T.C.
OSMANIYE KORKUT ATA UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YEM KATKISI SELULAZ ENZIMLERINI URETEN
TERMOFILIK Bacillus SUSLARININ IZOLASYONU ve
ENZIMLERIN KISMi KARAKTERIZASYONU

YUKSEK LiSANS TEZi

Harun Resit KILICER

BiYOLOJi
ANABILIM DALI

OSMANIYE
ARALIK - 2014



MANIYE K,
oo Op
4.

T.C.
OSMANIYE KORKUT ATA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

%,
B
v
c
. 2
I
&
&

\\‘o

YUKSEK LiSANS TEZi

YEM KATKISI SELULAZ ENZIMLERINI URETEN

TERMOFILIK Bacillus SUSLARININ iZOLASYONU ve
ENZIMLERIN KISMi KARAKTERIZASYONU

Harun Resit KILICER

BiYOLOJIi
ANABILIM DALI

OSMANIYE
ARALIK-2014



Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali
"12YLBYLO04" No'lu 6grencisi "Harun Resit KILICER" tarafindan "Yrd.Dog.Dr.
Bahri Devrim OZCAN" damsmanliginda hazirlanan "Yem Katkis1 Seliilaz
Enzimlerini Ureten Termofilik Bacillus Suslarmin izolasyonu ve Enzimlerin Kismi
Karakterizasyonu" baglikli bu c¢alisma asagida imzalari bulunan jiiri {yeleri

tarafindan oy birligi ile Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Yrd. Dog. Dr. Bahri Devrim OZCAN (Danisman) e

Dog. Dr. Hiisniye AKA SAGLIKER ...

Yrd. Dog. Dr. Makbule BAYLAN

Yukaridaki Jiiri karar1 Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Yonetim Kurulu'nun / / tarih ve / say1li karar1 ile

onaylanmuistir.

Doc. Dr. A. Ali GURTEN

Enstiti Midira

Bu ¢alisma Osmaniye Korkut Ata Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

OKUBAP-2013-PT3-0012 nolu proje ile desteklenmistir.

Bu tezde kullanilan 6zgiin bilgiler, sekil, ¢izelge ve fotograflardan kaynak géostermeden alinti yapmak

5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.



TEZ BILDIRIMI

Tez igindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, bu ¢alisma sonucunda elde edilmeyen her tiirlii bilgi ve ifade
icin ilgili kaynaga eksiksiz atif yapildigini1 ve bu tezin Osmaniye Korkut Ata
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak

hazirlandigini bildiririm.

Harun Resit KILICER



Universitesi : Osmaniye Korkut Ata Universitesi

Enstitiisii : Fen Bilimleri Enstitiisii
Anabilim Dah : Biyoloji Anabilim Dal
Tez Danismani - Yrd. Doc. Dr. Bahri Devrim OZCAN
Tez Tiru : Yiiksek Lisans
Tarihi : Aralik - 2014
Harun Resit KILICER

YEM KATKISI SELULAZ ENZIMLERINI URETEN TERMOFILIK
Bacillus SUSLARININ iZOLASYONU VE ENZIMLERIN KISMi
KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu calismada, Diizi¢i sinirlar igerisinde bulunan Haruniye Kaplicasindan toplanan
toprak numunelerinden ii¢ adet termofilik Bacillus sp. izolasyonu gergeklestirilmistir.
Izolatlar sirasiyla Bacillus sp HR-1, HR-2 ve HR-3 olarak isimlendirilmislerdir.
Seliilaz iiretimi, lireme periyodunun baslangicindan itibaren HR-1 ve HR-2 izolatlar
icin 72. saatte, HR-3 izolat1 i¢in ise 24. saatte maksimum diizeye ¢ikmistir. HR-1 ve
HR-2 seliilazlar1 optimum aktivitelerini 60 °C’de gosterirken, HR-3 seliilaz1 70
°C’de goOstermistir.  Bununla birlikte HR-1 ve HR-3 seliilazlar1 optimum
aktivitelerini pH 5.0’de gosterirken, HR-2 seliilaz1 pH 4.0’de gostermistir. Her li¢
enzim de 60 °C’de 30 dakika muhafaza edildiklerinde aktivitelerinin tamamini
korurken, daha yliksek sicaklik degerlerinde 30 dakika inkiibasyon sonucunda
aktivitelerini kaybetmeye baslamislardir. HR-1, HR-2 ve HR-3 bakterilerinin
enzimlerine ait spesifik aktiviteler 55 °C’de sirasiyla 34.1, 67.8 ve 112.3 U/mg

olarak belirlenmistir.

Anahtar  Kelimeler: Bacillus sp., p-1,4-glukanaz, selillaz, izolasyon,

karakterizasyon



University : Osmaniye Korkut Ata University
Institute - Institute of Natural and Applied Sciences

Science Programme : Department of Biology

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Bahri Devrim OZCAN
Degree Awarded : M.Sc.
Date : December — 2014

Harun Resit KILICER

ISOLATION OF FEED ADDITIVE CELLULASE PRODUCING
THERMOPHILIC Bacillus STRAINS AND PARTIAL
CHARACTERIZATION OF THE ENZYMES

ABSTRACT

In the present study, three thermophilic Bacillus strains were isolated from the soil
samples collected from the Haruniye Thermal Spring located in Diizigi. The isolates
were entitled as Bacillus sp. HR-1, HR-2, and HR-3, respectively. The maximum
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1. GIRIS

Enzimler biyolojik katalizorler olup canli hiicrelerde meydana gelen kimyasal
reaksiyonlarn  hizim  artiran fakat kendileri degisime ugramadan c¢ikan
biyomolekiillerdir. Kokeni yunanca "zymae" kelimesine dayanan, "hamur mayas1"
veya "eksi hamur" anlamina da gelen "enzimle" ilgili bilimsel arastirmalar 18. yy’da
gbzlenmeye baglamistir. Enzimle katalize olan reaktanlara substrat ad1 verilir ve her
enzim Ozel bir substrat i¢in veya bundan iiriin olusturmak icin olduke¢a spesifiktir

(Palmer, 1991).

Diger bir tanima gore enzimler; oksijen, hidrojen, karbon ve azottan olusan, kimyasal
tepkimelerde katalizor olarak gorev yapan, mikroorganizmalardan (bakteriler,
viriisler, mantarlar) salgilanan protein yapisinda olan molekiillerdir. Hemen hemen
her metabolik reaksiyon enzimler yardimiyla kontrol edilip hizlandirilir ve kontrol
edilir. Ayrica enzimler sulu ortamda etkili olup, genellikle su miktarinin %18'in

altinda oldugu ortamlarda ¢alismazlar (Bhat, 2000).

Her enzimin katalitik aktivitesinin en yiiksek seviyede oldugu bir sicaklik degerine
‘optimal sicaklik degeri’ denir. Bu degerden yiiksek sicakliklarda enzim yapisi
molekiil i¢i veya molekiiller aras1 baglarin kopmasi sonucu bozulmaya baglar. Aym
zamanda her enzimin en iyi ¢alistig1 bir pH araligi (optimum pH) da mevcuttur. Bu,
enzimin molekiil yapisimin pH daki degisime bagli olarak etkilenmesinden
kaynaklanmaktadir. Bazi maddeler ise enzimlerin aktif bolgelerinin engellenmesi
sonucu enzimin bozulmasini saglayarak, katalitik aktivitesini diisiirebilir, hatta

tamamen durdurabilir. Bu tiir maddelere ‘inhibit6r’ ad1 verilir (Aehle, 2004).
1.1. Seliiloz ve Seliilazlar
Seliiloz, yeryiiziinde en yaygin bulunan organik molekiil olup bitki ve alglerin hiicre

duvarlarinin yapisinda bulunmakla beraber, bazi hayvanlar ve bakteriler tarafindan

da tiretilmektedir (Lynd, vd., 2002).



Molekiiler diizeyde diiz bir polimer olan seliiloz, glikoz {initelerinin -1,4-glikozidik
baglarla baglanmasi sonucu olusmaktadir (Sukumaran vd., 2005) (Sekil 1.1).
Seliilazlar ise seliiloz molekiillerindeki B-1,4-glikozidik baglar1 hidrolize ederek

glikoz molekiillerini serbest birakan enzimlerdir (Nishida, vd., 2007).

Ho OH CH,OH

Sekil 1.1. Seliilozun molekiiler yapisi

Seliilolitik organizmalar, endoglukanazlar (B-1,4-D-glukan glukanohidrolaz; EC
3.2.1.4), ekzoglukanazlar (3-1,4-D-glukan sellobiyohidrolaz; EC 3.2.1.91) ve B-1,4-
D-glukosidazlar (sellobiaz veya B-D-glikozid glikozil hidrolaz; EC 3.2.1.21) olmak
tizere li¢ temel grup enzim tretirler (Ryu ve Mandels, 1980). Bu enzimlerden ilk ikisi
seliilozu oligosakkaritlere ve sellobiyoza pargalarken, B-glukosidaz sellobiyozu
glikoza parcalar (Shimada, vd., 1994). Genel olarak diger seliilolitik bakteriler gibi
Bacillus’lar da seliiloz ve diger B-glukan substratlara kars1 diisiik hidrolitik aktiviteye
sahiptir. Bununla Dbirlikte rekombinant DNA teknolojisindeki gelismeler
Bacillus’larin seliilolitik enzim kaynagi olarak yeniden revagta olmalarini saglamistir

(Uhlig, 1998).

Seliiloz genellikle kristalin selilloz ve daha az miktarda sekilsiz (amorf) seliiloz
zincirleri formunda mevcut olup, sekilsiz formu enzimatik par¢alanmaya daha

duyarhdir (Perez, vd., 2002).

Seliilazlar (Sekil 1.2) yaygin olarak bakteri ve diger mikroorganizmalar tarafindan
tretilir. Bakteriler mantarlara gore daha hizli biiylime oranina sahip olmalar

sebebiyle daha fazla seliilaz tiretme potansiyeline sahiptirler (Sethi, vd., 2013).



Sekil 1.2. Seliilaz enziminin sematik modeli

Seliilozik materyallerin enzimatik hidrolizi {izerine gerceklestirilen biyoteknolojik
islemler giiniimiizde oldukca artmistir. Yenilenemeyen kaynaklarin gittikce azalmast;
selilozu gida, enerji, yakit ve diger iiriinler i¢in temel ham materyal haline

getirmistir (Krishna, vd., 2000).

1.1.1. Seliilazlarin Baz1 Uygulama Alanlarn

Seliilazlarin biyoteknolojide kullanilmaya baglamalart 1980°li yillarin baglarinda
baslamis olup ilk uygulama hayvan yeminde gerceklestirilirken bunu gida endiistrisi
izlemistir. Sonraki yillarda da enzimlerin kullanim alan1 daha ¢ok tekstil, ¢amasir

deterjan1 ve kagit endiistrilerinde yogunlasmaya baslamistir (Wolfgang, 2004).

Selillaz enzimlerinin yiiksek spesifikligi, toksisitesinin olmamasi, biyobozunur
olmasi ve optimum pH, sicaklik, basing gibi 6zelliklerinin 1limli araliklarda olmast

inorganik katalizorlere gore daha avantajli olmasini saglamaktadir (Taylor, 1991).

Ulkemizde tahil iiretiminin yaygimn olmasi, iiretilen arpa, yulaf gibi yiiksek seliiloz
icerikli yem hammaddelerinin, sap ve saman gibi bitkisel artiklarin tarimsal {iretim
sonucu biiyiik miktarlarda ortaya c¢ikmasi, bunlarin ekonomik bir sekilde
degerlendirilmesini zorunlu kilmaktadir (Ozcan, vd., 1994). Bu sebeple basta
Bacillus’lar olmak tizere mikroorganizmalarca iiretilen seliilaz enzimleri, yiiksek

diizeyde seliiloz iceren yemlere ilave edilerek sindirimlerinin artirilmasina yardime1

3



olabilir (Gado, vd., 2007; Azzaz, 2009; Murad ve Azzaz, 2010). Silaja seliilaz
enzimlerinin ilavesi ile silajin sindirilebilirliginde kayda deger bir artis saglandig1 da
bildirilmistir (Van Vuuren, vd., 1989; Ridla ve Uchida, 1993). Yine karisik bagh
beta-glukanaz enziminin (B-(1,3-1,4)-glukanaz, likenaz) kanatli rasyonlarinda
kullanimi, kanatlilarda yapiskan diski adi verilen ve arpa gibi yiiksek seliiloz i¢eren
yemlerin olusturdugu sorunun ortadan kalkmasini saglamaktadir. Bazi uygulamalar
ayrintili olarak incelendiginde ¢ok farkli kullanim alanlarinin oldugu goriliir

(Kirkpinar ve Basmacioglu, 2001).

1.1.1.1. Gida Endiistrisinde Seliilazlar

Seliilaz enzimleri son yillarda gida endiistrisinde yaygin bir kullanim potansiyeline
sahip olmustur. Bu uygulamalardan bazilar1 agagida maddeler halinde verilmistir:

a) Tohumlardan yag ve meyve suyu ekstraksiyonunda,

b) Meyve sularinin berraklastiriimasinda,

c) Tahillarin homojen olarak su ¢ekmesini saglamak ve yeterince islanmasinin
artirilmasinda,

d) Soya sosu gibi fermente soya gidalarin iretiminde soyanin dis zarinin
uzaklastiriimasinda,

e) Kokonat ve soya fasulyesinden protein izolasyonunda.

f) Musir ve tath patatesten nisasta tiretiminde.

g) Sindirimini artirmak amaci ile yosunlarin jelatinizasyonunda.

h) Su yosunlarindan agar ekstraksiyonunda.

1) Gida katki maddesi olarak kullanilan o6giitiilmiis lignoseliillozik materyalin
pargalanmasinda.

j) Seliilozik atiklardan ¢oziiniir seker, glikoz ve sellooligosakkarit iiretiminde.

k) Bioetanol {iretimi i¢in substrat eldesinde.

I) Kurutulmus sebze ve gorba karisimlarinin geri sulandirilmasinin artirilmasinda.
m) Polisakkarit, protein, enzim ve tat verici maddelerin agiga ¢ikisin1 kolaylastirmak
amaciyla bitki hiicre duvarlarinin uzaklastiriimalarinda kullanilmaktadir (Bhat ve
Bhat, 1997).



1.1.1.2. icecek ve Sarap Endiistrisinde Kullanim

Seliilaz enzimleri sarap yapiminda bitki hiicrelerindeki polisakkarit duvarlarinin
hidroliz edilmesiyle yiizeylerinin yumusatilmasini saglamakla birlikte, liziimlerin
renk ekstraksiyonunda kullanilarak kalite, filtrasyon ve aritma islemlerinin
gerceklesmesinde kullanilir. Rekombinant mayalardan elde edilen $-1,3 ve p-1,4
glukanazlar saraplarda aroma artistnin  saglanmasi, biranin  filtrasyonunun
kolaylastirilmas: ve diisiik kalite arpada bulunan B-1,3 ve B-1,4 glukanin hidrolize
edilmesinde kullaniimaktadirlar (Bhat, 2000).

1.1.1.3. Hayvan Yemi Endiistrisinde Kullanim

Seliilazlar evcil hayvanlar ve balik giftliklerinde kullanilmasinin yaninda kiimes
hayvanlari, domuzlar ve gevis getiren hayvanlar tarafindan tiiketilen hayvan yemleri
endistrisinde kullanilmaktadir. Diinyada son zamanlarda yemlerin besleyici
ozelligini, gevis getiren hayvanlarin siit verimini ve viicut agirligimi artirmak igin
selillaz ve hemiseliilazlar1 fazla miktarda iceren enzim preparatlarini kullanmaya

kars1 biiylik miktarda bir ilgi duyulmaya baslanmastir.

Seliilaz enzimleri 6zellikle ruminant ve monogastrik hayvanlarin beslenmesi basta
olmak fizere, yemlerin sindirilebilirliginin artirllmasinda kullanilmaktadir. Diger
taraftan, lignoseliilozik materyallerin 6n islemden geg¢irilmesinde, hububatlarin
kabuklarindan arindiriimasinda, ruminant ve monogastrik hayvanlarin seliilozdan
yararlanmalarint artirmak i¢in silaj yapiminda ve yemlerin saklanmasinda
kullanilmaktadir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.1.1.4. Tekstil Endiistrisinde Kullanimm
Seliilaz enzimlert;

a) Kumaslardan boyanin fazlasini almada (biostoning),

b) Bir¢ok yikama sonunda pamuk kumaslardan ¢ikan mikrofibrillerin giderilmesinde,



c) Pamuk ya da pamuklu kumaslarin yikanmasi, renk parlakliginin arttirilmas: ve

yumusakliginin geri kazandirilmasinda kullanilir (Bhat ve Bhat, 1997).

1.1.1.5. Deterjan Endiistrisinde Kullanim

Seliilazlar diger hidrolazlarin yaptigi gibi lekeleri 6ziimlemediklerinden dolayi
deterjan enzimleri tarihinde bir doniim noktas1 olmuslardir. Bunun yerine seliilazlar
leke  pargaciklarimin  uzaklagtirllmas:t  i¢in ~ pamugun  mikrofibrillerini
pargalamaktadirlar. Alkalin pH’daki deterjanlarin stabilitesi deterjan enzimi igin
gereklidir (Shirai vd., 2001). Alkalin seliilazlarin kesfi ile ¢amasir deterjanlarina
karistirilarak kullanilmasi enzimin yeni bir uygulama alanini olusturmustur
(Horikoshi, 1999). Alkalin seliilaz, pamuklulardan topragin uzaklastiriimasinda etkili
olup, pamuk liflerini par¢alamamaktadir (Kiran vd., 2006). Seliilazlar hem temizleme
performansini artirmakta hem de kumasin onarilmasina katki saglamaktadir. Diger
yandan kumaslarin onarim etkisi yiizey tiiyli olarak goriinen ve/veya kumasin renk
tonunu etkileyen ve gozle goriilebilecek biiyiikliikkte olan fragmentler gibi biiyiik
seliiloz lif fragmentlerinin uzaklastirilmasiyla ilgilidir. Bu lif fragmentleri kumasa
yipranmig, eskimis bir goriintii verir ve onlarin uzaklastirilmasiyla gencglestirme

islemi yapilmis olur (Schafer vd., 2007).

Gliniimiizde yiiksek aktiviteli modern deterjanlarin aktivitelerini daha fazla arttirmak
amaciyla karisima lipaz, seliilaz, amilaz, proteaz gibi bir veya daha fazla enzimin

karistirilmasi s6z konusudur (Singh vd., 2001).

1.1.1.6. Kagit Endiistrisinde Kullanimi

Kullanilmis kagitlar, gazete kagitlart ve ambalaj kagitlar1 geri doniisiim i¢in énemli
bir kaynaktir. Kagitlardaki miirekkeplerin enzimatik yolla uzaklastiriimasi,
giiniimiizde kimyasal uygulamanin yerini almis durumdadir (Schafer vd., 2007). Bu
sebeple seliilazlar kagit endiistrisinde kagit fabrikalarinin drenajlarinin agartilmasi,
kagitlardan miirekkebin uzaklagtirilmasi, kagidin mukavemet o6zellikleri ve kaba

mekanik kagit hamurunun modifikasyonu i¢in biyomekanik hamurlagtirmada
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kullanilmaktadirlar.  Aynt  zamanda kartonlarin ~ biyolojik  pargalanmasin
kolaylastirmak da seliilazlarin bir diger uygulama alanidir. Seliilolitik enzimler
temizlik kagitlar1 ve kagit havlularin daha yumusak olmasi igin de
kullanilmaktadirlar (Sukumaran vd., 2005). Ayrica seliilazlar kabuk soyma, liflerin
ozelliklerinin degistirilmesinde ve ¢oziinebilir hamur iiretiminde kullanilabilmektedir

(Karademir vd., 2002).

1.1.1.7. Diger Alanlarda Kullanimi

Biyoyakit iretimi i¢in glinimiizde en yogun arastirmalarin gergeklestirildigi en
onemli uygulama alani lignoseliilozik atiklarin kullanimidir. Seliilaz enzimleri,
seliilozik materyallerin glikoz ve diger fermente edilebilir sekerlere ¢cevrimi ile etanol
gibi cesitli fermantasyon {irlinlerinin ya da tek hiicre proteinlerinin iretilmesi
amaciyla yikiminda kullanilmaktadirlar (Sukumaran vd., 2005). Ayrica zirai ve
endiistriyel  atiklarin  enzimatik  sakkarifikasyonunda  da  seliilazlardan

faydalanilmaktadir (Kiran vd., 2006).

1.2. Termofilik Bakteriler ve Bacillus Cinsi

Termofilik bakterilerin yagam alanlari, sicak su kaynaklar1 ve kaplica gibi dogal ve
insan yapimi tiim karasal ve denizel sicak c¢evrelerdir. Termofilik organizmalar
optimum olarak 50-80 °C sicaklik araliklarinda gelisim gosterirler (Vieille ve Zeikus,
2001). Bu mikroorganizmalarca iiretilen enzimler, yiiksek sicaklik kosullarinda
aktivite gostermelerinden dolayr endiistriyel uygulamalarda siklikla tercih

edilmektedirler (Gaur, vd., 2012).

Bacillus genusu diiz ya da diize yakin hiicreler olup uygun olmayan sartlarda spor
olusturma yetenegindedirler. Genelde gram pozitif olup aerobik veya fakiiltatif
anaeropturlar. Bacillus genusunun koloni morfolojisi g¢esitlilik gostermekte olup
geneli beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi tiirlerinde sari, pembe,
portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanmaktadir (Buchanan

ve Gibbons, 1974).



Bacillus'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunmaktadir. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalabilmekle birlikte genellikle 35-37 °C’de ve pH
7.0 civarinda tireme gostermektedirler. Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy
Agar, Brain Heart Infusion ve Kanli Agar gibi besiyerlerinde oldukca iyi
tiremektedirler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol i¢eren; nitrojen
kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda cok iyi gelisim

gostermektedirler (Taubman, 1992).

Bacillus genusunun tipik habitatlar1 toprak olmasina ragmen dogada genis olarak, siit
ve siit tirlinlerinden hava, su ve yiyecek gibi bir¢ok ortamdan elde edilebilmektedirler
(Robinson ve Lehninger, 1985).

Bacillus’lar a-amilaz, proteaz, B-glukanaz, ksilanaz, likenaz ve diger birgok donemli
endiistriyel enzimler ile insektisit ve antibiyotik gibi biyomolekiillerin {iretim
kaynagidirlar (Priest 1977; Horikoshi, 1996). Bacillus cinsine ait termofilik
bakterilerin yayilimi siklikla tartisilmigtir. Izole edilen termofilik bakterilerden
sadece birkagimin genotipik ve fenotipik cesitliligine gbére tam olarak termofilik

Bacillus sp. suslarini karakterize ettigi bildirilmistir (Mora, vd., 1998).

Bu tezin amaci, Osmaniye ili Diizi¢i ilgesi sinirlari igerisinde bulunan Haruniye
Kaplicasi’ndan toplanan toprak numunelerinden termofilik Bacillus sp. suslarinin
izolasyonu ve bu izolatlar tarafindan fretilen seliilaz enzimlerinin kismi

karakterizasyonlaridir.

Bu tezin kapsami ise asagida maddeler halinde verilmistir;

* Farkli ortamlardan toprak orneklerinin alinmast,

* Elde edilen numunelerin 80 °C’de 10 dk inkiibe edilerek vegetatif hiicrelerin
6lmesi (pastorizasyon),

* Numunelerin LB ve L gibi zengin besiyerlerine aktarilarak bakteri sporlarinin

¢imlenmesinin saglanmasi,



* Zengin sivi besiyerlerinde ¢imlenen bakterilerin kati besiyerlerine aktarilarak
koloni olusturmalarinin saglanmast,

* Tek tek segilen kolonilerin CMC igeren kati besiyerlerine ekilerek seliilaz
aktivitesine sahip izolatlarin belirlenmesi,

* Bakterilere ait seliilaz enzimlerinin DNS yontemi ile fiziksel ozelliklerinin
(optimum pH, optimum sicaklik, sicaklik direnci, zamana gore enzim aktivitesi vb.)
belirlenmesi,

* SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) ile seliilaz

aktivitesine sahip izolatlarin toplam protein bant profillerinin incelenmesi.



2. ONCEKI CALISMALAR

Greaves (1971), Bacillus polmyxa’nin seliilaz sentezi lizerine yaptigi c¢alismada,
selillazin hiicre dis1 sentezlenen bir enzim oldugunu ve bu enzimin hiicrelerden

ekstrakte edilebilecegini bildirmistir.

Knosel (1971), Bacillus cinslerinin aerobik ya da fakiiltatif tiirlerine ait spor
formlarini karsilastirmis ve bu tirlerden Bacillus brevis, Bacillus firmus, Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus polmyxa ve Bacillus

cereus’un seliilolitik aktiviteye sahip cinsler oldugunu gostermistir.

Robson ve Chambliss (1984), Bacillus sp.’den iiretilen seliilaz enziminde aktivite
tayinini yapmiglar ve sonugta maksimum seliilaz aktivitesin pH 4.8 ve 58 °C

sicaklikta gergeklestigini bildirmislerdir.

Ito (1997), izole ettigi alkalifilik Bacillus KSM-635 susundan saflastirdigi alkalin
selilaz enziminin deterjan endiistrisi i¢in kullanilabilir bir enzim oldugunu

bildirmistir.

Hakamada, vd. (1997), izole ettikleri Bacillus sp. KSM-S237 susunun pH 9.0-12.0
pH ve 10-40 °C sicaklik araliklarinda gelistigini bildirmislerdir. Bu sus tarafindan
tiretilen selillazin ise 40 °C de ve pH 9.0’da en iyi aktiviteyi gosterdigini

belirtmislerdir.

Singh ve Kumar (1998), Bacillus brevis VS-1’den seliilaz enzimi elde etmek {izerine
yaptiklar1 bir calisma sonucunda enzim aktivitesi i¢in optimum pH’nin 5.5 ve
sicakliginin ise 37 °C oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda da enzim aktivitesinin

bazi agir metallerle (Hg) inhibe edildigini de belirtmislerdir.

Krishna (1999), B. subtilis’ten seliilaz enzimi iiretimini kat1 faz fermantasyonuyla
gerceklestirmigler ve ortam pH’si, substrat, nem, parga biyiikligi, inkiibasyon

sicakligr ile karbon ve azotun enzim iiretimine etkilerini ¢alismiglardir. Bunun
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sonucunda muz atiklarindan yani lignoseliilozik kiitleden elde ettigi B. subtilis’in

seliilozu parcalayabilecek en iyi kaynaklardan biri oldugunu degerlendirmislerdir.

Krishna, vd. (2000), seliilozun enzimatik hidrolizi i¢in yaptiklar1 caligmalarda seliilaz
salgilayan mikroorganizmalarin ortama dogrudan ilave edilmesini denemisler ancak
elde edilen verimin diisiik oldugunu gérmiislerdir. Bununla birlikte, seliilazin seliiloz
ile dogrudan muamelesinin ¢ok daha iyi bir ¢6ziim oldugunu ortaya koymuslar ve
pek c¢ok mikroorganizmanin seliillaz enzimi {iretme yeteneginde oldugunu

gostermislerdir.

Hoshino, vd. (2000), Bacillus sp. KSM-635 susundan alkalin seliilaz enzimini izole
edip, bunun deterjan alaninda kullanilip pamuklu giysilerden kirlerin uzaklagtirilmasi

tizerine ¢alismislardir.

Mawadza, vd. (2000), iki adet Bacillus susundan tiretilen seliilaz1 karakterize ederek,
her iki enzimin de molekiil agirliginin 40 kDa oldugunu belirlemislerdir. Ayrica
enzimlerin optimum aktivitelerinin pH 5.0-6.5’de ve sicakliklarinin ise 65 ve 70

°C’de gosterdiklerini belirlemislerdir.

Gorska, vd. (2001), seliilozik bakterileri elektron mikroskobu yardimiyla inceleyerek
gesitli caligmalar yapmuglar ve bunun sonucunda Bacillus polymyxa tarafindan

seliilaz enzimi iiretiminin oldugunu belirlemislerdir.

Kotchoni, vd. (2003), seliilaz iiretimi i¢in yapilan bir diger ¢alismada kimyasal
mutajenlerle muameleden sonra Bacillus pumilus’un bir mutantinin oldugunu
belirlemislerdir. BpCRI 6 olarak adlandirdiklar1 bu mutantin seliilaz enzimi
iiretebilme yetenegi i¢in se¢misler ve optimum iireme sartlarinin (pH 6.5, 25 °C ve 1
mM Ca) BpCRI 6 tarafindan iiretilebilen seliilaz enzimi miktarinin diger muamelesiz

tiirden dort kat daha fazla oldugunu ortaya koymuslardir.

Zhang, vd. (2004), tarafindan yapilan g¢alismada alkali Bacillus susundan etanol

muamelesiyle elde ettikleri ham multienzimin saf kiiltiir ile benzer oOzellikler
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sergiledigini, proteaz iiretimini azalttigini, nigasta ve seliilozu kendiliginden ¢6zerek

pargaladigini ortaya koymuslardir.

Singh, vd. (2004), Bacillus sphaericus JS1 susundan alkali seliilaz (CMCaz) enzimi
izole ederek enzimin iiretimini ve karakterizasyonunu ¢alismislardir. Enzimin SDS-
PAGE analizinde molekiiler agirliginin 42 kDa oldugunu saptamig ve enzimin
termostabilitesini 60-70 °C araliginda, pH stabilitesini 8.0-10.0 araliginda ve

hidrolitik kapasitesi a¢isindan da deterjan sanayi i¢in uygun oldugunu belirtmislerdir.

Cakmar (2005), farkli ortamlardan ayirimi yapilan asirt halofilik bakterilerden
protein profilleri ve bu bakterilerin selillaz enzim aktivitelerinin Ol¢lilmesini
arastirmistir. Tuzkdy Tuz Maden’inden ayrimi yapilan ve daha onceki ¢aligmalarda
kalitatif olarak seliilaz aktivitesi gosterdigi saptanan 4TK 1, 2TK2 ve 2TK3 suglarinin
seliilaz aktivitelerini bu g¢alismada kantitatif olarak saptamigtir. Aktivite tayini
yapabilmek i¢in bu suslar1 %25 ve %10’luk NaCl iceren s1v1 besiyerinde liretmistir.
0.5-4.0 M arasinda degisen konsantrasyonlarda NaCl kullanmis ve seliilazin 2.5 M
NaCl konsantrasyonunda maksimum aktivite gosterdigini belirlemistir. %10 NaCl
igeren besiyerinde lireyen suslarin, %25 NaCl iceren besiyerinde iireyen suslara gore
daha yiiksek aktivite gosterdigini, en fazla aktiviteyi ise 2TK2 susunun gosterdigini
bildirmistir.

Akita, vd. (2005), Bacillus halodurans C-125 susundan izole edilen seliilaz
enziminin ince tabaka kromatografisi analizinde endo Ozellik gosterdigini
bulmuslardir. Enzimin optimum aktivitesini 60 °C ile pH 6.0-8.0’de gosterdigini
bildirmislerdir. Enzimin aktivitesini 50 ve 60 °C’de 2 saatlik inkiibasyondan sonra
%100 korudugunu saptamiglar, molekiiler agirligmi ise 31 kDa olarak

belirlemislerdir.

Kim, vd. (2005), alkalifilik Bacillus sp. susu HSH-810’dan alkali seliilaz izolasyonu
yapmiglar ve enzimin pH 10.0’da ve 50 °C’de optimum aktivite gosterdigini,

molekiiler agirliginin ise 80 kDa oldugunu bildirmislerdir.
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Heck, vd. (2005), Bacillus coagulans BL69 tarafindan iiretilen seliilaz enziminin
aktivite gosterdigi sartlarin bulunmasi amaciyla yapilan bir ¢alismada, enzimin 4.5-
10.0 pH ve 47-75 °C sicaklik araliginda optimum aktivite gosterdigini, Co, Mn ve -
merkaptoetanoliin stimiile edici, Fe, Cu, Ca, Zn, Ba, Mg ve EDTA’nin ise inhibe

edici etki gosterdiklerini bildirmislerdir.

Sukumaran, vd. (2005), mikrobiyal selillaz enzimlerinin iiretimin silirecini ve
uygulamalar1 sirasinda karsilagilan zorluklar1 degerlendirmis, seliilozik materyalin
mikrobiyal atiklardan daha yiiksek miktarlarda, daha ucuz maliyetle nasil elde
edilebilecegini, enzim aktivitelerinin toleranslarinin ve dayanikliliklarin gelistirilmesi

gerektigini vurgulamislardir.

Bischoff, vd. (2006), Bacillus licheniformis’den elde ettikleri endoglukanaz
enziminin molekiil agirliginin 37 kDa oldugunu bildirmislerdir. Enzimin optimum
aktivitesini 65 °C’de gosterdigini, 1 saatlik inkiibasyon isleminden sonra ise 60 °C’de
daha stabil oldugunu ve %90’dan fazla aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.
Enziminin optimum aktivitesini pH 6.0’da gosterdigini, pH 10.0°da ise aktivitesinin

%60’1m1 kaybettigini bildirmislerdir.

Kiran, vd. (2007), topraktan seliilaz enzimi iireticisi olan 42 tane Bacillus susu izole
etmisler, iireme, sicaklik ve pH araligi, enzim iiretme yetenegi ve enzim sentezinin
gerceklestigi sicaklik ve pH araliklari bakimindan en iyi sonucu Bacillus B23
susunun verdiginin bildirmislerdir. Bu susun enzim iiretimini besi ortaminda test
etmisler ve en yiliksek seliilaz tiretiminin 42 °C’de ve pH 8.5’de gergeklestigini de
belirtmislerdir.

Aygan (2008), haloalkalofil Bacillus sp. izolasyonu ile amilaz, seliilaz ve ksilanaz
enzimlerinin liretimini ve karakterizasyonunu yaptig1 ¢caligmalarda amilazin optimum
aktivitesini 150 °C sicaklik ve pH 10.5°de, seliilaz enziminin 50 °C sicaklik ve pH
11.0 de, ksilanaz enziminin ise 40 °C sicaklik ve pH 6.0’da gosterdigini bildirmistir.
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Jo, vd. (2008), piring kabugundan yararlanarak Bacillus amyloliquefaciens’ten
karboksimetilseliillaz (CMCaz) sentezini ger¢eklestirmiglerdir. Bu kiiltiirin CMCaz
iretimi i¢in optimum gelisme kosulunu 37 °C sicaklik ve 6.8 pH degeri olarak

bulmuslardir.

Coskun (2010), Van Go6li, Tuz Golii ve Adana’da yerelmasi yetistiriciligi yapilan
topraklardan a-amilaz, ksilanaz ve CMCaz iireten alkalifilik, halofilik ve termofilik
Bacillus sp. suslarinin izolasyonu ve karakterizasyonunu gergeklestirmistir.
Alkalifilik Bacillus sp. VA-24 susunun irettigi o-amilaz enziminin molekiiler
agirhgini yaklasik 120 kDa, sicaklik ve pH optimumunu sirasityla 90 °C ve 11.0
olarak belirtmistir. Enzim 100 °C’de muhafaza edildiginde de aktivitesinin tamamini
korudugunu belirtmistir. Halofilik Bacillus sp. TGB-3 susunun yaklasik 52 ve 48
kDa molekiiler agirligina sahip ksilanaz ana aktivitesi ile molekiiler agirligi yaklasik
123 kDa amilaz yan aktivitesine sahip iki enzim irettigini bildirmistir. Halofilik
ksilanaz enziminin sicaklik ve pH optimumunu sirasiyla 60 °C ve 7.0 olarak tespit
etmistir. Arastirici ksilanaz enziminin termostabilitesini 70 °C’ye kadar kararli olarak
gozlenirken, halofilik a-amilaz enziminin optimum sicakligi ve pH’s1 ise 50 °C ve
7.0 olarak bildirmistir. Adana’da yerelmasi yetistiriciligi yapilan topraklardan izole
edilen termofilik Bacillus sp. YET-1 susunun ise irettigi CMCaz enziminin
molekiiler agirligini yaklasik olarak 48 kDa olarak bulmus ve CMCaz enziminin
termostabilitesini 90 °C’ye ulastigini, optimum sicaklik ve pH’sinin ise sirasiyla 50

°C ve 7.0 oldugunu bildirmistir.

Das, vd. (2010), CMCaz aktivitesini belirlemek i¢in kongo kirmizisi boyama metodu
ile kullandiklar1 ¢alismada, elde ettikleri enzimin en iyi aktivitesini pH 8.0 ve 51 °C

sicaklikta gosterdigini bildirmislerdir.

Rastogi, vd. (2010), Geobacillus sp. WSUCFL1 ve Bacillus sp. DUSELR13’ten izole
ettikleri CMCaz’in optimum ¢alisma pH’sin1 iki enzim ic¢in de 5.0 oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica WSUCF1 enziminin optimum sicakliginin 70 °C, DUSELR13
enziminin ise 75 °C oldugunu, WSUCF1 ve DUSELR13 enzimlerinin 24 saat siireyle
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70 °C inkiibasyondan sonra sirasiyla %89 ve %78 kalan aktivitelere sahip olduklarini

belirtmislerdir.

Shanmughapriya, vd. (2010), Maribobacter sp.’den elde ettikleri seliilaz enziminin
maksimum aktivitesini 27-35 °C araliginda ve pH 9.0’da gosterdigini belirtmislerdir.
Aragstiricilar enzimin 37 °C’ye kadar stabil kaldigini, 40 °C’den yiiksek sicakliklarda

ise hizlica inaktive oldugunu belirtmislerdir.

Yang, vd. (2010), izole ettikleri yiiksek seliilaz aktiviteli bakteriyi 16S rRNA ile
morfolojik olarak tanimlamislardir. B.  subtilis 115 olarak isimlendirdikleri
bakteriden izole ettikleri enzimin maksimum aktivitesini 60 °C sicaklik ve pH 6.0’da
oldugunu gostermislerdir. Enzimin 65 °C’de 2 saatlik inkiibasyondan sonra orijinal
CMCaz aktivitesininin %90’indan fazlasin1 koruyarak oldukga stabil oldugunu da
belirtmislerdir. Son olarak arastiricilar selillaz genini (cell15), Escherichia coli
BL21’e klonlamiglardir.

Annamalai, vd. (2011), B. licheniformis AUO1 susundan elde ettikleri halostabil,
termostabil CMCaz enziminin molekiiler agirliginin 37 kDa oldugunu ve optimum
aktivitesinin 9.0-10.0 pH ile 50-60 °C sicaklik araliklarinda gergeklestirdigini, %20-
30 NaCl konsantrasyonunda ise yiiksek bir aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.
Arastiricilar ayrica enzim aktivitesinin Hg?*, Fe?* ve EDTA ile inhibe olurken, Co**,
Mn?*, Mg?* ve Ca*" ile arttigin1 da belirtmislerdir.

Andriani, vd. (2011), Kirpi balig1 olarak da bilinen Takifugu rubripes’den izole
ettikleri B. subtilis TD6 susundan selillaz enzimini drettikten sonra %80
doygunluktaki amonyum stilfat ile saflagtirmislar ve substrat olarak CMC kullanip
bunun sonucunda da 6.0 pH ve 50 °C sicaklikta seliilaz enziminin optimum aktivite

gosterdigini belirtmislerdir.

Korpole, vd. (2011), ¢op ekosistemindeki karboksimetil seliilaz iireticisi
Bacillus’larin filogenetik yayilimi ve karakterizasyonu {iizerinde calismiglardir.

CMCaz iireten 22 tane sus izole etmisler ve bu suslarin optimum iiremelerinin pH
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9.0-10.0 araliginda oldugunu agiklamiglardir. Bu suslardan maksimum CMCaz

aktivitesini 50 °C’de LFC15 susunun gostermis oldugunu bildirmislerdir.

Haliskaranfil (2012), termoalkalifilik seliilaz enzim (multienzim) ireticisi Bacillus
sp. izolasyonu, enzimlerin karakterizasyonu ve biyoteknolojik uygulanabilirligini
aragtirmistir. Seliilaz ve amilaz enzim sentez yetenegi olan suslar1 segmis ve en iyi
susun Bacillus sp. SHK-7 oldugunu belirlemistir. Zimogram analizi ile seliilaz
enziminin 68.9 kDa molekiiler agirhigmma sahip oldugunu, selillaz enziminin
maksimum aktivitesini 60 °C ve pH 8.0’de gosterdigini bildirmistir. Arastirici bu
sonuclara gore SHK-7 seliillaz enzimi termofil, alkalifil, halotolerant, termostabil ve
alkali-stabil 6zellik gosterdigini, bu sebeple basta deterjan endiistrisi olmak tizere

tekstil, gida ve icecek endiistrilerinde kullanilabilir 6zellikte oldugunu belirtmistir.

Sethi, vd. (2013), topraktan Pseudomonas fluorescens, B. subtilis, E. coli, ve Serratia
marcescens cinsi bakteriler elde edip bunlarin karakterizasyonlarini aragtirmislardir.
Bu bakterilerin sicaklik, pH, maksimum enzim iiretimi olanaklarinin tespitinde
bulunmuslar ve elde ettikleri bakteriler icinde en ¢ok seliilaz {iretiminin

Pseudomonas fluorescens cinsi tarafindan gergeklestirildigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteriler

Bacillus sp. HR-1, HR-2 ve HR-3 bakterileri Tiirkiye’nin Osmaniye ili Diizig¢i il¢esi
sinirlart  igerisinde bulunan Haruniye Kaplicasi’'ndan aliman nemli toprak

numunelerinden izole edilmislerdir.

3.1.2. Kimyasal ve Diger Sarf Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasal ve diger sarf malzemeler aksi belirtilmedik¢e Merc,

Sigma, Ambresco’dan kimyasal malzeme satan firmalar aracilig1 ile temin edilmistir.

3.1.3. Calismada Kullanilan Aletler

Calismada kullanilan aletlerden santrifiij Hettich, otoklav Hmc Hirayama, inkiibator
Niive En 500, su banyosu Memmert, spektroftometre Invitrogen, hassas terazi
Denver Instrument, vorteks ve manyetik karistirici Ika Genius 3, calkalayici Ika K5
120, pH metre Hanna H1 221, dikey elektroforez seti Atto Ae-6210, otomatik
pipetler Brand ve Axygen, steril kabin Nuaire NU-301-530E, no-frost buzdolabi
Arcelik, ¢aligmanmn yapildigi Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’nda

bulunmaktadir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Caligmanin yiiriitiildiigii Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’ndan genel bir goriintii

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Osmaniye ili Diizi¢i ilgesi sinirlari igerisinde bulunan Haruniye Kaplicasindan (Sekil
3.2) alinan toprak numuneleri steril kaplar ile laboratuvara tasmmistir. Toprak
ornekleri once steril saf su ile sulandirilarak iyice karistirilmis, tortunun ¢okmesi igin
yarim saat beklendikten sonra tstteki sivi kisimdan 1 ml numune alinmigtir. Alinan
stvi numune 80 °C’de 15 dakika inkiibe edilerek vejetatif bakterilerin 6lmesi
saglanmistir. Daha sonra numune, termofilik Bacillus sporlarinin ¢imlenmesi igin 25
ml hacimli LB besiyerine (%1 wt/v tripton, %0.5 wt/v maya 06ziitli, %1 wt/v NaCl,
pH 7.5) aktarilarak 55 °C’de calkalama yoOntemiyle 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. Ertesi giin, igerisinde bakteriler iiremis olan kiiltiir sivisindan seri
sulandirmalar yapildiktan sonra, 10* 10° ve 10° oraninda sulandirilmis olan
numunelerden LB-agar (%1.5 wt/v agar) plaklarina cam ¢ubukla yayma yontemiyle
ekimleri yapilmistir. Plaklar bakterilerin koloni olusturmalart igin ters cevrilerek
tekrar 55 °C’ye ayarlanmis inkiibatore konmus ve gece boyunca liremeye

birakilmistir (Lennete vd., 1985).
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Sekil 3.2. Toprak numunelerinin alindigi Haruniye Kaplicasi’ndan genel bir goriintii

3.2.2. Bakterilerin Seliillaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Plaklarda gelisen koloniler tek tek steril kiirdanlarla alinmis ve herbiri iki kopya
olacak sekilde %0.1 wt/v karboksimetil selilloz (CMC) igeren LB-agar plaklarina
aktarilarak 55 °C’de inkiibasyona birakilmislardir. Koloni gelisimi tamamlandiktan
sonra, iki kopyadan birer plaga Congo-red soliisyonu (%0.1 wt/v Congo-red)
dokiilerek besiyerinin 15 dakika siireyle boyanmalari saglanmistir (Sekil 3.3). Siire
sonunda boya uzaklastirilarak bu sefer plaklara 1 M NaCl soliisyonu ilave edilmis ve
15 dakika daha beklenerck fazla boyanin uzaklagsmasi saglanmistir. Congo-red
CMC’yi kirmiztya boyayacagindan, kirmiziya boyanan zeminde sarimtirak zon
olusturan koloniler CMCaz pozitif, koloniler olarak belirlenmistir. CMCaz pozitif
koloniler numaralarina goére diger kopya plaktan segilerek master ve gliserol stoklari

hazirlanmistir.
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Sekil 3.3. izolatlarin CMCaz aktivitesi icin Congo-red ile boyanmasi

3.2.3. Bakterilerden Master ve Gliserol Stoklarinin Hazirlanmasi

Izolatlarin giinliik kullanim icin master stok, uzun siire muhafazalar1 i¢in ise gliserol
stoklar1 hazirlanmistir. Master stok icin gece boyunca 55 °C’de iireyen bakteri
kiiltiirleri steril 6ze yardimi ile tek tek diisecek sekilde LB Agar plaklarina ekilmis
(Sekil 3.4) ve gece boyunca 55 °C sicaklik kosullarinda {iremeye birakilmistir. Ertesi
giin iizerinde bakteri kolonileri gelismis olan plaklar etiketlenerek +4 °C’de

muhafaza edilmislerdir.
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Sekil 3.4. CMCaz pozitif izolatlardan master stoklariin hazirlanmasi

Gliserol stok i¢in, gece boyunca LB siv1 besi ortaminda tireyen bakteri kiiltiirlerinden
uygun miktarlarda alinarak daha Once efendorf tiiplerinde sterilize edilmis olan
gliserol ile karistirilmis (%20 gliserol, %80 bakteri kiiltiirii olacak sekilde) (Sekil 3.5)
ve vorteks ile homojenize edildikten sonra etiketlenerek muhafaza igin -20 °C’ye

kaldirilmistir.

Sekil 3.5. CMCaz pozitif izolatlardan gliserol stok hazirlanmasi
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3.2.4. Bakterilerin Zamana Gore Kiitle Artislarinin Belirlenmesi

Gece boyunca uygun kosullarda sivi besiyerinde iiremis olan bakteri kiiltiirlerinden
ertesi sabah 50 ml hacimli steril LB siv1 besiyerine %1 olacak sekilde asilama
yapilmis ve 55 °C’ye ayarlanmig inkiibatérde uygun calkalama hizinda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyonun yapildig: saat baz alinarak her 12 saatte bir (0, 12, 24,
36, 48, 72, 84) 5 ml kiiltiir 6rnegi alinarak 1’er ml efendorf tiiplerine paylastirilmistir.
Ornekler 5.000 rpm’de 10 dk siire ile santrifiij edilmistir. Tiiplerden sivi faz
uzaklagtirllmig ve her bir bakteri peleti 1’er ml distile saf su ile ¢oziilmistiir.
Orneklerin, saf su sahit olarak kullanilmak {izere spektrofotometrede ODgoo Nm dalga
boyunda olgtimleri yapilmistir (Sekil 3.6). Bu 5 6rnegin ortalamasi alinarak her bir

12 saatlik dilimin bakteri kiitle artis1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir.

Sekil 3.6. Zamana gore bakteri kiitle artisinin spektrofotometrik olarak 6l¢iimi
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3.2.5. Enzimatik Analizler

Enzimatik analizler icin Oncesinde, Na-fosfat bafir (0.1 M, pH 6.5) ve bu bafir
kullanilarak substrat soliisyonu (%2 wt/v . CMC) hazirlanmistir. Dinitrosalisilik asit
yontemine gore enzim analizi asagida verilen protokol uyarinca yapilmistir (Miller,
1959):
a) Uygun kosullarda LB sivi besiyerinde 24 saat siireyle iiremis olan bakteri
kiiltiirleri 4900 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.
b) Siipernatant kisimlar temiz bir kaba alinarak buz {izerinde muhafaza
edilmiglerdir.
c) Cam deney tiipleri etiketlenerek (Kontrol (1 adet), Enzim kontrol (4 adet),
Substrat kontrol (4 adet), Enzim+substrat (5 adet)) hazir hale getirilmistir.

d) Deney tiiplerine asagida verilen bilesenler seri halde ilave edilmistir:

Kontrol : 1 ml Na-fosfat bafir
Enzim kontrol : 0.5 ml siipernatant + 0.5 ml Na-fosfat bafir
Substrat kontrol : 0.5 ml substrat + 0.5 ml Na-fosfat bafir

Enzim + Substrat  : 0.5 ml siipernatant + 0.5 ml substrat

e) Hazirlanan deney tiipleri vortekslenerek 55 °C’ye ayarlanmis su banyosuna
dikkatli bir sekilde konmus ve enzimin substrati hidrolize etmesi i¢in 30 dk
stireyle inkiibe edilmistir.

f)  Siire sonunda tiipler ¢ikarilarak her birinin {izerine 1.5’er ml DNS soliisyonu
(20 gr Dinitrosalisilik asit, 4 gr fenol, 1 gr sodyum siilfit, 400 gr sodyum
potasyum tartarat 1 It %2’lik NaOH ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilerek saf su ile 2
It’ye tamamlanir) ilave edilerek vortekslenmistir.

g) Tipler kaynar su icerisinde 5 dk inkiibe edilerek agiga ¢ikan sekerlerin renk
degistirmesi saglanmistir. Sonrasinda 6rneklerin oda sicaklifinda sogumasi
i¢in beklenmistir (Sekil 3.7A).

h) Kontrol grubu sahit olarak kullanilmis ve tim tlplerdeki ornekler
spektrofotometre (Pharmacia) ile ODs40 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Sekil
3.7B).
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1) Her bir grubun (enzim+substrat, enzim kontrol, substrat kontrol) ortalamasi
alinmisg, sonra ise enzim+substrat ortalamalarindan enzim kontrol ve substrat
kontrol ortalamalar1 ¢ikarilarak aktivite degerleri elde edilmistir.

j) En yiksek deger 100 kabul edilerek diger degerler relatif olarak
hesaplanmusir.

k) Elde edilen relatif aktivite degerleri kullanilarak ilgili grafikler
olusturulmustur.

[) Bir enzim initesi, 1 dk boyunca 55 °C’de substrattan 1 mmol glikozu serbest

birakan enzim miktar1 olarak tanimlanmigtir.

Sekil 3.7. CMCaz enzimlerinin DNS yontemi ile analizleri

3.25.1. Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicakllk Degerlerinin

Belirlenmesi

Enzimlerin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerlerinin belirlenmesi amaci ile
enzimler substrat (%2 wt/v CMC) ile 30-90 °C arasinda degisen sicaklik degerlerinde
30 dk siireyle inkiibasyona sokulmustur. Siire sonunda karigima 1.5 ml DNS
soliisyonu eklenmis ve 5 dakika siireyle kaynar suda bekletilmistir. Sogutulan
ornekler ODs49 nm dalga boyunda spektrofotometrede Ol¢lilmiistiir. En yiiksek
absorbansin elde edildigi sicaklik degeri baz alinarak ylizde (%) olarak relatif aktivite

degerleri belirlenmistir.
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3.2.5.2. Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimlerin optimum aktivite gdsterdikleri pH degerlerinin belirlenmesi amaciyla 4.0
ile 10.0 araliklarinda degisen pH degerlerinde (Na-asetat (pH 4.0-6.0), Na-fosfat (pH
6.0-7.0), Tris (pH 7.0-10.0) soliisyonlar hazirlanmistir. Her bir pH degerinin
substrati, ilgili pH’daki soliisyonlar kullanilarak %2 wt/v olacak sekilde
hazirlanmistir (Burhan vd., 2003). Her bir pH degeri icin ayr1 ayr1 olacak sekilde
reaksiyonlar hazirlanmis ve uygun sicaklik kosullarinda 30 dk siireyle reaksiyona
sokulmustur. Siire sonunda reaksiyon tiiplerine 1.5’er ml DNS soliisyonu eklenerek
reaksiyon sonlandirilmistir. Son olarak ornekler 5 dakika siireyle kaynar suda
bekletilmis ve soguduktan sonra ODss9 NM dalga boyunda spektrofotometrik olarak
Olciilmiistiir. En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri baz alinarak

yiizde (%) olarak relatif enzim aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.5.3. Enzimlerin Termal (Sicaklik) Stabilitelerinin Belirlenmesi

Termal stabilitelerinin belirlenmesi igin enzimler reaksiyon oncesinde 50-90 °C
arasinda degisen sicaklik degerlerinde 15 dakika siireyle oOn inkiibasyona
birakilmiglardir. On inkiibasyon sonrasinda 0.5 ml enzim 0.5 ml substrat (%2 Wt/v
CMC) ile optimum pH ve sicaklik kosullarinda 30 dakika reaksiyona sokulmustur.
Sonrasinda reaksiyon 1.5 ml DNS soliisyonu eklenerek sonlandirilmis ve 5 dakika
siireyle kaynatilarak sogumasi beklenmistir. Ornekler ODsso nm dalga boyunda
spektrofotometre ile dlglilmiis ve enzimlerin relatif olarak termal kararlilik grafikleri

olusturulmustur.

3.2.5.4. izolatlarin Zamana Gore Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Zamana gore enzim aktivitelerinin belirlenmesinde, bakteri inokiilasyonu isleminin
baglangicindan itibaren her 12 saatte bir olmak ilizere 72 saat boyunca bakteri
kiltlirlerinden enzim numuneleri alinmistir. Enzim (0.5 ml) ve substrat (0.5 ml,
%2’lik CMC) karisimi 37 °C’de 30 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra érnek

kartistmma 1.5 ml DNS soliisyonu eklenerek 5 dakika kaynatma islemi
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uygulanmistir. Sogutulan ornekler ODsg nmM dalga boyunda spektrofotometrede

Ol¢iilmiis ve zamana gore enzim aktiviteleri relatif olarak belirlenmistir.

3.2.6. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

3.2.6.1. Bakterilere Ait Hiicre Disi Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Izolatlar LB s1v1 besiyerinde 55 °C sicaklik ortaminda galkalama ydntemiyle 48 saat
stireyle iiretilmislerdir. Siire sonunda bakteriler santrifiijle ¢oktiiriilmiis (4900 rpm,
10 dk) ve hiicre dis1 sivi kisimlari (slipernatant) ayri tiiplere alinmistir. Siipernatant
orneklerine 1:1 oraninda TCA (%20 wt/v) eklenerek homojenize hale getirilmis ve
24 saat siireyle oda sicakliginda muhafaza edilmislerdir. Siire sonunda Ornekler
santrifiij edilmis ve bakterilere ait hiicre dis1 proteinler pelet haline getirilmistir.
Stipernatant kisimlari uzaklagtirllmig ve protein peletleri 15-20 dk siireyle oda
sicakliginda kurutulmuglardir. Son olarak protein peletleri 1 M Tris (pH 8.0)
sollisyonunda ¢oziilmiis ve sonrasinda kullanilmak iizere buzdolabina (+4 °C)

kaldirilmistir.

3.2.6.2. SDS-PAGE’nin Hazirlanmasi

SDS-PAGE c¢aligmas1 Laemmli (1970)’e gore yapilmistir. SDS-PAGE, yogunluklar
farkli olan iki ayr1 katmandan meydana gelmektedir. Ustteki katman (toplayic jel)
proteinlerin bir araya gelerek ayirict jele beraber girmelerini saglarken, ayirici jel
proteinlerin molekiiler agirligina gére birbirinden ayrilarak farkli bolgelerde bantlar
olusturmalarint saglar. SDS-PAGE diizenegi iretici firma tarafindan verilen protokole
gore hazirlanmistir. Jel ise %12’lik olacak sekilde asagida verilen protokol uyarinca

hazirlanmistir:

1. Ayirici jel (akrilamid (%30 wt/v) 12.0 ml, Tris (2 M, pH 8.8) 5.62 ml, SDS
(%10 wtv) 0.3 ml, saf su, 12.1 ml) kangmmi hazirlandiktan sonra,
polimerizasyonu saglamak i¢in tizerine 200 pul amonyum persiilfat (%10 wt/v) ve

20 pul TEMED ilave edilerek daha once hazirlanan iki cam levhadan olusan
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diizenek arasindaki bosluga bir pastor pipeti yardimiyla {istten yaklasik 4 cm
bosluk kalacak sekilde dokiilmiistiir.

2. Jelin iizerine hava ile temasini 6nlemek i¢in ince bir katman olacak sekilde su ile
satiire edilmis biitanol (veya saf su) ilave edilerek polimerizasyon i¢in 45 dk

beklenmistir.

3. Siire sonunda biitanol dokiilerek uzaklastirilmis ve kalani bir parga filtre kagidina

emdirilerek jel biitanoldan iyice arindirilmistir.

4. Toplayic jel (akrilamid (%30 wt/v) 1.8 ml, tris (0.5 M, pH 6.8) 3.65 ml, SDS
(%10 wt/v) 0.15 ml, saf su 9.4 ml) hazirlanarak polimerize olmasi igin igerisine
100 pl amonyum persiilfat (%10 wt/v) ve 10 pl TEMED eklenmis ve vakit

kaybetmeden bir pipet yardimiyla toplayici jelin tizerine dokiilmiistiir.
5. Hemen arkasindan jel tarag: yerlestirilerek jelin donmasi i¢in 45 dk beklenmistir.

6. Jel donduktan sonra tarak c¢ikarilmis ve jel daha Once hazirlanmis olan

elektroforez tanki diizenegi igerisine yerlestirilmistir.

7. Diizenege, jele alttan ve iistten temas edecek sekilde elektrod soliisyonu (0.05 M

glisin, 0.05 M tris-baz, %0.1 wt/v SDS) ilave edilmistir.

3.2.6.3. Enzim Orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Enzim oOrneklerinin jele yiliklenmesi ve elektroforezi asagida verilen protokol
uyarinca yapilmistir:
1. Daha 6nce hazirlanmis olan protein 6rneklerinin {izerine 1:2 hacim kaynatma
soliisyonu (0.25 M Tris-HCL (pH 6.8), %15 w/v SDS, %50 v/v gliserol, %25
v/v B-merkaptoethanol, %0.01 w/v bromophenol blue) ilave edilerek ticari
markir ile birlikte (Fermentas, SM0431) kaynar suda 3 dk siireyle
bekletilmistir.
2. Kaynatma islemi tamamlandiktan sonra marker (10 pl) ve protein 6rnekleri
(30-50 pl) sirastyla kuyulara bir mikropipet yardimiyla yiikklenmistir (Sekil
3.8A ve B).
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3. Elektroforez tanki giic kaynagma baglandiktan sonra protein oOrnekleri
toplayici jelde 25 mA, 60 V, ayirict jelde ise 40 mA 80 V akim uygulanarak
yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.8C). Izleme boyasi jelin sonuna geldiginde akim

durdurularak elektroforez sonlandirilmustir.

Sekil 3.8. Izolatlara ait hiicre dis1 protein drneklerinin SDS-PAGE’ye yiiklenmesi (A ve B) ve
orneklerin elektroforezi (C)

3.2.6.4. SDS-PAGE Jelin Boyanmasi

SDS-PAGE jelin boyanmasi agagida verilen protokol uyarinca yapilmistir:

1. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, iki cam levha arasindan dikkatli bir
sekilde cikarilarak igerisinde boyama soliisyonu (%40 v/v metanol, %10 v/v
glasial asetik asit, %50 v/v saf su, %0.1 wt/v Coomassie blue R 250) bulunan
kabin igerisine konmus ve 1 saat siireyle boyanmasi beklenmistir (Sekil 3.9).

2. Siire sonunda jel boya soliisyonundan alinarak bu sefer destain (%40 v/v

metanol, %10 v/v glasial asetik asit, %50 v/v saf su) sollisyonu igerisine
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3.

konmus ve fazla boyanin uzaklagsmasi saglanmistir. Sollisyon birka¢ kez
degistirilerek protein bantlarinin iyice goriiniir hale gelmesi saglanmistir.

Jel goriintiisii netlestikten sonra fotograflanmistir.

Sekil 3.9. Protein 6rneklerinin elektroforez sonrasi Coomassie blue ile boyanmasi

3.2.7. izolatlara Ait Antibiyogram Analizleri

Izolatlarin antibiyotiklere karsi direncliliklerinin belirlenmesi asagida verilen

protokol uyarinca yapilmistir:

1.

Izolat bakteriler (HR-1, HR-2, HR-3) LB-siv1 besiyerinde gece boyunca
uygun calkalama hizinda tiretilmislerdir.

Uremis olan bakteriler ayr1 ayri olacak sekilde LB-agar plaklarma cam
cubukla yayilmislardir.

Farkli antibiyotikler emdirilmis ticari antibiyotik diskleri, bakteri yayilmis
olan kati besi ortamina belirli araliklarla yerlestirilmis ve 10-15 dk siireyle
beklenerek kurumasi saglanmistir (Sekil 3.10).

Bakteri ekilmis plaklar 55 °C’de 1 gece inkiibe edilerek bakterilerin iiremesi
saglanmustir.

Ertesi glin antibiyotik disklerinin etrafinda bakteri gelisip gelismedigine

bakilarak, bakterilerin antibiyotik direnclilikleri belirlenmistir.
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Sekil 3.10. izolatlarin farkli antibiyotikler emdirilmis diskler ile antibiyogram analizi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. BULGULAR

4.1.1. Bacillus sp. Suslarmin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Osmaniye ili Diizi¢i ilgesi sinirlart igerisinde bulunan Haruniye Kaplicasi’ndan
toplanan toprak numunelerinden yaklasik 320 adet Bacillus sp. bakterisi izole
edilmistir. Izolatlar seliilaz aktivitesi bakimindan taranmis ve 63 adet izolatin seliilaz
pozitif oldugu belirlenmistir. izolatlarin etrafindaki aktivite zonlarmin ¢ap biiyiikliigii
g6z oniinde bulundurularak 3 adet izolat (Bacillus sp. HR-1, HR-2 ve HR-3) ileri

calismalar i¢in se¢ilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. CMCaz aktiviteleri belirlenmek {izere LB-CMC-agar plaklarina ekilmis izolatlarin
bulundugu plaklarin Congo-red boyamasi sonucu goriintiileri

4.1.2. Enzimatik Analizler

4.1.2.1. Zamana Gore CMCaz Uretimi

Izolatlarin iireme periyodunun her 12 saatinde bir enzim numunesi alinmis ve DNS
yontemiyle zamana gdre enzim iiretimleri relatif olarak belirlenmistir. Izolatlardan

HR-1 ve HR-2 en yiiksek diizeyde seliilaz {iretimini, iireme periyodunun 72. saatinde
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gosterirken, HR-3 izolat1 24. saatinde gostermistir (Sekil 4.2). Seliilaz iiretiminde
ikinci ytiksek oransal aktivitelerini HR-1 izolat1 tireme periyodunun 36., HR-2 24. ve
HR-3 ise 60. saatinde gostermislerdir. Her {i¢ izolatin da zamana gore enzim

iiretiminde inisli-¢ikisl bir grafik egrisi ortaya koydugu gézlenmistir.
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Sekil 4.2. HR-1, HR-2 ve HR-3 izolatlarinin zamana gore relatif CMCaz tiretimi

4.1.2.2. CMCaz Enzimlerine Ait Optimum Sicaklik Degerleri

Izolatlar tarafindan iiretilen CMCaz enzimlerine ait optimum sicaklik degerleri
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gore Bacillus sp. HR-1 ve HR-2 tarafindan
iiretilen CMCaz enzimleri optimum aktivitelerini 60 °C’de gosterirken, HR-3 susuna
ait CMCaz enzimi 70 °C’de gostermistir (Sekil 4.3). Ortalama enzim aktiviteleri HR-
1, HR-2 ve HR-3 izolatlar1 i¢in 70, 80 ve 90 °C’lerde sirastyla %70, 32 ve 68 olarak
gerceklesmistir. 30, 40 ve 50 °C ortalama aktiviteleri ise yine izolatlar i¢in sirasiyla

%66, 52 ve 44 oranlarinda gergeklesmistir.
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Sekil 4.3. izolatlara ait CMCaz enzimlerinin degisik sicaklik degerlerinde gosterdikleri relatif aktivite
degerleri

4.1.2.3. CMCaz Enzimlerine Ait Optimum pH Degerleri

Bacillus sp. HR-1, HR-2 ve HR-3 CMCaz enzimlerine ait optimum aktivite i¢in
gerekli olan pH degerleri aragtirilmistir. Bacillus sp. HR-1 ve HR-3 CMCazlari
optimum aktivitelerini pH 5.0’de gosterirken, HR-2 CMCaz1 pH 4.0°de gdstermistir
(Sekil 4.4). HR-1, HR-2 ve HR-3 CMCazlarinin nétral pH’da aktiviteleri ortalama
olarak sirastyla %67, 53 ve 76 diizeyinde gerceklesmistir. Her {i¢ enzimin 4.0-6.0 pH
araliginda ortalama enzim aktiviteleri sirastyla %93, 73 ve 66 oraninda
gerceklesirken, 8.0-10.0 pH araliginda bu oranlar yine sirasiyla %30, 31 ve 54 olarak
gerceklesmistir.
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Sekil 4.4. 1zolatlara ait CMCaz enzimlerinin degisik pH degerlerinde gosterdikleri relatif aktivite
degerleri

4.1.2.4. CMCaz Enzimlerinin Termal Kararhhiklari

Her ti¢ enzim de CMC ile reaksiyona sokulmadan 6nce, 50-90 °C arasinda degisen
sicaklik degerlerinde 15°er dakika siireyle on inkiibasyona tabi tutulmuslardir.
Sonrasinda enzimler substrat ile optimum sicaklik ve pH kosullarinda 30 dk siireyle
reaksiyona sokulmus ve agiga ¢ikan seker DNS yontemi ile belirlenmistir. Elde
edilen bulgulara gore her li¢ enzim de 60 °C’de 15 dk siireyle 6n inkiibasyonu
sonucunda aktivitelerinin tamamini korurken, bu sicaklik degerinden sonra termal
kararliliklarin1 kaybetmeye basladiklari goriilmiistiir (Sekil 4.5). 90 °C’de 15 dakika
on inkiibasyon sonucunda HR-1 CMCaz aktivitesinin %76’sin1 kaybederken, bu
deger HR-2 ve HR-3 CMCazlar1 igin sirasiyla %67 ve %51 olmustur.
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Sekil 4.5. Enzimlerin farkli sicaklik kosullarinda gosterdikleri termal kararlilik grafigi

4.1.3. Enzimlere Ait Spesifik Aktivite Degerleri

Enzimlere ait spesifik aktivite degerleri hesaplanmis ve HR-1, HR-2 ve HR-3
CMCazlari igin sirastyla 34.1, 67.8 ve 112.3 U/mg olarak bulunmustur. Enzimler bu
spesifik aktivite degerlerine substrat olarak CMC kullanildig1 durumda ulasmislardir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Enzimlere ait spesifik aktivite degerlerinin grafik iizerinde karsilastiriimasi
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4.1.4. izolatlara Ait Toplam Proteinlerin SDS-PAGE’de Karsilastirlimasi

Her {i¢ bakteriye ait hiicre dis1 proteinler SDS-PAGE’de karsilastiriimislardir.
Toplam protein bantlar1 incelendiklerinde, her ii¢ bakterinin de bant profilleri

bakimindan kismi farkliliklar gosterdikleri goriilmektedir (Sekil 4.7).

kDa M HR-1 HR-2 HR-3

116.0 =
66.2

Sekil 4.7. izolatlara ait hiicre dis1 proteinlerin SDS-PAGE’de karsilastirilmasi

4.1.5. Izolatlarin Antibiyogram Analizleri

Bacillus sp. HR-1, HR-2 ve HR-3 izolatlar1 ayr1 ayri olacak sekilde ticati antibiyotik
diskleri (amfisilin (Amp), tetrasiklin (Te), kloram fenikol (C), eritromisin (E),
kanamisin (K), penisilin (P)) ile antibiyogram testine tabi tutulmuslardir.
Antibiyogram sonrasinda her {i¢ izolatin da test edilen biitiin antibiyotiklere hassas

oldugu gézlenmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Bacillus sp. suslarinin antibiyotik emdirilmis disklerle yapilan antibiyogram gorintiist

4.2. TARTISMA

Seliilozu hidrolize eden bir¢ok mikroorganizma rapor edilmistir. Anoxybacillus
flavithermus (lbrahim ve Ahmed, 2007), Bacillus subtilis (Deka, vd., 2011), Bacillus
thuringiensis (Lin, vd., 2012), Bacillus cereus (Lah, vd., 2012), Bacillus
licheniformis (Acharya ve Chaudhary, 2012), Cellulomonas cellulans (Mishra ve
Pandey Lata, 2007), Clostridium thermocellum (Zhuang, vd., 2007), Cytophaga
hutchinsonii (Mishra ve Pandey Lata, 2007) bu mikroorganizmalardan bazilaridir.
Bununla birlikte, bu mikroorganzimalar arasinda sadece birkac1 sicakliga direngli
seliilaz enzimi iretmektedir ve bu oOzelliklerinden dolayr endiistriyel kullanimda
biliyiilk onem tasimaktadirlar. Endiistriyel kullanimlarinda sicaklifa direncliligin
onemli olmasi, termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalara sicakliga direngli

enzimlerin kaynagi olarak 6nemli bir rol yiiklemistir (Burhan, vd., 2003).

Vieille ve Zeikus (2001) termofilik mikroorganizmalarin optimum olarak 50-80
°C’de gelisim gosterdiklerini bildirmistir. Bu durumda Bacillus sp. HR-1, HR-2 ve
HR-3 izolatlar1 termofilik olarak tanimlanabilir. Bu izolatlardan HR-1 ve HR-2 en
yiiksek CMCaz aktivitesini 60 °C’de, HR-3 ise 70 °C’de gostermislerdir. Termofil ve
hipertermofil mikroorganizmalarca {iretilen bir¢ok enzimin optimum aktivite
gosterdikleri sicaklik degerlerinin, bu enzimleri iireten konuk¢u mikroorganizmanin

optimum gelisim gosterdigi sicaklik degerleri ile benzerlik gosterdikleri bildirilmistir
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(Vieille ve Zeikus, 2001). Bu calismada izole edilen bakterilerin optimum gelisim
gosterdikleri sicaklik degerleri ile bu bakterilerce liretilen enzimlerin optimum

aktivite gosterdigi sicaklik degerleri bu literatiir bildirisi ile benzerlik gostermektedir.

Daha once sicakliga direngli selillaz enzimleri iireten bazi Bacillus tiirleri, B.
halodurans (Annamalai, vd., 2013), B. licheniformis (Bischoff, vd., 2006), B. subtilis
(Li, vd., 2008) ve B. amyloliquefaciens (Lee, vd., 2008) calisilmis ve rapor
edilmistir. Bacillus kokenli sicakliga direngli seliilazlarin optimum aktivite igin
ihtiya¢ duyduklart sicakliklarin 50-70 °C arasinda degistigi bildirilmistir (Sadhu ve
Maiti, 2013). Bu calismada izole edilen bakterilerce iiretilen seliilaz enzimlerinin
optimum aktivite gosterdikleri sicaklik degerleri bu smirlar igerisinde yer almistir.
Bacillus sp. HR-1, HR-2 ve HR-3 izolatlarinin optimum olarak 55 °C’de gelisim
gostermeleri ve bu bakterilerce iiretilen enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri
sicaklik degerlerinin 60-70 °C araliginda olmasi, bu izolatlarin B. stearothermophilus
suslar1 olabilecegini akla getirmektedir. Fakat bunu kesin olarak sdyleyebilmek igin,
50 farkli karbon kaynagini igeren API 50 CHB testi ile teyit edilmesi gerekmektedir
(Wind vd., 1994). Literatiirde termofilik Bacillus sp. YET-1 CMCaz enziminin
optimum aktiviteyi 50 °C’de gosterdigini ve enzimin inkiibasyon sicakliginin da 80
°C’ye kadar yiikseltildigi zaman enzim aktivitesinin %51 diizeyine diistigi
bildirilmistir (Coskun 2010).

Calismada izole edilen bakterilerden HR-1 ve HR-3’e ait enzimler optimum
aktivitesini pH 5.0’de gosterirken, HR-2 seliilaz1 4.0’de gostermistir (Sekil 4.4). Bu
sonuclara gore her {i¢c enzim de oldukca asit direncgli goriilmektedir. Bununla birlikte,
her li¢ enzim de bu optimum pH degerlerinin yani sira alkali pH degerlerinde de
aktivite gosterebilmektedirler. HR-1 ve HR-2 seliilazlar1 pH 8.0’da aktivitelerinin
strasiyla %63 ve 51’ini korurken, pH 9.0’da yine sirasiyla %79 ve 72’lik bir aktivite
kaybina ugramislardir. Buna karsilik HR-3 seliilaz1 8.0, 9.0 ve 10.0 pH degerlerinde
sirastyla aktivitelerinin %68, 49 ve 46’sin1 korumustur. Benzer pH optimumuna
sahip seliilaz enzimleri daha 6nce Chaetomium thermophile (Naim ve Jamil, 2007),
Bacillus sp. AC-1 (Li vd., 2006), Bacillus thuringiensis (Lin, vd., 2012), Bacillus sp.

(Patel, vd., 2005), Bacillus subtilis (Nakamura ve Kitamura, 1988), Bacillus M-9
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(Bajaj, vd., 2009) ve Clostridium thermocellum (Ng ve Zeikus, 1988) bakterilerinde
rapor edilmistir. Enzimlerin genis bir pH aralifinda aktivite gostermeleri endiistriyel

uygulamalar i¢in arzu edilen bir durumdur.

HR-1, HR-2 ve HR-3 seliilazlar icin spesifik aktivite degerleri sirasiyla 34.1, 67.8 ve
112.3 U/mg olarak hesaplanmistir. Genellikle seliilazlarin spesifik aktivite degerleri
degiskenlik gostermektedir. Hakamada ve ark. (1997) galistiklar1 Bacillus sp. KSM-
S237 susuna ait seliilaz enziminin spesifik aktivitesini 49.4 U/mg olarak bildirirken,
Irshad, vd., (2013) Trichoderma viride seliilazinin spesifik aktivitesini 498 U/mg
olarak bildirmistir. Bu ¢alismada izole edilen seliilaz enzimlerine ait spesifik aktivite
degerleri normal sinirlar igerisinde goriilmektedir. Fakat bununla birlikte, HR-1, HR-
2 ve HR-3 seliilazlarinin enzim iiretim seviyelerinin klonlama veya mutagenesis ile

arttirilmasi, bu enzimleri sanayi i¢in daha ekonomik hale getirecektir.

Sicakliga direngli HR-1, HR-2 ve HR-3 seliilazlarinin hiicre dis1 toplam proteinleri
SDS-PAGE’de karsilastirilmis ve benzer bant profilleri yani sira, farkli bant profilleri
de sergiledikleri gozlenmistir. Bu bulgu, her ii¢ izolatin da birbirinden farkli

olduklarini ortaya koymaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Gegen son 20 yil igerisinde seliilaz kullanim1 6zellikle tekstil, temizlik, kagit, icecek
ve sarap endiistrisinde 6nemli diizeyde artis gostermistir. Ayrica hayvan yemlerinin
tiretimi, tekstil ve temizlik endiistrisi, kdgit hamuru hazirlama isletmeleri ile tarimsal
uygulamalar endoglukanazlarin kullanim alanlar1 arasindadir. Giinlimiizde seliilaz
(enduglukanaz) enziminin diinya enzim ticaretindeki yeri yaklasitk %20

diizeyindedir.

Son yillarda 6zellikle selillozdan biyoetanol iiretimi, tlizerinde en fazla calisilan
konular arasinda birinci sirada yer almaktadir. Seliillozun tamamen oligosakkaritlere
doniisiimiinin ~ saglanmasinda endoglukanaz ve ksilanaz enzimleri birlikte
kullanilmast bagart oraninmi list diizeylere tasiyacaktir. Bu alanin giderek Onem
kazanmasi, selillozu kisa siirede hidrolize edecek enzimlere olan ihtiyaci giderek

artirmaktadir.

Bu ¢alismada sicakliga direngli seliilaz enzimleri iireten ii¢ adet Bacillus sp. izole
edilerek enzimlerin kismi karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Her {ic enzim de
genis bir sicaklik ve pH araliginda aktivite gostermislerdir. Enzimlerin sicakliga
direngli olmalar1 yani sira asidik karakter gostermeleri endiistriyel kullanim agisindan
Oonem tasiyabilir. Bu enzimlerin iiretimlerinin molekiiler genetik ydntemleriyle

artirllarak optimize edilmeleri sonucunda ticari kullanim olanaklari arastirilabilir.
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