakliginda 15 dk siireyle bekletilmislerdir.

. Siire sonunda NaCl soliisyonu plaklardan uzaklastirilmis ve plaklar negatoskop

tizerine alinarak incelenmistir.

. Her ii¢ plakta da (CMC, ksilan ve likenan igeren agar plaklar1) kirmiziya
boyanmis zeminde etrafinda sarimtirak zon bulunan bakteriler sirastyla CMCaz,

ksilanaz ve likenaz pozitif bakteriler olarak belirlenmislerdir.

. CMCaz, ksilanaz ve likenaz pozitif olan izolatlarin plak numaralari belirlenerek,
boyanmamis olan plaktan ayni numaray1 tagiyan esleri alinmis ve sivi besiyerinde

daha once belirtildigi sekilde tiretilmislerdir.

. Her bir izolatin steril 6ze yardimiyla s1vi besiyerinden LB-agar plaklarina ekimleri

yapilarak 37 °C’de koloni olusturmalar1 saglanmstir.

10. Koloni gelisimi tamamlanan plaklar etiketlenerek ileri ¢aligmalarda kullanilmak

tizere +4 °C’de muhafaza altina alinmiglardir.
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11. Bakterilerin gliserol stoklarimi almak i¢in vida kapakli ve 2 ml hacimli cryo
tiiplere 200’er pl gliserol konmus, agzi kapatilan tiipler otoklavda 121 °C’de 15 dk

stireyle sterilize edilmislerdir.

12. Herbir izolat daha 6nce belirtildigi sekilde sivi besiyerinde iiretildikten sonra
steril bir sekilde 800 pl alinmis ve daha once sterilize edilmis gliserollii tiiplere

aktarilmistir (%20 gliserol, %80 bakteri kiiltiirii) (Sekil 4.6).

13. Bakteri ve gliserol karigimi tiipler iyice vortekslendikten sonra etiketlenerek

uzun siire muhafaza etmek iizere -20 °C’ye kaldirilmiglardir.

Sekil 3.4. izolatlarm CMC, ksilan ve likenan iceren LB-agar besi ortamlarinda

kolonilestirilmesi

LB-CMC-Agar -B-Ksilan-/ : LB-Likenan-Agar

Sekil 3.5. CMC, ksilan ve likenan igeren besiyerlerin Kongo-kirmizisi ile boyanmasi

29



Sekil 3.6. Izolatlardan gliserol stoklarin hazirlanmasi

3.2.3. Enzimlerin Spesifik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Enzimlere ait spesifik aktiviteler Lowry vd. (1951)’de verilen protokol uyarinca
yapilmigtir. Yontemin esast fosfomolibdotungstik asitin tirozin aminoasiti ile
reaksiyona girerek mavi renk olusturmasina dayanmaktadir. Protein ile bakir
arasinda baglayan kompleks olusum reaksiyonu, alkali ¢ozeltide, oda sicakliginda ve
10 dk i¢inde tamamlanir. Protein konsantrasyonunun belirlenmesinde, stok sigir
serum albiimin (BSA, 10 mg/ml) ¢6zeltisinden degisik konsantrasyonlarda (0.2, 0.4,
0.6, 0.8 ve 1.0 mg) hazirlanan ¢ozeltiler standart olarak kullanilir. Analizde asagida

verilen ¢ozeltiler kullanilmistir:

% Cozelti-A (0.15 g CuSO,4 5H,0/10 ml)

Cozelti-B (0.337 g Na-tartarat veya K-tartarat/10 ml)

Cozelti-C (1 g NaOH, 5 g Na,C0O3/250 ml)

Cozelti-D (Cozelti-A (1 ml) + Cozelti-B (1 ml) + Cozelti-C (100 ml))
% Folin ¢ozeltisi (Folin (1 ml) + H,O (1 ml))

BSA ¢ozeltisi (10 mg/ml)

*

°

L X4

L X4

L)

X4

*,

L)
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Protein analizleri asagida verilen protokole gore yapilmistir:

1. LB siv1 besiyerinde 24 saat siireyle iiremis olan bakteri kiiltiirii 4950 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek pelet haline getirilmistir. Stipernatan kisim (hiicredis1 enzimleri
iceren ist faz) temiz bir kaba alinmis ve kullanim siiresince buz {izerinde
muhafaza edilmistir.

2. Isaretlenmis olan mikrosantrifiij tiiplerine daha dnce belirlenen miktarlarda (0, 20,
40, 60, 80 ve 100 ul) BSA ¢ozeltisi (standart egrisi olusturmak amaciyla)
eklenmistir. Yinde isaretlenmis olan diger mikrosantrifiij tiiplere ise 0, 20, 40, 60,
80 ve 100 pl olacak sekilde bakteri siipernatanti eklenmistir.

3. Herbir mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ine (gerek BSA gerekse bakteri siipernatanti
iceren tiipler) son hacmi 100 ul’ye tamamlayacak sekilde steril saf su eklenmistir.

4. Herbir mikrosantrifiij tlipliniin icine 1’er ml D c¢ozeltisinden ilave edilmis ve
tiipler seri bir sekilde (en fazla 2-3 sn iginde) vortekslenerek oda sicakliginda 10
dk bekletilmistir.

5. Tiplere 100’er ul folin ¢ozeltisi eklenmis, vortekslenerek i1sik almayan bir
ortamda 30 dk bekletilmistir.

6. BSA ve bakteri siipernatant1 bulunmayan tiiplerdeki igerik standart (kor) olarak
kullanilmis ve diger orneklerin spektrofotometrede ODggo NM dalga boyunda
Ol¢timleri yapilmaistir.

7. BSA orneklerinin konsantrasyon degerlerinin absise (x ekseni), bu degerlerin
okunmasi ile elde edilen absorbans degerlerinin ise ordinata (y ekseni)
yerlestirilmesi ile standart egri hazirlanmigtir.

8. Konsantrasyonu bilinmeyen enzim 6rneklerinin spektrofotometrede okunmasi ile
elde edilen absorbans degerlerinin bu egriyi kestikleri noktadan x eksenine
indirilen bir dik yardimiyla 6rneklerin konsantrasyon degerleri bulunmustur.

9. Protein analizinde her bir 6rnek 3 paralel olarak hazirlanmis ve bunlara ait

ortalama degerler kullanilmistir.
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3.2.4. Enzimatik Analizler

Enzim analizlerinin gergeklestirilmesinde asagida verilen ¢ozeltiler kullanilmistir:

1. Bakteri siipernatanti: LB besiyerinde 24 saat siireyle {iretilmis olan bakteri
kiiltiirtiniin 4950 rpm’de santrifiij edilmesiyle elde edilen siv1 iist faz.

2. Na-fosfat soliisyonu: 50 mM ve pH’s1 6.5 olacak sekilde hazirlanmistir.

3. Substrat soliisyonlari: %2 w/v CMC, %2 w/v ksilan, %2 w/v likenan (50 mM ve
pH’s1 6.5 olan Na-fosfat soliisyonu kullanilarak hazirlanmistir)

4. DNS soliisyonu: 10 g dinitro salisilik asit, 2 g fenol, 0.5 gr NaSOs, 200 gr
sodyum-potasyum tartarat, 500 ml %2’lik (w/v) NAOH ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilerek
saf su ile 1000 ml’ye tamamlanur.

5. Na-asetat soliisyonlar1 ve substratlar (pH analizleri i¢in): 5.0 ve 6.0 pH
degerlerinin herbiri i¢in 50’ser mM olacak sekilde ayr1 hazirlanmistir. Herbir pH
degerindeki soliisyonlar kullanilarak %2 w/v konsantrasyonlarinda CMC, ksilan
ve likenan substratlar1t hazirlanmistir.

6. Na-fosfat soliisyonlar1 ve substratlar (pH analizleri i¢in): 6.0, 7.0 ve 8.0 pH
degerlerinin herbiri i¢in 50’ser mM olacak sekilde ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Herbir
pH degerindeki soliisyonlar kullanilarak %2 w/v konsantrasyonlarinda CMC,
ksilan ve likenan substratlar1 hazirlanmstir.

7. Tris-baz soliisyonlar1 ve substratlar (pH analizleri i¢in): 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve
12.0 pH degerlerinin herbiri i¢in 50’ser mM olacak sekilde ayr1 ayn
hazirlanmistir. Herbir pH degerindeki soliisyonlar kullanilarak %2 w/v

konsantrasyonlarinda CMC, ksilan ve likenan substratlar1 hazirlanmistir.
3.2.5. Enzimlerin Optimum Sicaklik Degerlerinin Belirlenmesi
Enzimlerin optimum sicaklik degerlerinin belirlenmesinde asagida verilen protokol

kullanilmigtir (protokolde; ES: Enzim + Substrat, EK: Enzim kontrol, SK: Substrat
kontrol, K: Kontrol):
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. 20 ml hacimli cam tiipler i¢inde 1 ml bakteri siipernatanti 1 ml substrat (50 mM
ve pH’s1 6.5 olan Na-fosfat soliisyonu kullanilarak hazirlanan substratlar) ile
karistirtlmistir (ES, 5 paralel).

. 20 ml hacimli cam tiiplere 1 ml bakteri siipernatant1 ve 1 ml Na-fosfat bafir (50
mM, pH: 6.5) eklenerek enzim kontrolii (EK) hazirlanmistir (4 paralel)

. 20 ml hacimli cam tiiplere 1 ml substrat soliisyonu (50 mM ve pH’s1 6.5 olan Na-
fosfat soliisyonu kullanilarak hazirlanan substratlar) ve 1 ml Na-fosfat bafir (50
mM, pH: 6.5) eklenerek substrat kontrolii (SK) hazirlanmustir (4 paralel).

. 20 ml hacimli cam tiiplere 2 ml Na-fosfat bafir (50 mM, pH: 6.5) eklenerek
hazirlanmistir (Kontol, 1 paralel).

. Tupler vortekslendikten hemen sonra 30 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 dk
stireyle bekletilmistir.

. Siire bitiminde su banyosundan alinarak Orneklerin tamamina 3’er ml DNS
soliisyonu eklenmis, tiipler vortekslendikten sonra kaynar su i¢ine alinarak 5 dk
bekletilmistir.

. Ayn1 islemler yeni karigimlar hazirlanarak 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 °C
sicaklik degerlerinin herbiri i¢in ayr1 ayr1 tekrarlanmustir.

. Ornekler oda sicakliginda birkag saat sogutulduktan sonra kontrol gruplari (K) kor
olarak kullanilmis ve diger tim Orneklerin spektrofotometrede ODsy Nm dalga
boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

. ES ortalama degerlerinden EK ve SK’ya ait ortalama degerler ¢ikarilarak enzim

aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde edilmistir.

3.2.6. Enzimlerin Optimum pH Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin optimum pH degerlerinin belirlenmesinde asagida verilen protokol

kullanilmigtir (protokolde; ES: Enzim + Substrat, EK: Enzim kontrol, SK: Substrat
kontrol, K: Kontrol):

1. 20 ml hacimli cam tiipler iginde 1 ml bakteri slipernatant1 1 ml substrat (50 mM

ve pH’s1 5.0 olan Na-asetat soliisyonu kullanilarak hazirlanan substratlar) ile

kanigtinnllmistir (ES, 5 paralel).
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2. 20 ml hacimli cam tiiplere 1 ml bakteri siipernatant1 ve 1 ml Na-asetat bafir (50
mM, pH: 5.0) eklenerek enzim kontrolii (EK) hazirlanmistir (4 paralel)

3. 20 ml hacimli cam tiiplere 1 ml substrat soliisyonu (50 mM ve pH’s1 5.0 olan Na-
asetat soliisyonu kullanilarak hazirlanan substratlar) ve 1 ml Na-asetat bafir (50
mM, pH: 5.0) eklenerek substrat kontrolii (SK) hazirlanmistir (4 paralel).

4. 20 ml hacimli cam tiipler iginde 2 ml Na-asetat bafir (50 mM, pH: 5.0)
hazirlanmistir (Kontol, 1 paralel).

5. Tiiplerin tamamu vortekslendikten sonra 40 °C’ye (enzimlerin optimum aktivite
gosterdigi sicaklik degeri) ayarlanmig su banyosunda 30 dk siireyle inkiibasyona
birakilmistir.

6. Siire bitiminde su banyosundan alinarak Orneklerin tamamina 3’er ml DNS
soliisyonu eklenmis, tiipler vortekslendikten sonra kaynar su i¢ine alinarak 5 dk
bekletilmistir.

7. Ayni islemler diger pH degerleri (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) igin ayr1 ayr1 tekrarlanmistir.

8. Ornekler oda sicakliginda birkag saat sogutulduktan sonra kontrol gruplar1 (K) kér
olarak kullanilmis ve diger tiim orneklerin spektrofotometrede ODs4 NmM dalga
boyunda absorbans degerleri 6lgiilmiistiir.

9. ES ortalama degerlerinden EK ve SK’ya ait ortalama degerler ¢ikarilarak enzim

aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde edilmistir.

3.2.7. Enzimlerin Sicaklik Stabilite Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin sicaklik stabilite degerlerinin belirlenmesinde asagida verilen protokol
kullanilmistir (protokolde; ES: Enzim + Substrat, EK: Enzim kontrol, SK: Substrat
kontrol, K: Kontrol):

1. Enzimleri i¢eren bakteri siipernatantindan yetecek miktar hesaplanarak alinmis ve
40 °C’ye ayarlanmis su banyosunda 15 dk siireyle On inkiibasyona tabi
tutulmustur.

2. On inkiibasyonun tamamlanmasimi takiben 6rneklere 3.2.5. bashig altinda verilen

protokoliin 2-6. maddelerindeki islemler aynen uygulanmistir.
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3. Ayni islemler 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 °C sicaklik degerlerinde 6n inkiibasyona
tabi tutulmus bakteri siipernatantlari i¢in ayr1 ayr1 tekrarlanmigtir.

4. Ornekler oda sicakliginda birkac saat sogutulduktan sonra kontrol gruplar (K) kor
olarak kullanilmis ve diger tiim orneklerin spektrofotometrede ODs4 NmM dalga
boyunda absorbans degerleri 6lgiilmiistiir.

5. ES ortalama degerlerinden EK ve SK’ya ait ortalama degerler ¢ikarilarak kalan

enzim aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde edilmistir.

3.2.8. Cesitli Kimyasallarin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Baz1 kimyasal maddelerin enzim aktiviteleri tizerine olan etkilerinin belirlenmesinde
asagida verilen protokol kullanilmistir (protokolde; ES: Enzim + Substrat, EK:
Enzim kontrol, SK: Substrat kontrol, K: Kontrol):

1. Yetecek kadar bakteri siipernatanti alindiktan sonra 9 kisma ayrilmis ve 1 tanesi
kontrol grubu olarak ayrildiktan sonra diger 8 tanesine EDTA, HgCl,, MnCly,
MgCl,, CaCl,, 2ZnCl,, CuCl,, FeCl; kimyasallar1 ayr1 ayri ve son
konsantrasyonlari 1 mM olacak sekilde ilave edilmistir. Tim o&rnekler 30 dk
siireyle oda sicakliginda On inkiibasyona tabi tutulduktan sonra deneyde
kullanilmislardir.

2. On inkiibasyonun tamamlanmasim takiben 6rneklere 3.2.5. bashg altinda verilen
protokoliin 2-6. maddelerindeki islemler aynen uygulanmstir.

3. Ayni islemler herbir kimyasal medde ile 6n inkiibasyona tabi tutulmus herbir
enzim igin ayr1 ayr1 tekrarlanmustir.

4. Ornekler oda sicakliginda birkag saat sogutulduktan sonra kontrol gruplar1 (K) kér
olarak kullanilmis ve diger tiim orneklerin spektrofotometrede ODs4 NmM dalga
boyunda absorbans degerleri 6lglilmiistiir.

5. ES ortalama degerlerinden EK ve SK’ya ait ortalama degerler ¢ikarilarak kalan

enzim aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde edilmistir.
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3.2.9. Zamana Gore Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Zamana gore enzim aktivitelerinin belirlenmesinde asagida verilen protokol
kullanilmistir (protokolde; ES: Enzim + Substrat, EK: Enzim kontrol, SK: Substrat
kontrol, K: Kontrol):

1. LB siv1 besiyerinde gece boyunca iiremis olan bakteri kiiltiirtiinden 100 ml hacimli
s1vi besiyerlerine %1 olacak sekilde (1000 pl) inokiile edilmis ve 37 °C’de orta
calkalama hizinda iiremeye birakilmislardir.

2. Inkiibasyonun baslangicindan itibaren her 12 saatte bir (0, 12, 24, 36, 48, 60, 72)
yetecek miktarda numune alinarak santrifiij edilmis (495 rpm, 10 dk) ve enzim
iceren hiicredisi s1v1 kisimlar (siipernatant) elde edilmistir.

3. Ornekler 3.2.5. bashig1 altinda verilen protokoliin 2-6. maddelerindeki islemler
aynen uygulanarak deneye alinmistir.

4. Ayni islemler herbir saat araliginda alinan bakteri spernatantlar1 ve herbir enzim
icin ayr1 ayri tekrarlanmigtir.

5. Ornekler oda sicakliginda birkag saat sogutulduktan sonra kontrol gruplar1 (K) kér
olarak kullanilmis ve diger tim Orneklerin spektrofotometrede ODs4 Nm dalga
boyunda absorbans degerleri 6lgiilmiistiir.

6. ES ortalama degerlerinden EK ve SK’ya ait ortalama degerler ¢ikarilarak enzim

aktivitelerinden kaynaklanan absorbans degerleri elde edilmistir.

3.2.10. Oransal Aktivite

Her {i¢ izolat LB besi ortaminda 24 saat siireyle iiretildikten sonra elde edilen
stipernatant kisimlar her ii¢ enzim ve substratlar1 kullanilarak optimum sicaklik ve
pH kosullarinda 30 dk siireyle reaksiyona sokulmuslardir. Reaksiyonun
sonlandirilmasini takiben 3’er ml DNS ilave edilen ve kaynar suda 5 dk bekletilen
tiim orneklere 3.2.5. baghigi altinda verilen protokoliin 8-9. maddelerindeki islemler
aynen uygulanarak absorbans degerleri elde edilmistir. En yiiksek ortalama
absorbans degerine sahip enzime ait deger %100 kabul edilmis ve diger iki enzimin

ortalama absorbans degerleri buna gére orantilanmastir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. CMCaz, Ksilanaz ve Likenaz Enzimlerini Ureten Bakterilerin izolasyonu

Adana ili smirlart igerisinde bulunan 6zel bir seradan alinan toprak numunelerinden
Bacillus sp. CS8, CS20 ve CS35 bakterilerinin izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izolatlar aerobik ortamda spor formlarindan ¢imlendirilmeleri sebebiyle Bacillus sp.
olarak tanimlanmislardir. Her ii¢ izolat da CMC, ksilan ve likenan igeren LB-agar
plaklarinda CMCaz, ksilanaz ve likenaz aktivitelerini gostermiglerdir (Sekil 4.1;
Cizelge 4.1). Her li¢ enzime ait aktivite zonlar1 gorsel degerlendirmeye alinmis ve

Bacillus sp. CS8 bakterisi ileri arastirmalar i¢in tercih edilmistir.

Sekil 4.1. izolatlarin farkli substratlar igeren besi ortamlarinda aktivite durumlari (A:

LB-Ksilan-Agar B: LB-CMC-Agar, C: LB-Likenan-Agar, D: LB-Nisasta-Agar)
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Cizelge 4.1. Izolatlara ait baz1 enzimlerin aktivite durumlar

Enzim Aktivite Durumlari

Izolat CMCaz Ksilanaz Likenaz a-Amilaz
Bacillus sp. CS8 + + + +
Bacillus sp. CS20 + + + -
Bacillus sp. CS35 + + + +

4.1.2. Bacillus sp. CS8 Enzimlerinin Kismi Karakterizasyonu
4.1.2.1. Enzimlerin Optimum Sicakhik Degerleri
Bacillus sp. CS8 izolat1 tarafindan iiretilen CMCaz, kasilanaz ve likenaz enzimlerine

ait optimum sicaklik degerleri her {i¢ enzim icin de 40 °C olarak belirlenmistir (Sekil

4.2).
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Sekil 4.2. Bacillus sp. CS8 bakterisi tarafindan sentezlenen CMCaz, ksilanaz ve

likenaz enzimlerine ait optimum sicaklik grafigi
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Bacillus sp. CS8 CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimleri 30-40 °C sicaklik
degerlerinde sirastyla %93.5, 88.5 ve 94.5 ortalama aktivite gosterirken, 50-80 °C
sicaklik degerleri arasinda ayni sirayla %45, 62 ve 42 ortalama aktivite
gostermislerdir. Bu veriler her ii¢ enzimin de daha ¢ok mezofil bir karaktere sapip
oldugunu, ksilanaz enziminin ise diger iki enzime gore sicakliga biraz daha toleransl
oldugunu gostermektedir. Her ii¢ enzim de 90 °C sicaklik degerinde az miktarda

aktivite gosterirken, 100 °C’de aktivitelerinin tamamin1 kaybetmislerdir.

4.1.2.2. Enzimlerin Optimum pH Degerleri

Bacillus sp. CS8 izolatlar1 tarafindan sentezlenen CMCaz ve likenaz enzimlerinin
optimum pH degerleri 7.0 olarak bulunurken, ksilanaz enziminin optimum pH degeri

6.0 olarak bulunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Bacillus sp. CS8 bakterisi tarafindan sentezlenen CMCaz, ksilanaz ve

likenaz enzimlerine ait optimum pH grafigi

Bacillus sp. CS8 CMCaz, ksilanaz ve likenazi 5.0-7.0 pH araliginda sirasiyla %73,
92 ve 84.5 ortalama aktivite gosterirken, 7.0-9.0 pH aralifinda aym sirayla %92, 77
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ve 90 oransal aktivite gostermislerdir. Bu veriler CMCaz ve likenazin daha c¢ok alkali
karaktere, buna karsilik ksilanazin ise asidik karaktere sahip oldugunu
gostermektedir. Izolat tarafindan sentezlenen her ii¢ enzim de genis bir pH araliginda

yiiksek aktivite gdstermistir.

4.1.2.3. Enzimlerin Sicaklik Stabiliteleri

Her ii¢ izolata ait stipernatant kisimlar 40-100 °C araliginda her 10 °C’de (40, 50, 60,
70, 80, 90 ve 100 °C) 15 dk siireyle 6n inkiibasyona tabi tutulmuslar ve sonrasinda

enzimatik aktivite seviyeleri belirlenmistir.

Bacillus sp. CS8 izolati tarafindan tiretilen CMCaz ve ksilanaz enzimleri 40 °C’de 6n
inkiibasyon sonrasinda aktivitelerinin tamamini korurken, likenaz enzimi 50 °C’de 6n
inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin tamamini korumustur. CMCaz, ksilanaz ve
likenaz enzimleri 70 °C’de 15 dk 6n inkiibasyon sonrasinda relatif olarak sirasiyla
%72, 82 ve 92 oranlarinda kalan aktivite gosterirken, 90 °C’de 6n inkiibasyon
sonrasinda %27, 34 ve 48 oranlarinda kalan aktivite gostermislerdir. Her {i¢ enzim de
100 °C’de on inkiibasyon sonrasinda aktivitelerinin Onemli bir kismim
kaybetmislerdir (Sekil 4.4). CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimleri 60-90 °C sicaklik
degerleri arasinda relatif olarak sirasiyla %63.5, 70.75 ve 76.25 ortalama relatif

aktivite gostermislerdir.
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Sekil 4.4. Bacillus sp. CS8 bakterisi tarafindan sentezlenen CMCaz, ksilanaz ve

likenaz enzimlerine ait sicaklik stabilite grafigi

4.1.2.5. Zamana Gore Enzim Aktiviteleri

Bakterinin iireme periyodunun her 12 saat araliinda alinan enzim numuneleri
kullanilarak yapilan analizlere gore Bacillus sp. CS8 bakterisine ait CMCaz ve
ksilanaz enzimlerinin bakteri inokiilasyonundan itibaren 36. saatte maksimum
diizeyde iiretildigi belirlenirken, likenaz enziminin 48. saatte iiretildigi belirlenmistir
(Sekil 4.5). Bakteri, inokiilasyondan itibaren 72. saatte CMCaz, ksilanaz ve likenaz

enzimleri i¢in sirastyla %72, 80 ve 92 oranlarinda aktivite gostermistir.
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Sekil 4.5. Bacillus sp. CS8 enzimlerine ait zaman/aktivite grafigi

4.1.2.6. Enzimlerin Oransal ve Spesifik Aktiviteleri

Bacillus sp. CS8 izolat1 tarafindan sentezlenen enzimlerin aktivite diizeyleri birbirleri
ile karsilagtinlmistir. Analiz sonucunda en yiiksek aktiviteye sahip olan ksilanazin
aktivitesi %100 olarak kabul edilmis, diger iki enzime ait aktivite diizeyleri bu seviye
tizerinden orantilanmistir. Hesaplama sonucunda elde edilen verilere gore likenaz ve
CMCaz enzimlerinin aktivite seviyeleri ksilanaz enziminin seviyesine gore sirasiyla

%79 ve 63 olarak belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimlerinin birbirlerine gore oransal aktivite

seviyeleri

Bacillus sp. CS8 CMCaz, ksilanaz ve likenazi enzimleri i¢in mg protein basina
spesifik aktivite degerleri swrasiyla 17.6, 22.7 ve 13.1 U/mg protein olarak

belirlenmistir.
4.1.2.7. Baz1 Kimyasal Maddelerin Enzimlerin Aktiviteleri Uzerine Etkisi

MnCl,, CaCl,, MgCl,, FeCls, ZnCl,, CuCl,, HgCl, ve EDTA son konsantrasyonlari 1
mM olacak sekilde enzim Orneklerine ilave edilerek enzim aktivitesi tizerindeki
etkileri arastirilmigtir. Higbir kimyasalin ilave edilmedigi kontrol grubunun aktivitesi
%100 kabul edilerek kimyasal maddelerin etkisi sonucu ortaya g¢ikan aktivite

diizeyleri bu deger ile karsilastirilmistir.

MnCl,, CaCl, ve MgCl, Bacillus sp. CS8 tarafindan iiretilen her {i¢ enzim igin de
aktivator olmustur. CMCaz enzimi lizerinde en fazla aktivator etkisini %153’liik oran
ile CaCl,, ksilanaz ve likenaz iizerinde ise sirasiyla %151 vel33’lik oranlar ile
MgCl,, gostermistir. HgCl, her ii¢ enzimi de kuvvetli bir sekilde inhibe ederken,
CuCl, CMCaz ve likenaz iizerinde hafif inhibisyon etkisi gostermistir. HgCl,
CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimleri tizerinde kontrol grubuna goére sirasiyla %88,
94 ve 83 oranlarinda, CuCl, ise %2, 43 ve 18 oranlarinda inhibisyon etkisi

gostermislerdir (Sekil 4.7, Cizelge 4.2).
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Sekil 4.7. Baz1 kimyasal maddelerin Bacillus sp. CS8 CMCaz, ksilanaz ve likenaz

enzimleri tizerinde etkisi

Cizelge 4.2. Bacillus sp. CS8 CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimleri lizerinde baz1

kimyasallarin etkilerinin oransal degerleri

Metal iyonlari (1 mM) CMCaz Ksilanaz Likenaz
Kontrol 100 100 100
MnCl, 134 127 131
CaCl, 153 122 127
MgCl, 143 151 133
FeCl; 103 89 116
EDTA 94 103 116
ZnCl, 115 104 68
CuCl, 98 57 82
HgCl, 12 6 17
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ZnCl, CMCaz ve ksilanaz enzimleri tizerinde aktivator etkisi gosterirken, likenaz
enzimi iizerinde inhibitdr etkisi gostermistir. FeCl; CMCaz ve likenaz enzimleri
lizerine aktivator etkisi gosterirken, ksilanaz lizerinde inhibitor etkiSi gostermistir.
Son olarak, EDTA ksilanaz ve likenaz enzimleri tizerinde aktivator etkiSi

gosterirken, CMCaz lizerinde inhibitor etkisi gostermistir.

4.2. Tartisma

Bu calisma ile CMCaz, likenaz ve ksilanaz aktivitelerine sahip Bacillus sp. CS8
bakterisi izole edilmistir. Benzer sekilde, seliilaz ve hemiseliilaz enzimlerini bir arada
tireten Bacillus suslar1 rapor edilmistir. Wolf vd. (1995) Bacillus subtilis 168 susu
genomundan ksilanaz, CMCaz ve likenaz enzimlerini kodlayan genleri izole
etmiglerdir. Seo vd. (2013) ise Kore yerli ke¢i irkinin rumeninden izole ettikleri
Bacillus licheniformis JK7 bakterisinin seliilolitik endoglukanaz ve B-glukosidaz
enzimleri ile hemiseliilolitik ksilanaz enzimini karakterize etmislerdir. Wolf vd.
(1995) B. subtilis 168 bakterisi genomunda bulunan bglS geninin kodladigi likenaz
enziminin sadece kendi substratini (likenan) hidroliz ederken, eglS geninin kodladigi
CMCaz enziminin CMC ve likenan (1,3-1,4-f-glukan) substratlarinin her ikisini de
hidroliz ettigini bildirmistir. Multifonksiyonellik sadece seliilaz enzimlerinin kendi
aralarinda degil, selilloz ve hemiseliilozu hidroliz eden enzimlerde karsilikli olarak
rastlanilan bir durumdur. Ozcan ve Ozcan (2001) B. subtilis RSKK243 susuna ait
CMCaz vyan etkili bifonksiyonel ksilanaz enzimini kodlayan geni bakteri
genomundan izole ederek E. coli, B. subtilis YB886, B. subtilis RSKK243 (yeniden),
B. subtilis RSKK244 ve B. subtilis RSKK246 suslarinda klonlamislardir. Bu
durumda, bu ¢alismada likenan substratinin Bacillus sp. CS8 CMCaz enzimince mi
hidroliz edildigi, yoksa kendi genomunda ayrica bir likenaz geni mi bulundugu
sorusunu akla getirmektedir. Ayn1 soru, CMCaz ve ksilanaz genleri arasinda da
diistintilebilir. CMCaz ve likenaz enzimlerinin ayni sicaklik ve pH optimum
degerlerine sahip olmalar1 ve diger sicaklik ve pH degerlerinde de birbirlerine yakin
oransal aktivite degerleri gostermeleri, aktivitelerin tek bir gen kaynagina
dayanabilecegi siiphesini gliglendirmektedir. Fakat CMCaz ve ksilanaz enzimlerinin
enzimatik 0zellikleri arasinda daha bariz farklar goriilmektedir. Bu durumda CMCaz

ve ksilanaz enzimleri arasinda bifonksiyonellik daha uzak bir ihtimal olarak
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diistiniilmektedir. Bunu ortaya ¢ikarmak, ya enzimlerin aminoasit sekanslarinin
belirlenmesi veya CMCaz ve likenaz enziminden sorumlu genlerin izole edilerek
CMCaz ve likenaz aktivitesi gostermeyen bir bakteride ayr1 ayri klonlanmasi ve
karsilikl1 substratlarda aktivite durumlarimin gosterilmesi, hatta daha net bir karar

verebilmek i¢in bu genlere ait baz dizilerinin belirlenmesi ile miimkiin olabilir.

pH analizleri Bacillus sp. CS8 CMCaz ve likenazlarinin optimum pH degerinin 7.0,
ksilanaz enziminin ise 6.0 oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Benzer pH optimum degerleri
daha once Bacillus subtilis K-18 bakterisince iiretilen selillaz enzimi (Irfan vd.,
2017), Bacillus licheniformis UEB CF bakterisince iretilen EG2 likenaz enzimi
(Chaari vd. 2012a) ve Paenibacillus sp. NF1 bakterisince iiretilen ksilanaz enzimi
(Zheng vd. 2014) igin de bildirilmistir. Bacillus’larca sentezlenen CMCaz, likenaz ve
ksilanaz enzimleri pH optimumlart bakimindan olduk¢a biiyiikk varyasyonlar
gosterebilmektedirler. Bacillus subtilis DLG endoglukanazi (Robson and Chambliss,
1984), Paenibacillus macerans ITIPSP3 ksilanazi (Dheeran vd. 2012) ve Bacillus sp.
likenaz1 (Goziikara ve Arikan, 2012) sirastyla 4.8, 4.5 ve 6.0 optimum pH degerleri
ile asidik karakterli enzimler olarak rapor edilmislerdir. Diger taraftan Bacillus sp.
HSH-810 endoglukanazi (Aygan vd. 2011) ve B. pumilus SV-205 ksilanaz1 (Nagar
vd. 2012) i¢in optimum pH degerleri 10.0 olarak bildirilmislerdir. Tabernero vd.
(1994) ise optimum pH’s1 7.5 olan alkalifilik Bacillus (N137) likenazinin 12.0 pH
degerinde %80’in iizerinde oransal aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Bir¢ok
endiistriyel islemlerde kullanilan seliilazlarin ekstrem pH degerlerinde aktivite
gosteriyor olmasi 6zellikle diger bakterilerce kontaminasyonun dnlenmesi agisindan
onemli oldugu vurgulanmistir (Dong vd. 2010). Diger taraftan, asidik karakterli
selillazlarin kullanim1 fiberlerin diisiik pH kosullarinda daha etkili bir sekilde
degredasyona ugramasi sebebiyle endiistriyel islemlerde de gerekli oldugu
bildirilmistir (Seo vd. 2013). Fakat ozellikle deterjan sanayi gibi endiistriyel
alanlarda yiiksek derecede alkali seliilazlarin kullanimi da gereklilik arzetmektedir.
Bu ¢alisgmada CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimleri 5.0-6.0 pH araliginda sirasiyla
ortalama %60, 92 ve 77 oranlarinda aktivite gosterirken, 8.0-9.0 pH araliginda
%88.5, 69.5 ve 85.5 oranlarinda ortalama aktivite gostermislerdir. Bu veriler CMCaz
ve likenaz enzimlerinin daha alkali bir karakter gosterirken, ksilanaz enziminin daha

asidik bir karakter gosterdigini ortaya koymaktadir. Daha ¢ok nétral pH civarinda
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optimum aktiviteye sahip olmalari, CS8 enzimlerinin bazi endiistriyel alanlarda
kullanimin kisitlayabilir.

Her ii¢ enzime ait sicaklik optimumu 40 °C olarak belirlenmistir. Optimum sicaklik
degerleri bakimindan her ii¢ enzim de mezofilik karakterlere yakin bir deger ortaya
koymuslardir. 50-70 °C sicaklik degerleri arasinda ortalama aktivite CMCaz,
ksilanaz ve likenaz enzimleri igin sirasiyla %53, 74 ve 49 olarak gergeklesmistir.
Enzimler, 80 ve 90 °C sicaklik degerlerinde ise ciddi aktivite kaybina ugramislardir.
CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimleri 80 °C’de 15 dk o6n inkiibasyon sonrasinda
aktivitelerini sirasiyla %57, 83 ve 71 oranlarinda korumuslardir. 50-80 °C sicaklik
degerleri arasinda her ii¢ enzim de yine aymi sirayla %80.25, 87.0 ve 89.25
oranlarinda ortalama kalan aktivite gostermiglerdir. Daha 6nce Bacillus subtilis
seliilaz1 igin 37 °C (Deka vd. 2011) ve Bacillus thuringiensis seliilaz1 i¢in 40 °C (Lin
vd., 2012) optimum sicaklik degerleri rapor edilmistir. Endiistriyel uygulamalarda
ozellikle 1s11 islem gerektiren proseslerde enzimlerin termo-stabilitesi oldukga
onemlidir. Bacillus sp. CS8 enzimleri 1s1l islem gerektiren endiistriyel proseslerde
arzu edilen aktivite performanslarmni gosteremeyebilir. Bu sorun, enzimlerin
tiretiminden sorumlu genlerin bakteri genomundan izole edilerek termofil bir
bakteriye aktarilmasi ve bdylece enzimlerin termo-stabilitelerinin artirilmasi ile
asilabilir. Zira Asan ve Ozcan (2007) Streptococcus bovis B-(1,3-1,4)-glukanaz
geninin termofilik bir bakteri olan S. salivarius subsp. thermophilus FI8976
bakterisinde klonlanmasi ile enzimin termo-stabilitesinin arttigini bildirmislerdir.
Boyle bir genetik modifikasyon enzimlerin termo-stabilitelerini artirabilecegi gibi,
klonlandiklar1 plazmid DNA’larin konukg¢u organizmadaki kopya sayilarina bagl

olarak enzim iiretim miktarlarinda da kayda deger bir artis meydana gelebilir.

CaCl,, MgCl, ve MnCl; her ii¢ enzim igin de aktivator olmuslardir. Ayrica ZnCl,
CMCaz ve ksilanaz, FeCl; CMCaz ve likenaz, EDTA ise ksilanaz ve likenaz
enzimleri i¢in aktivator olmuslardir. HgCl, ve CuCl; her ii¢ enzimin de aktivitesini

inhibe etmislerdir.

Yin vd. (2010) farkli konsantrasyonlarda Ca?*, Mg®* ve Mn®*" metal iyonlarmimn B.
subtilis YJ1 seliilaz enzimi iizerinde aktivatér etki gdsterirken, Hg®* iyonunun

kuvvetli inhibisyon etkisi gosterdigini bildirmislerdir. Shakoor vd (2013), Zn, Mg,
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Mn ve Ca iyonlarmin B. megaterium S3 seliillazi iizerinde aktivator etkisi
gosterdigini, Gaur ve Tiwari (2015) Bacillus vallismortis RG-07 seliilaz1 tizerinde
CaCl,, FeSO,4 ve M(Cl, metal iyonlarinin aktivator etki gosterirken, CuCl,, HgCly,
MnCl,, ZnSO, metal iyonlarinin inhibisyon etkisi gosterdigini bildirmislerdir.
Vijayaraghavan ve Vincent (2012) ise Ca**, Cu®*, Hg®*, Mg*" ve Zn*" iyonlari
Bacillus sp. CMCaz enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosterirken, Mn”"’un

aktivasyon etkisi gosterdigini bildirmislerdir.

Ksilanazlarin daha énce Mn?* (Sharma vd., 2013), MgCl, veya MgSO, (Khasin vd.,
1993; Gessesse, 1998; Gaur vd., 2015; Annamalai vd., 2009), ZnSO, (Gaur vd.,
2015), CaCl, (Gessesse, 1998; Annamalai vd., 2009; Gaur vd., 2015) tarafindan
stimiilasyonlar1 daha 6nce rapor edilmistir. Yine HgCl, ve CuCl; tarafindan ksilanaz
enzimlerinin  inhibisyonu da rapor edilmistir (Annamalai vd., 2009;
Ratanakhanokchai vd., 1999; Menon vd., 2010). Metal iyonlarinin ksilanaz aktivitesi
lizerine etkisi konusunda yapilan caligmalar kisitli sayidadir. Diger g¢alismalarda
EDTA’nin ksilanaz enzimi {iizerinde daha c¢ok inhibisyon etkisi gosterdigi
belirtilirken, bu c¢alismada ¢ok hafif bir aktivasyon etkisi gostermistir. Metal
iyonlarmin farkli kaynaklarca iretilen ksilanaz enzimleri {izerinde farkli etkiler
gostermesinin, metal iyonlarinin ksilanaz enzenzimlerinin sadece aktif bolgelerini
degil, non-katalitik substrat baglanma bolgelerini de etkilemelerinden kaynaklanmis
olabilecegi bildirilmistir (Ratanakhanokchai vd., 1999; Annamalai vd., 2009).

CMCaz ve ksilanaz enzimleri ile mukayese edildiginde likenaz enzimi {ireten
bakterilerin izolasyonu ve likenaz enzimlerinin karakterizasyonu iizerine yapilan
calismalar oldukca kisith sayida kalmaktadir. Metal iyonlarinin likenaz enzimleri
lizerine olan etkilerini arastirmak {izere yapilan az sayida c¢alisma i¢inde, Kim vd.
(2014) toprak metagenomiginden izole ettikleri ve Bacillus circulans WL-12 likenazi
ile yliksek derecede aminoasit sekans homolojisi gosteren likenaz enziminin
aktivitesinin MnCl,, MgCl,, CaCl, ve EDTA varliginda arttigini, CuSQO,4, ZnSQO, ve
FeCl; varliginda ise inhibe oldugunu bildirmislerdir. Yiicel (2017) izole ettigi
Bacillus sp. HY3 bakterisi tarafindan sentezlenen likenaz enziminin CaCl,, MCly,
FeCls, MnCl, ve EDTA tarafindan stimiile edilirken, ZnCl,, CuCl, ve HgCl,

tarafindan inhibe edildigini bildirmistir. Bu her iki ¢aligmadan bildirilen sonuglar
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CS8 likenaz1 i¢in elde edilen sonuglar ile biiylik benzerlik gostermektedir. Diger
taraftan Apiraksakorn vd. (2008) B. subtilis GN156 bakterisince iiretilen likenaz
enziminin aktivitesi lizerinde etkilerinin arastirdiklar1 CuSOy, CaCl,, FeSO,4, MgSQy,
MnSO, ve ZnSO,’lin tamaminin degisik oranlarda inhibisyon etkisi gosterdigini
bildirmislerdir. Metal iyonlar1 substrat ve enzimler ile interaksiyonlar yaparak enzim
aktiviteleri tizerinde bir etki gosterebildigi gibi, ayrica enzime substrat baglanma
bolgesi disinda baska bir bolgeden baglanarak da enzim  aktivitesini
etkileyebilmektedir (Riordan, 1977). Diger taraftan metal iyonlarinin enzim
katlanmalarin1 etkileyebilecegi ve bdylece enzimin substrata olan ilgisinin
degisebilecegi de bildirilmistir (Tejirian ve Xu, 2010). Biitiin bu olas1 etkilesimler
metal iyonlarinin farkli likenaz enzimleri {izerinde farkli etkiler olusturmasi ve
enzimlerin aktivitelerinde pozitif veya negatif yonde etkiler gostermelerine sebep

olabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Calismada elde edilen sonuglar agagida maddeler halinde verilmistir:

1. Calismada CMCaz, ksilanaz ve likenaz aktivitelerine sahip Bacillus sp. CS8

bakterisinin izolasyonu yapilmistir.

2. Izolat tafindan iiretilen enzimlerin kismi karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

3. Bacillus sp. CS8 izolatina ait her ii¢ enzimin de optimum sicaklik degerleri 40 °C

olarak bulunmustur.

4. Bacillus sp. CS8 CMCaz ve likenaz enzimlerinin optimum pH degerleri 7.0 iken

ksilanaz enziminin optimum pH degeri 6.0 olarak bulunmustur.

5. Her iki izolata ait enzimlerin 80 °C’de 15 dk On inkiibasyonlar1 sonrasinda

enzimler %63-78 arasinda degisen oranlarda aktivitelerini korumuslardir.

6. Izolatma ait CMCaz ve ksilanaz enzimleri en yiiksek aktivite seviyelerine
bakterinin besiyerine inokiilasyonundan itibaren 36. saatte ulasirken likenaz

enzimi 48. saatte ulasmustir.
7. CaCl,, MgCl, ve MnCl, Bacillus sp. CS8 izolati tarafindan iiretilen CMCaz,
ksilanaz ve likenaz enzimleri ig¢in genel aktivatoér olurken, HgCl, ve CuCl, ise

calisilan tiim enzimler i¢in kuvvetli bir inhibitér olmustur.

8. Bacillus sp. CS8 CMCaz, ksilanaz ve likenaz enzimleri igin spesifik aktivite

degerleri sirasiyla 17.6, 22.7 ve 13.1 U/mg protein olarak belirlenmistir.
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9. Bacillus sp. CS8 enzimleri arasinda ksilanaz enzimi en yiiksek aktivite degerlerine
sahip olurken, CMCaz ve likenaz enzimlerinin aktivite diizeyleri ksilanaz

enziminin aktivitesine gore sirastyla %79 ve 63 olarak belirlenmistir.

5.2. Oneriler

Calisma sonucunda 6ngoriilen oneriler asagida maddeler halinde verilmistir:

1. Seliilolitik enzimler basta hayvan besleme olmak {izere bir¢ok alanda yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bu enzimlerin mutagenesis yontemi ile enzim {retim

seviyeleri artirilabilir.

2. Genler farkli bakterilerde klonlanarak daha bol, daha saf ve daha ucuz bir sekilde

uretimleri hedeflenmelidir.

3. Enzimlerin iretiminden sorumlu genler Bacillus sp. CS8 genomundan izole
edilerek termofilik bakterilerde klonlanabilir ve bdylece enzimlerin termo-

stabiliteleri artirilarak endiistriyel kullanim i¢in uygun hale getirilebilirler.
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