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OZET

CANIK TUZLASI’DAN (VAN) iZOLE VE KARAKTERIZE EDILEN
Bacillus flexus T1 iZOLA”l:I TARAFINDAN URETILEN SELULAZ ENZIiMIiNiN
AKTIVITESI UZERINE ORTAM BIiLESIMININ ETKIiSI

BOREKCI, Tugba
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismant: Dr. Ogr. Uyesi Erdal OGUN
Agustos 2019, 67 sayfa

Bu arastirmada; Canik Tuzlasi’ndan izole edilen, halofilik bakterilerin, seliilaz
enzimi yoOniinden, taranmasi hedeflendi. Ayrica, farkli ortam bilesenlerinin enzim
aktivitesine {izerine etkisinin belirlenmesi amaglandi. ilave olarak, seliilaz enzimi
yoniinden pozitif izolatlarin, klasik ve molekiiler karakterizasyonu gergeklestirildi.

Halofilik bakterilerin izolasyonunda % 20 oraninda NaCl igeren halofilik
besiyeri kullanildi. izolatlarm seliilaz enzimi yoniinden taranmasinda, % 1 oraninda
karboksimetil seliilloz (CMC) igeren, halofilik agar, kullanildi. Bu besiyerine izolatlar
yogun bir sekilde ekildi ve 35°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra, plaklarin yiizeyini kapatacak sekilde, kongo kirmizisi boyasi ilave edilerek ve 15
dakika sonra 1M’lik NaCl ¢ozeltisi ile yikandi. Biyomasin etrafinda seffaf zon olusumu,
selilaz enzimi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi. Koloni morfolojisine gore,
farklilik gosteren ii¢ izolattan, sadece bir tanesi selillaz enzimi yOniinden, pozitif
bulundu. Bu izolatin farkli sicaklik araliklari, farklh pH ve farkli tuz
konsantrasyonlarinda gosterdigi aktivite belirlendi. Ayrica farkli karbon kaynaklarinin,
organik ve inoganik azot kaynaklar ile farkli amino asitlerin enzim aktivitesi {izerine
etkisi belirlendi. Bu izolat tarafindan iretilen, selillaz enziminin, 48 saatlik sabit
inkiibasyon araliginda sirasiyla; 25°C’de (48,79 1U/ml), pH 8 (39,78 1U/ml) degerinde,
%5 NaCl (36,07 1U/ml), fruktoz (37,04 IU/ml), pepton (37,04 IU/ml), ve ornitin (36,98
IU/ml) amino asiti’nin varhiginda yiiksek (aktivite gosterdigi tespit edildi. Ayrica, bu
izolatin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri belirlendi. Ilave olarak,
seliilaz pozitif izolatin, 16S rRNA dizilis analizine gore Bacillus flexus susuna mensup
oldugu tespit edilerek, bakteriyel taksonomideki durumunu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Bacillus flexus, Canik Tuzlasi, Halofilik bakteri, Seliilaz aktivitesi.






ABSTRACT

THE EFFECT OF ON THE ACTIVITY OF CELLULASE ENZYME
PRODUCED BY Bacillus flexus T1 ISOLATE
ISOLATED AND CHARACTERIZED FROM CANiK SALTERN (VAN)

BOREKCI, Tugba
M. Sc. Thesis, Department of Molecular Biology and Genetics
Thesis Supervisor: Assist. Prof. Dr. Erdal OGUN
August 2019, 67 page

In this study; It was aimed to screen the halophilic bacteria isolated from Canik
Saltern for cellulase enzyme. It was also aimed to determine the effect of different
media components on enzyme activity. In addition, classical and molecular
characterization of the cellulase-positive isolates was performed.

Halophilic medium containing 20 % NaCl was used for isolation of halophilic
bacteria. For the detection of cellulase enzyme, halophilic agar containing 1%
carboxymethyl cellulose (CMC) was used. The isolates were intensively planted on this
medium and allowed to incubate at 35 © C for 48 hours. After incubation, they were
washed with 1M NacCl solution after 15 minutes by adding kongo red dye to cover the
surface of the plates. The formation of clear zones around the biomass was evaluated as
positive for cellulase enzyme. According to colony morphology, only one of the three
isolates was found positive for cellulase enzyme. The activity of this isolate at different
temperature ranges, different pH and different salt concentrations were determined. In
addition, the effects of different carbon sources, organic and inoganic nitrogen sources
and different amino acids on enzyme activity were determined. The cellulase produced
by this isolate, respectively, at a fixed incubation interval of 48 hours; At 25°C (48,79
IU/ml) pH 8 (39,78 IU/ml), 5% NaCl (36,07 1U/ml), fructose (37,04 1U/ml), peptone
(37,04 1U/ml) and ornithine (36,98 IU/ml) showed high activity in the presence of
amino acid. In addition, morphological, physiological and biochemical properties of this
isolate were determined. In addition, it was determined that the cellulase positive isolate
belonged to Bacillus flexus strain according to 16S rRNA sequencing analysis and its

status was determined in bacterial taxonomy.

Keywords: Bacillus flexus, Canik Saltern, Cellulase activity, Halophilic
bacteria.






ON SOZ

Endiistriyel uygulamalarda kullanilan enzimler mikroorganizmalar tarafindan
elde edilir. Mikroorganizma kaynakli enzimlerin, katalitik etkilerinin yiiksek olmasi
istenmeyen yan {irlin olusturmamalari, ekonomik ve daha stabil olmalari, fazla miktarda
elde edilebilmelerinden dolay:1 tercih edilir. Endiistriyel alanda kullanilan enzimler
mikrobiyal kokenli olduklarindan dolayr mikroorganizma kullanimi artmistir.
Ekstremofilik mikroorganizmalar, asir1 sicaklikta, yliksek ve diisiik pH degerlerinde,
asir1 tuz konsantrasyonlarinda yasamaya adapte olmuslardir. Farkli sekilde ekolojik
sartlarda yasayan mikroorganizmalar halofilik, termofilik, alkalifilik ve asidofilik
bakteriler olarak siniflandirilir. Halofilik bakteriler yiiksek oranda tuz igeren bakteri
gruplaridir. Tuz madenlerinde, tuz goéllerinde, tuzlalarda, tuzlu besinler gibi alanlarda
yogun bir sekilde bulunurlar. Halofilik mikroorganizmalar ve halotolerantlar
biyoteknolojik 6neme sahiptir

Yiiksek lisans egitimim boyunca, bana bdyle bir calisma i¢in imkan saglayan,
konumun belirlenmesinde beni ydnlendiren c¢aligmalarim sirasinda degerli bilgi ve
deneyimlerini benimle paylasan kiymetli danismanim Saymn Dr. Ogr. Uyesi Erdal
OGUN’e siikranlarimi sunarim.

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii hocalarima lisans egitimim boyunca
bana kazandirdiklar1 hersey icin ve beni gelecekte soz sahibi yapacak bilgilerle
donattiklar1 i¢in tlim hocalarima tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca hep yanimda olan her tiirlii fedakarligi yapan, maddi ve
manevi desteklerini hi¢bir zaman esirgemeyen sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalart ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

°C Santigrat derece

ng Mikrogram

ul Mikrolitre

b¢ Baz ¢ifti

g gram

kDa Kilo dalton

M Molar

mg Miligram

ml Miligram

mM Milimolar

nt Niikleotit

sp. Tiir (tek)

spp. Tiirler

u Mikron

Kisaltmalar Aciklama

DNA Deoksiriboniikleik asit
RNA Riboniikleikasit
EDTA Etilendiamintetraasetat
STE Sodium Chloride-Tris-EDTA
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalardaki metabolizmay1 olusturan, biyokimyasal
reaksiyonlarda gorev alan biyolojik katalizorledir. Enzim terimi ilk kez Kuhne
tarafindan kullanilmistir. 1897 yilinda Eduard Buchner hiicrelerden fonksiyonel
enzimlerin 0Oziitledigini bildirmistir (Paulo ve Giibitz, 2003). Enzimler, kimyasal
reaksiyonlarda degisiklik gecirmeden reaksiyon hizini yiikselten maddelerdir. Enzimler
besin iiretimi, gen klonlama ve gelismis tedavi teknikleri gibi alanlarda yaygin olarak
kullanilmustir (Lerner, 2002).

Hiicre i¢i ve hiicre disinda sentezlenen enzimler, aktivasyon enerjisini azalatarak
hiicre igerisindeki reaksiyonlarin hizlanmasinda katkida bulunur. Hiicre diginda da
cogunlukla bu etkinliklerini korumaktadirlar (Zoppas ve ark., 2013). Enzimler, ilk
doénemlerden giintimiize kadar farkli alanlarda kullanilmaktadir. Teknolojinin gelismesi
ile beraber saf enzimler elde edilmeye baslanarak, daha genis ¢apta tiiretimler
gerceklestirilmektedir. Bu gelismelerle beraber enzimlerin endiistriyel alanlarda
kullanimi artmistir. Endiistriyel enzimler diinya genelinde deterjan, firincilik, biracilik,
meyve suyu tretimi ve tekstil gibi ¢esitli alanlarda kullanilmistir. Endiistriyel enzimler,
genellikle ekstraselliller yapiya sahiptirler (Vroemen, 1983). Endiistride kullanilan
enzimler mikroorganizmalardan tretilmektedir

Mikroorganizmalar enzim iiretebilme, toksik ve patojen olmamasina gore tercih
edilir. Giinlimiizde endiistriyel alanda kullanilan enzimler, mikrobiyal kokenli
oldugundan dolayr mikroorganizma kullanimi artmistir (Demain ve Solomon, 1981).
Ekstremofilik mikroorganizmalar asir1 sicakliklarda, asir1 soguk ortamlarda, pH
degerlerinin ¢ok kiigiik ve ¢ok biiyiik oldugu araliklarda (pH 0-3 ya da pH 10-12) ya da
asir1 tuz konsantrasyonlarina uyum saglamiglardir (Niehus ve ark., 1999). Boylelikle
farkli ekolojik ortamlarda yasayan mikroorganizmalar halofilik, termofilik, alkolifilik ve
asidofilik bakteriler olarak gruplandirilir. Ticari olarak 6nemli olan enzimlerin ¢ogu
hidrolazlar olarak bilinmektedir. Hidrolazlar, mikrobiyal kokenli enzimlerdir. Bu
enzimler genellikle ekstraseliiler yapida bulunur ve yiiksek molekiiler agirligi 6zelligine
sahip substratlarla gérev yapabilirler. Ekstraseliiler enzimler, besiyeri ve hiicre ¢eperi ile

iliskili olan enzimlerdir (John ve ark., 1998).



Giiniimiize kadar 2000°den fazla enzim tespit edilmis ve bunlarin ortalama 100
tanesinin ticari kullanima uygun oldugu saptanmistir. Fakat bu enzimlerden yalnizca 18
tanesi endiistriyel amagla tiretilmektedir (Zeman ve McCrea, 1985). Ticari kullanima
uygun olan enzimlerin % 59’lik kismin1 proteazlar, % 28’lik kismin1 karbohidrazlar, %
3’lik kismint lipazlar ve % 10’luk kismini ise diger enzimler olusturur. Enzim
teknolojisinin  gelismesiyle triinlerin kullanim alanlarinin  farkliligi ve maliyet
degerlerinin fazla olmasindan dolay: biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile ilgili
yapilan farkli arastirmalari deger kazanmaktadir. Ozellikle son zamanlarda stratejik
olarak degerlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden faydalanarak enzim kullanimi
biiyiikk 6nem kazanmus ve gittikge kullanimi yaygilasmistir (Gessese, 1998).

Bu ¢alismada, Canik Tuzlasi’ndan alman tuzlu su numunelerinden izole edilen
halofilik bakterilerden seliilaz enziminin optimizasyonu, klasik ve molekiiler

yontemlerle karakterizasyonunun yapilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK BILDIRiSLERI

2.1. Canik Tuzlas1

Canik Tuzlasi, Van-Ercis karayolu {izerinde bulunan Gedikbulak sinirlarinda
olup dogal kaynak tuzun firetildigi yerlerdendir. Tuz, temel besinlerimizden olmakla
beraber sagligimiz igin olduk¢a Onemli bir yere sahiptir. Tuzun islenmesi ve dogal
halini korumak igin igerisinde bulunan 80’¢ yakin element farkli kaynaklardan elde
edilerek islemlere tabi tutulur. Kaynak tuzun, hareket halindeki yer alt1 sularinin kaya
tuzu yataklarindan gegmesi sirasinda bir miktar tuzu eritip, iyon halinde biinyesine
alarak farkli formasyonlarda yeryiiziine ¢ikmasiyla tuzlu su kaynaklari olusur. Kaliteli
bir tuzun ana yapisinda 92 mineral ve 84 element bulunmaktadir.

Calismanin yapilacagi bolge halofilik mikroorganizmalar, agisinda zengin bir

alan oldugundan dolay1 bilimsel ¢alismalara da elverisli bir bolgedir.

2.2. Seliiloz

Seliiloz (Sekil 2.1) B-1-4 glukan yapiya sahip, diinya ¢apinda fazla miktarda olan
bir biyopolimer olup, kiiresel olarak ekonomi de biiyiik yere sahiptir. Odun ve pamugun
% 94’lik kismimin temel bileseni selillozdan meydana gelir. Odun ve pamuk, yapi
malzemeleri, kagit, tekstil {irlinlerinde seliiloz yapili iiriinlerin esas kaynagidir (Brown,
2004). Seliiloz bitkilerden saglanir. Bitkilerdeki seliiloz yapisi hemiseliiloz ve lignin
birlikte bulundurmasi sebebiyle seliiloz iiretmek ¢ok fazla enerji ve kimyasal madde
ithtiyaci gerektirir. Bu kimyasal maddeler gevre kirliligine sebep olmaktadir.

Diinyadaki niifus artis1 goz 6niine alindiginda ise seliiloza olan ihtiyacin giderek
artacag1 goriilmektedir. Alisilmis metotlarla bitkilerden seliiloz iiretme devam ettigi
slirece seliiloz ihtiyacini giderebilmek i¢in odun ve pamuk yetistirmek gerekmektedir.
Bu sebeple karbon dongiisii bu durumdan direkt olarak etkilenmektedir (Brown, 2004).
Odun ve hidrokarbonlarin atmosfere 1s1 salmasiyla fazla miktarda karbondioksit
olusumu kiiresel 1sinmaya sebep olan etkenlerden biridir. Bitkilerin kullanilmasi
fotosentezi azaltacagindan dolayi kiiresel 1sinmayi tetiklemektedir. Bu sebeple seliiloz

tiretimi i¢in odun ve pamugun farkli kullanim yontemleri aranmaktadir (Brown, 2004).



Bitkilerin yanisira mantarlar ve bakteriler de seliiloz iiretebilme yetegine
sahiptirler fakat fotosentez yapabilme oOzellikleri yoktur, seliiloz iretebilmek igin
fotosentetik organizmalarin meydana getirdigi glikoza veya baska organik substratlara

gereksinim duymaktadirlar (Brown, 2004).
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Sekil 2.1. Seliilozun yapisi.

Seliiloz, biyolojik par¢alanmaya karst dayanikli olup saglam ve ¢dziinmez yapisi
ile diger polisakkaritlerden farklidir (Yang ve ark., 2010). Seliiloz, bitki biyokiitlesinin
% 40’m1 olustumaktadir. Seliiloz hidrofilik 6zelligine ragmen suda ¢éziinmez. Seliiloz,
minimum ¢ farkli enzimin Sinerjistik ¢alismasi ile glikoza hidrolize olabilir (Kiran ve
ark., 2006).

2.3. Bakteriyel Seliilaz

Seliilazlar; seliilozun yapisindaki B-1-4 baglarin1 pargalayarak son iiriin olan
glukoz, sello-oligasakkarit ve sellobiyozu olustururlar. Seliilazlar p-glukozidaz,
sellobiyohidrolazlar ve endo-B-1,4-glukanaz olmak {izere 3 gruba ayrilirlar. (-
glikozidazlar ise sellobiyozlari glikoza hidrolize ederler (Haki ve Rakshit, 2003).

Seliilaz enzimi olusturmak i¢in maliyetin azaltilmasi ve enzim performasinin
artirllmas1 gereklidir (Sadhu ve ark., 2013). Seliilazin, fazla miktarda iiretilmesi i¢in
yiiksek tiretimli mantar ve maliyeti uygun karbon kaynagi gereklidir (Hideno ve ark.,
2011). Selillaz tiretiminde substrat énemli bir etkendir. Bu nedenle substrat olarak
ekonomik biyokiitlelerin kullanimi seliilaz maliyetinin azalmasina yardim etmektedir
(Singh ve ark., 2009). Seliillaz iiretiminde, ¢ogunlukla bakteriler ve mantarlar

kullanilmaktadir.



Dogada endiistriyel isleyis bakimindan 6nemli seliilazlar bulunmaktadir. Teeri
ve ark.,, (1998), Aspergillus, Penicillium ve Bacillus suslar1 tarafindan
sentezlenmektedir (Tomme ve ark., 1995; Ito 1997).

Seliilozun  enzimatik  hidrolizi  i¢in  ¢ogunlukla  seliilaz  {ireten
mikroorganizmalarin ortama direkt olarak ilave edilmesi ile gergeklestirilir. Fakat bu
uygulamalar sonucu verimin az oldugu goériilmiistiir. Bununla birlikte, seliilozu seliilaz
ile dogrudan ¢aligmak daha kesin bir ¢6ziim olarak ortaya konulmustur.

Bu islem ilk olarak seliilazin iiretilmesi, daha sonra kismen saflastirilmasi ve
hidroliz galismalar1 i¢in kullanilmasi seklinde yapilir. Arastirmalar sonucunda birgok
mikroorganizmanin seliilaz iirettigi bulunmustur.

Enzimatik hidroliz, enerjinin tasarruflu kullanilmasi ve toksik maddelerin veya
asindiricr asitlerin kullanilmasina gereksinim duyulmamasindan dolay1 avantajlidir. Bu
sebeple seliilozun, seliilaz ile hidrolizi yaygin bi¢imde ¢alisilan bir konudur. Seliilazin,
seliilozun yiizeyine yapistigi ve substrat boyunca hareket ederek bir grup katalitik
reaksiyonlart gerceklestirdigi bulunmustur. Enzim, substrattan uzaklastirilarak ve
substratin farkli bolgesine yapisarak katalitik aktivite gostermektedir (Kiran ve ark.,
2006). Seliilazlar, pek¢ok alandaki kullanimlarindan 6tiirii diinya ¢apinda endiistriyel
enzimler arasinda tglincii siradadir. Mikroorganizmalar iginde aerobik, anaerobik
bakteriler, anaerobik mantarlar, beyaz c¢iiriik¢iil ve yumusak ¢iiriikk¢iil mantarlarda
seliilaz iiretimi yaygin bir sekilde goriilmektedir.

Mantarlardan iretilmis seliilazlar oksidatif ve hidrolitik enzimler yaparak, lignin,
seliiloz, hemiseliilozun pargalanmasini saglayabilmektedir (Pandit ve Maheshwari,
2012). Mantarlardan elde edilen enzimler, bakteriyel enzimlere oranla az komplekstirler
(Otajevwo, 2011). Karbon kaynagi, pH degeri, sicaklik, azot kaynagi, uyaricilarin
varliginda seliilaz tiretimin optimize edilmesinde 6nemlidir. En 6nemli parametre ise pH
degeridir (Otajevwo, 2011). Seliilazlarin farkli kullanim taleplerinden dolay1
uygulamalar1 her gecen giin artmaktadir. Seliilazlar, biyokiitlenin biyolojik olarak geri
dontisiimiinde kullanilmasina ragmen, son zamanlarda gida, deterjan, tekstil, yem gibi
endiistiyel alanlarda kullanilmaya baslamistir. Ancak fosil yakit kaynaklarinin giderek
azalmasiyla, yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ihtiya¢ artmustir. Bununla birlikte
selilaz ve diger enzimler kullanilarak lignoseliilozik biyokiitlenin hidrolizi

gerceklestirilmistir (Singhania ve ark., 2010).



Gliniimiizde, endiistriyel olarak kullanilan seliilotik enzimler kumaslarin
parlakliginin  arttirilmasinda, kotlarin biyolojik taslanmasinda, meyve sularinin
berraklasgtirilmasinda, endistriyel atiklarin 6n isleminde ve hayvacilikta yem Kalitesinin
artirtlmasinda kullanilmaktadir. Seliilozun istenilen alanda kullanilmasi seliilazlarin
basarisini, yeni ve daha etkin enzimlerin izolasyonuna baglhidir (Haki ve Rakshit, 2003).

Bakteri ya da mantarlardan farkli yollarla iiretilen seliilazin en uygun kullanilan
tiretim yontemi kat1 hal fermantasyonu (Solid State Fermantation, SSF) ve batik hal
fermantasyonu (Submerged, SMF) dur. Kati hal fermantasyonu, az miktarda atik su
cikmasi, diisiik maliyeti dolayisiyla daha iistiin goziikse de, batik hal fermantasyon
stirecinin kontrol edilebilirliginin kolay olmasindan dolay1 daha ¢ok tercih edilmektedir
(Pandit ve Maheshwari, 2012; Shobana ve Maheswari, 2013).

Seliilaz tiretiminde mantarlar, bakterilere gore daha fazla tercih edilmektedir.

Cizelge 2.1. Seliilaz iretimi i¢in kullanilan bakteri ve mantar tiirleri (Shara ve ark.,

2013).
Bakteri Mantar
Bacillus subtilis (CBTK 106) Trichoderma viride
Pseudomanas sp. Trichoderma harzianum
Bacillus subtilis KO Trichoderma reesei
Ruminococcus albus Aspergillius niger
Psedomanas fluorescens Aspergillius alternate
Geobacillus pallidus Penicillium chrysogeum

Literatiirde, halofilik bakteriler tarafindan firetilen bakterilerle ilgili ¢esitli
aragtirmalar mevcuttur. Han ve Zhang (2011), ilimh halofilik bakteri HS1 izolati
tarafindan tretilen seliilaz enzimini optimize etmislerdir. Li ve ark. (2012). Halofilik
Thalassobacillus izolatlarindan organik solventlere tolerans gosteren, alkalin seliilaz
enzimini karakterize etmis ve saflagtirmislardir. Zhang ve ark. (2012), tarafindan
Haloalkalofil Bacillus sp. BG-CS10 izolat1 tarafindan iretilen seliilaz enzimi
aktivitesine tuzun etkisi arastirilmistir. Chen ve Liu (2013), tarafindan izole ve teshis
edilen, 1limli halofilik grup igerisinde yer alan Halomonas sp. ZSCW-10 izolatinin
seliilotik aktivitesini belirlemiglerdir. Asha ve Sakthivel (2014), halofilik ve alkalofilik
ozellik sergileyen Bacillus subtilis susunun ftirettigi seliilaz1 saflagtirmis ve karakterize

etmislerdir.



2.4. Seliilazlarin Simiflandirilmasi

Seliilozik substrattaki hareket bolgelerine gore ii¢ grupta incelenmektedir. Icteki
seliloz ile 1lif baglarmi boélen endoglukanazlar, (endo f-1-4 glukanaz),
sellobiyohidrolazlar, ¢oziinebilen oligosakkaritleri hidroliz eden [ glikosidazlar ve

seliillozun dis bolgesinde calisan ekzoglukanazlar olarak siniflandirilir.

2.4.1. Endoglukanazlar

Karboksimetil seliilaz veya endo B-1-4 glukanazlar olarakta bilinmektedirler.
Seliilozun, yapisindaki B-1-4 baglarimi hidrolize ederler ve seliilozun substrati olarak
calisir. Endoglukanazlar, seliilozlari daginik olarak pargalayarak glukozlari,
oligosakkaritleri, sellobiyozlar1 olustururken, ekzoglukanazlar (sellobiyohidrolazlar)
selilozun yapisindaki f-1,4-D-glukozidik baglarin1 pargalayarak indirgenmemis

uclarinda olan sellobiyozlarin serbest kalmasinda katkida bulunurlar.

2.4.2. Ekzoglukanazlar

Seliiloz, zincirinde indirgen ve indirgen 6zellige sahip olmayan kisimlari igeren
bir sistemde hareket etmektedirler. Ayrica ana firiinleri glikoz ve sellobiyohidrolazlar
serbest birakirlar. Mikrokristal seliiloz tistiinden hareket ederler ve polisakkarit zinciri
kisalir. Karboksimetil seliilaz (CMC) ve hidroksietilseliilaz (HEC) zincirleri tizerinden

smurl1 bir etkiye sahiptir.

2.4.3. B- Glikosidazlar

Glukohidrolaz olarak da bilinen B-glikosidazlar kisa oligosakkarit zinciri ve
¢oziinebilir sellobiyozu glikoza hidrolize eder ve selilloz zincirinin uzamasiyla
aktivitesini kaybeder, ugta pB-glikoz oligasakkaritlerinin hidrolizini gerceklestirir
(Sharada ve ark., 2013).

2.5. Seliilazlarin Ozellikleri ve Karakterizasyonu

Seliilazlarin endistride en iyi perfomans sartlar1 altinda kullanilabilmesi igin

ozelliklerinin belirlenmesi 6nemlidir.



Seliilotik enzimler, metaller gibi molekiillerden de etkilenirler. Bu karakteristik
inhibitér etkiye yol agmaktadir. Cinko, civa, giimiis seliilaz1 inhibe ederek katalitik
aktiviteyi diisiiren iyonlardir. Aktiviteler bakimindan saf seliilazin karakterizasyonu i¢in
endoglukanazin bagka substratlar1 kullanilmaktadir. Bununla beraber enzimin sinerjik
etkisi, hassas 6l¢iimii onlemektedir.

Karboksimetil seliilloz, endoglukanaz aktivitesine karsi substrat olarak
kullanilmaktadir. Enzim rastgele polimere saldirir ve polimerizasyon boyutunda
degisiklik meydana getirir. Enzimatik reaksiyon, karboksimetil seliilaz aktivitesinde
indirgen seker olusum miktarini1 belirler. Ekzoglukanazlarin aktivitesi i¢in mikrokristal

seliiloz kullanilir (Zoppas ve ark., 2013).

2.6. Seliillazin Kullanim Alanlar:

Seliilaz; kagit, tekstil, gida, medikal gibi endiistriyel alanda kullanildig1 tespit

edilmistir (Das ve ark., 2010). Giiniimiizde seliilazin birgok farkli kullanim alan1 vardir.

2.6.1. Kagit endiistrisi

Ambalaj kagitlar, kullanilmis kagitlar ve gazete kagitlar1 geri donilisiim igin
onemli bir yere sahiptir. Kagitlardaki miirekkeplerin uzaklastirilmast i¢in giiniimiizde
enzimatik yollar ve kimyasal uygulamalar yapilmaktadir (Schafer ve ark., 2007). Bu
sebeple seliilazlar kagit endiistrisinde kagit fabrikalarinin drenajlarinin agartilmasi,
kagitlardan miirekkebin uzaklastirilmasi, kagidin dayaniklilik 6zellikleri ve kaba
mekanik kagit hamurunun degistirilmesi i¢in biyomekanik hamurlastirmada
kullanilmaktadir. Kagit hamuru tiretiminde seliilaz, hamur kalitesine hasar veren odunsu
maddelerin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu islem uygulanan enzimin tiiriine
baghdir (Zoppas ve ark., 2013). Ayrica, seliilaz karton gibi biiyiik kagit pargalarinin
parcalanmasini kolaylastirmak da endiistriyel bir kullanim alanidir.

Seliilolitik  enzimler kagit havlularin dokularindaki  yumusaklik i¢in
kullanilmaktadir (Sukuman ve ark., 2005). Kagit atik maddelerinin geri doniisiim

isleyisinde farkli seliilaz sistemleri kullanilmaktadir (Yu, 1996).



2.6.2. Deterjan endiistrisi

Seliilazlar,  ¢ogunlukla  deterjan  endiistrisinde  temizlik  amaciyla
kullanilmaktadir. Trichoderma reese’den iiretilen seliilazlar deterjan endiistrisinde
kullanima uygundur. Aymi sekilde Trichoderma viride ve Trichoderma harzianum
endiistride seliilazlarin ana kaynaklar1 olarak bilinmektedirler. Yiiksek sicakliklarda ve
alkali kosullarda aktif Humicola tiirlerinden meydana getirilen seliilazlar ¢ogunlukla
deterjan ve yikama tozlarina eklenmektedirler (Sukumaran ve ark., 2005).

Seliilaz, hidrolazlardan farkli olarak lekeleri Oziimlemediklerinden dolay1
deterjan enzimleri ¢alismalarinda basarili bir yere sahiptir. Alkalin pH’daki deterjanlarin
kararliligi deterjan enzimi icin gereklidir (Shirai ve ark., 2001). Alkalin seliilazlarin
kesfi ile birlikte deterjanalaninda kullanimi enzimin yeni kullanim alanini olusturmustur
(Horikoshi, 1999). Seliilazlar, temizleme ve kumas onarimi bakimindan deterjan
endiistisine katki saglamistir. Ote yandan kumaslari onarip yiizeyindeki tiiylii goriintiiyii
ve renk tonunu etkileyen 6zellige sahiptir. Lif fragmentleri yipranmis kumas ve eskimis
goriintiiye sahip olan kumaslar1 onarim islemiyle olur (Schafer ve ark., 2007). Zarar
gormiis lif yiizeylerinde bulunan kirlerin yiizeyden uzaklastirilabilmesi ve
mikrofibrilleri uzaklastirma etkileride vardir. Seliilazlar, lif yiizeylerinden kirliliklerin
temizlenmesi ve kumaslara parlaklik vererek yeni gibi gériinmesini saglar (Paulo ve
Gubitz, 2003). Deterjan endiistirisinde sadece endoglukanazlar istenen performans
artigin1 saglayabilmektedir (Schafer ve ark., 2007). Fakat seliilazlarin deterjanlarda
yliksek oranda kullanilmasi bazi yikamalar sonrasi pamuksu kumaglara zarar
verebilmektedir (Aehle, 2007). Giiglii aktiviteli yeni deterjanlarin performanslarini
arttirmak ic¢in karistma proteaz, lipaz, amilaz, seliilaz, enzimin Kkaristirilmasi s6z

konusudur (Singh ve ark., 2001).

2.6.3. Gida endiistrisi

Seliilaz, gida endiistrisinde hemiseliilaz ve pektinazlarla birlikte meyve ve sebze
iceceklerinin seffaflastirilmasinda, zeytinyaglarinin ayrilmasinda, yagli tohumlarin
ekstraksiyonunda, meyve nektar ve piirelerinin tiretiminde kullanilmaktadir (Sukuman
ve ark., 2005).
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Ozellikle meyve suyu yapiminda hemiseliilaz, seliilaz, pektinazlarin ortak
kullanim1 gida endiistrisinde basariy1 arttirmaktadir (Soares ve ark., 2001). Meyve
sularmin yapiminda 6nemli bir yere sahip olan seliilazlar, meyve sularin renk ve
nektarin ektraksiyon etkinligini arttirmada, meyve pigmentlerin iyi bir sekilde ekstre
olmasma yardimci olur (Zoppas ve ark., 2013). Seliilazin ilave edilmesiyle nektar
verimi artirilabilir ve ylksek sicaklarda nektar hazirlanmasi esnasinda kirlenme
Onlenebilmektedir (Saravanan ve ark., 2008). Seliilazlar, siikroz, nisasta gibi alternatif
tatlandiricilara rakip olan, glikoz suruplarmin {retiminde hidroliz edilmis seliiloz
fermantasyon ile ¢esitli kimyasallarin {iretimi igin besin kaynagi olarak da
kullanilabilmektedir. Sitrik asit, asetik asit gibi gida iceriklerin de kullanilan enzimleri
icermektedirler (Zoppas ve ark., 2013). Buna ek olarak firincilikta iiriinlerin kalitelerini

arttiritlmasinda da seliilazlar kullanilmaktadir (Bhat, 2000).

2.6.4. Tekstil endiistisi

Seliilazlar, tekstil endiistisinde el islenmesinde, tekstil tirtinlerinin islenmesinde,
basarili enzimlerdir (Karmakar ve ark.,). Tekstil uygulamalarda kotlarin taglanmasinda
kullanilmaktadir. Kotlarin biyolojik islemesinde ponza taslarindan faydalanmaktadir.
Fakat ponza tasi islemi emek isteyen ve kullanilan donanimlara hasar veren bir
uygulamadir. Seliilazlarin B-1-4 baglarmin ayristirilmasinda seliilazlarin ponza taginin

gorev almasi ile uygulamadaki verimliligi arttirmistir (Schafer ve ark., 2007).

2.6.5. Yem endiistisi

Yem endiistisinde, besin degerini arttirmak icin monogastrik ve ruminant
yemlerin tiretiminde kullanilmigtir (Bhat, 2000; Kiran ve ark, 2006). Ayrica pektinaz ve
hemiseliilaz enzimleri ile birlikte seliilazlarin kulanimi yemin sindirilmesinde ve besin

degerlerini arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Zoppas ve ark., 2013).

2.7. Seliilaz Uretimini Etkileyen Faktorler

Seliilaz, enziminin bir¢ok yOntemle tiretilebilir. Kat1 hal fermantasyon ve batik
hal fermantasyon yontemleri en bilindik yontemlerdendir. Seliilaz enzimini etkileyen

faktorler mevcuttur.
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Bunlar; karbon kaynagi, sicaklik, azot kaynagi, substratin nem igerigi ve
konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi, pH gibi faktorlerdir. Seliilaz enzimini etkileyen

faktorler kullanilan mikroorganizmalar gore degismektedir (Otajevwo, 2011).

2.7.1. inkiibasyon sicakhig

Sicaklik, mikroorganizmanin gelisimini etkileyen 6nemli etkenlerdir. Sicaklik
artis1 ile birlikte enzim aktivitesinin artisinda degisim meydana gelmektedir yiiksek

sicakliklarda enzim inaktif olmaya baslamaktadir (Thomas ve Ambikapathy, 2011).

2.7.2. pH etkisi

Fungal seliilazlar i¢in pH araligi mikroorganizmaya gore degisiklik gostermesine
ragmen uygun araligin 3-6 oldugu tespit edilmistir (Padmavathi ve ark., 2012).

Bakteriyel izolatlarda tiretilen seliilazlarda en yiiksek seker verimi pH 6 ooldugu
ortamlarda elde edilmistir. pH degerinin diismesi ile seker verimi de azalmis ve pH

degerinin 3 oldugu sartlarda en diisiik deger elde edilmistir.

2.7.3. Substrat konsantrasyonu ve nem icerigi

Substrat ¢esidine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Yiiksek substrat
konsantrasyonlari enzimin inhibe olmasimna sebep olurken, diisilk substrat
Konsantrasyonlar1 ise verimi ve hidroliz sirasindaki reaksiyon hizini arttirmaktadir
(Igbal ve ark., 2009).Seliilaz i¢in kullanilacak olan substratlarin nem igerigininin yiiksek
olmasi oksijeninin iceriye girmesini engeller ve bdylelikle kontaminasyona sebep
olabilmektedir. Nemin diisiik olmasi ise substratlarin gelisim seviyesini, enzim

aktivitesini azaltarak besin ulasilabilirliligini diisiirmektedir (Maurya ve ark., 2012).

2.7.4. Azot kaynad

Enzim {retimi ¢esitli organik ve inorganik azot kaynaklarinin derisiminden
etkilenmektedir. Bacillus tiirleri amonyum kloriir (NH4CI) kullanimi optimum degerleri
gosterirken bagka tiirlerde optimum degeri potasyum nitrat (KNO3) veya amonyum
nitrat (NHaNO3) ile saglanmaktardir (Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2010).
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Bir¢cok caligmada amonyum siilfatin en uygun azot kaynagi oldugu tespit

edilmistir (Padmavathi ve ark., 2012).

2.7.5. Karbon kaynagi

Karbon kaynagi mikrobiyal fermantasyon ortaminin temel bilesenlerindendir.
Hiicre igi gelisimi ve metabolik reaksiyonlari etkilemektedir (Nagar ve ark., 2010).
Seliilaz iiretiminde karboksimetil selilloz (CMC), laktoz, fruktoz, maltoz, galaktoz,
nisasta, siikroz gibi farkli ticari karbon kaynaklar1 kullanilmaktadir. Karbon kaynagi
enzim iretimi i¢in en 6nemli faktordiir. Seliilaz iiretimi maya 6ziitii, potasyum fosfat,
glikoz, amonyum siilfat, pepton gibi zengin besi ortam: gerektirmektedir. Bu sebeple
karbon kaynagi olarak lignoseliilozik atiklarin seliilazin daha ekonomik olmasi i¢in
onemlidir (Rashid ve ark., 2009). Yapilan bir¢ok calismada seliilaz iiretimi karbon
kaynag1 olarak lignoseliilozik biyokiitleler kullanilmistir (Purwadaria ve ark., 2004;

Jadhav ve ark., 2013).

2.8. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofilik bakteriler toprakta, sulak bolgelerde, tatli su ve deniz suyu
sedimentlerinde bulanabilirler. Hiicresel gelisim genellikle asir1 tuzlu ortamlarda inhibe
olur ancak bu ortamlarin taksonomik olarak ¢esitli bakteri gruplarimi vardir. Halofiller,
NaCl gereksinimlerine bagli olarak, hafif, orta veya asir1 halofilik olarak
siniflandirilabilir. Halofilik mikroorganizmalar tuz seven olarak da adlandirilir.
Halofilik mikroorganizmalar tuz gereksinimleri ve tuz toleranslarina gore farklilik
gostermektedir. Larsen (1962), % 2 NaCl konsantrasyonunda gelisen bakterileri
halofilik olmayan, % 2-5 NaCl konsantrasyonunda gelisenlere hafif halofilik, % 5-20
NaCl konsantrasyonunda gelisenleri orta halofilik ve % 20-30 NaCl konsantrasyonunda
gelisenleri ise asir1 halofilik mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Larsen,
1962). Tuz gollerinde ml basina 107-108 cfu halofilik bakteri igerebilecegi
bilinmektedir (Birbir ve Sesal, 2003). Bu bakterilerin ¢ogu ekstrem kosullar altinda

farkli fonksiyonlara adaptasyon gelistirmislerdir.



13

Adaptasyonlar metabolik diizeyde son degisikliklere neden olan halofilik tiirlerin
DNA’nin fiziksel 6zelligi ve protein stabilitesi ile ilgilidir (Roy ve ark., 2013). Halofilik
bakteriler tuz golleri, tuzlalar, tuzlu toprak gibi alanlarda bulunur.

Bununla ilgili ¢alismalar Halomonos anticariensis, Halomonas maura,
Halomonoas elongata, Halomonos halmophila, Halomonos salina gibi bakterilerle

bilim adamlarinca tespit edilmistir (Aral ve ark., 1999; Peng ve ark., 2004).

2.9. Bacillus Cinsi

Bacillus, Bacillaceace familyasinin bir tiyesidir. Hiicreler diiz ya da diize yakin,
comak sekilli, bircok olumsuz ¢evre kosullart i¢in direngli, endospora sahip, gram
pozitif, peritrik kamg¢ili, aerobik veya fakiiltatif anaerob bakteridir. Tek ya da gruplar
halinde gelisebilen, ¢ift veya zincir seklindedirler (Zemek ve ark., 1981).

Bacillus’larin habitat1 toprak olarak da bilinmesine ragmen dogada su, hava,
yiyecek gibi bir¢ok ortamda bulunabilirler. Bu bakteriler, toksin iiretimi, antibiyotik,
enzim tretimi gibi 6zellikleri ve kolay tretilebilmeleri sebebiyle bakteriler arasinda
onemli mikroorganizmalardir (Ediz ve Beyatli, 2005). Vejetatif hiicre ¢aplart 0.5x1.2
um-2.5x10 um capilar1 arasindadir. Genel olarak beyaz veya krem renkli kolonilere
sahiptirler fakat bazi tiirlerinde pembe, sari, turuncu ve siyah renklerde kolonilerede
rastlanir. Bacillus’larin psikrofilik, termofilik ve mezofilik tiirleri bulunur. Asir1 yiiksek
sicakliklar da bile canli kalabilmektediler. Cogunlukla 35-37 °C’de ve pH 7.0 civarinda
tirerler. Karbon kaynagi olarak seker, organik asit, nitrojen kaynagi olarak da amonyum

bulunduran sentetik ortamlarda cok 1iyi tirerler.

2.9.1. Bacillus cinsinin 6nemi

Bacillus’lar enzim, toksin ve antibiyotik {iretimi, gibi metabolik 6zellikleri kolay
tiretilebilmeleri ve endiistriyel Oneme sahip olmalari gibi ozellikleri ile Onemli
mikroorganizmalardir. Buna ¢k olarak sporlanma yetenekleri ve metabolik
faaliyetlerinin farkliliginin, genis bir ¢cevreye yayilmalarinda 6nemli avantajlar sagladigi
da belirtilmektedir. Yapilan birgok biyoteknolojik ¢aligmada kullanilan Bacillus’lar,
trettikleri proteinler sebebiyle ticari 6neme sahiptir ( Kim ve ark, 2005; Annamalai ve
ark, 2011b).
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Bacillus’larin trettigi endiistriyel enzimler olan seliilazlar ve amilazlar deterjan
endiistrisinde, nétral protezlar siit endiistrisinde, farkli amilaz ve pullulanazlar besin
meyve suyu endiistrisinde kullanilmaktadir. Bacillus cinslere ait yapilan farkli
calismalar mevcuttur. Bunlardan bazilar1 sdyledir:

Zemek ve ark. (1981), Bacillus cinsindeki polisakkarit hidrolizleyen enzimler
lizerine bir c¢alisma yapmislardir. Calisma sonucunda 25 tirin 118 susundan
polisakkarit hidroliz enzimleri iiretmislerdir.

Ito (1997), izole ettigi alkalifilik Bacillus KSM-635 susundan saflastirdigi
alkalin seliilazin deterjan endiistrisi i¢in uygulanabilirligini gostermistir.

Rajoka ve Malik (1997), farkli seliilozik substratlar iceren ortamlarda
Cellulomonas  biazotea’dan  seliillaz  iiretimini  gergeklestiren  bir  calisma
yayimlamiglardr. Maksimum B-glikozidaz tiretimi karbon kaynagi olarak sellobiyoz ve
kallar grass (Diplachne fusca) igeren ortamlarda gergeklesmistir.

Nikolov ve ark. (2000), glikoz iiretimi i¢in etkili bir metod olarak Trichoderma
reesei’den elde edilen kompleks seliilazlar ile atik seliilozlardaki liflerin enzimatik
hidrolizin gelistirmislerdir.

Hoshino ve ark. (2006), Bacillus sp. KSM-635 susundan alkalin seliilaz enzimini
izole edip, bunun deterjan alaninda kullanilip pamuklu giysilerden Kirlerin
uzaklastirilmasi tizerine ¢alismislardir.

Zhang ve ark. (2004), amilaz ve seliilaz ireticisi Bacillus sp. JCM 9141 ve
Bacillus sp. JCM 9156 suslarint aymi besiyerinde fiireterek tatli patateslerin
sakkarifikasyonunda multi enzimlerin uygulanmasini arastirmiglardir.

Huang ve Monk (2004), izole ettikleri Caldibacillus cellulovorans’tan
saflagtirdiklar: termosatbil CMCaz’in SDS-PAGE yontemiyle molekiiler agirliginin
85,1 kDa olugunu ve maksimum aktivitesini 80 °C’de, pH 6.5-7.0 arasinda gosterdigini,
70 °C’de 3 saat islemden sonra % 83 aktivitesinin kaldigin1 bildirmislerdir. Enzimin
Zn?* ve Hg?" ile oldukca inhibe oldugunu da goézlemlemislerdir.

Ugwuanyi ve ark. (2004), tarimsal artiklarin termofilik aerobik pargalanmasi
siirecinde amilaz ve seliilaz enzim aktivitesi ve termofilik popiilasyonun {iremesi
tizerine yaptiklart bir ¢aligmada 55 °C’de 24 saat ya da daha kisa siirede termofil
popiilasyonu en yiiksek degere ¢ikarken, 96 saat sonunda popiilasyonun ¢ogunlugunun

spor olusturmaya basladigini bildirmiglerdir.
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Singh ve ark. (2004), Bacillus shaericus’den elde ettikleri termostabil alkalin
karboksimetil seliilaz enzimin SDS-PAGE analizlerinde tek bantli ve molekiiler
agirhginin 42 kDa oldugunu bildirmislerdir. Enzim 1mM Fe®" ve Hg?* ile inhibe
olurken; Co?*, K* ve Na" ile aktive olmaktadir. En iyi aktivitesini 60 °C’te gdsteren
enzim i¢in optimum pH’nin 8.0 oldugunu ve ince tabaka kromatografisi ile son iiriin
olarak CM glikoz, sellobiyoz ve sellodekstrin olusturdugu saptanmstir.

Sukumaran ve ark. (2005), mikrobiyal seliilazlarin iiretimi, uygulamalar1 ve
karsilasilan zorluklar tizerine ¢alismiglardir.

Bischoff ve ark. (2006), Bacillus licheniformis’ten elde ettikleri endoglukanaz
enziminin molekil agirhgimn 37 kDa oldugunu bildirmislerdir. Enzim optimum
calisma sicakligi 65 °C’de gosterirken, 1 saatlik inkiibasyon isleminde 60°C’de daha
stabil oldugunu ve % 90’dan fazla aktiviteye sahip oldugunu agiklamislardir. Optimum
calisma pH‘s1 6.0 olan enzim pH 10.0’da % 40 aktiviteye sahiptir.

Xia ve ark. (2008), spesifik olmayan seliilazlar ile kitosanlarin hidrolizinde
yaptiklart bir c¢aligma neredeyse tiim seliilazlarin kitosant kitin oligomerlerine
pargaladigini bildirmislerdir.

Jo ve ark. (2008), piring kabugundan faydalanarak Bacillus amyloliquefaciens’
ten karboksimetilseliillaz (CMCaz) sentezini gergeklestirmislerdir. Kiiltirin CMCaz

tiretimi i¢in optimum gelisme kosulu olarak 37 °C ve pH 6.8 olarak bulmuslardir.






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmanin materyalini; Van Ercis karayolu lizerinde bulunan, bélgenin tuz
ihtiyacin1 karsilayan Canik Tuzlasi’ndan toplanan tuzlu su ornekleri olusturdu (Sekil
3.1).

Sekil 3.1. Canik Tuzlasi’dan goriintii.

3.1.1. Halofilik bakterilerin izolasyonu ve tammlanmasi i¢in kullanilan besiyerler
ve ayraclar

3.1.1.1. Halofilik besiyeri

Halofilik bakterilerin izolasyonu igin halofilik besiyeri kullanildi. Besiyeri
igerigi, distile suda ¢oziildiikten sonra otoklavlanarak 121 °C’de 15 dakika sterilize
edildi.
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3.1.2. Kullanilan ¢ozelti ve boyalar

3.1.2.1. Kristal viyole

Kristal viyole boyasi, havanda doviilerek tizerine 10 ml % 96’lik fenol kristaline
ve distile su eklendi. 24 saat bekletildikten sonra filtre kagidindan gram boyamada
kullanild1 (Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.2. Liigol ¢ozeltisi

Kat1 besiyerlerindeki amilaz analizleri ve gram boyama testinde kullanildi

(Aygan, 2008).

3.1.2.3. Kongo kirmizisi

Kat1 besiyerinde seliilaz aktivitesini belirlemek amaciyla kullanildi (Das ve ark.,

2010).

3.1.2.4. NaOH cozeltisi

Besiyerlerin pH degerlerini ayarlamak amaciyla kullanildi (Aiba ve ark., 1987).

3.1.2.5. Safranin boyasi

Safranin boyasi etil alkol ve distile su ile iyice ¢oziindiikten sonra gram boyama

tekniginde kullanildi.

3.1.2.6. % 3’liikk H20: ¢ozeltisi

% 3’liik H202 ¢ozeltisi katalaz testi aktivitesinde kullanildi (Cotuk ve Kiigiiker,
1992).

3.1.2.7. Siilfanilik asit ¢ozeltisi

Siilfanilik asit ¢ozeltisi nitrat indirgenmesi aktivitesinde kullanildi (Cotuk ve

Kigiiker, 1992).
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3.1.2.8. Alfa -naftol ¢ozeltisi

Alfa-naftol etanolde ¢o6ziindiiriilerek nitrat indirgenmesi testinde kullanildi
(Cotuk ve Kiigiiker, 1992).

3.1.2.9. Rhodamin B boyasi

Rhodamin B, (% 0.001°lik ) boyasi lipaz testi yapiminda kullanildi (Cotuk ve
Sungur, 2015).

3.1.2.10. Siilfirik asit

Enzim aktivitesinde, tayininde kullanildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Tuzlu su oérneklerinin toplanmasi

Tuzlu su ornekleri, Canik Tuzlasi’nda bulunan tuzlu su havuzlarindan alindi.

Orneklemelerde 1000 ml’lik steril polietilen siseler kullanilds.

3.2.2. Tuzlu su oérneklerinden halofilik bakterilerin izolasyonu

Canik Tuzlasi’nin, farkli alanlarindan toplanan tuzlu su 6rnekleri seri seyreltme
yontemiyle mikroorganizma yogunluguna gore siralandi. Daha sonra halofilik
besiyerine ekim yapilarak 35 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Ekim yapilan petri
plakalarinda gelisen bakteri kolonileri morfolojilerine dikkat edilerek se¢ildi (Sehgal ve
Gibbons, 1960).

3.2.3. Halofilik bakterilerin saf Kiiltiirlerin elde edilmesi

Halofilik besiyerinde gelisen kiiltiirden steril 6ze yardimiyla ¢izgi plak
yontemiyle ekim yapilarak ti¢ farkli saf kiiltiir elde edildi.
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3.2.4. Seliilaz enzimi iireten izolatlarin tespiti

Seliilaz kullaniminin belirlenmesi igin bakteriyel izolatlar igerisinde % 1
oraninda karboksimetil seliilaz i¢eren halofilik besiyerine ekildi ve 35 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda seliilaz akivitesi gdsteren koloniler
tizerine % 1 Kongo Red dokiilerek 15 dakika bekletildi. Daha sonra 1M NaCl yikandi.
Izolatin, olusturdugu berrak bolge seliilaz enziminin aktif oldugunu gosterdi. Seliilaz
aktivitesinde aktif olan koloni tekrardan halofilik besiyerine ekilerek 48 saat 35 °C’de
inkiibasyona tabi tutularak 4°C’de stok kiiltiir olarak saklandi (Gohel ve ark.,2014).

3.3. Seliilaz Enzim Aktivitesinin Tespiti

3.3.1. Seliilaz enziminin spektrofotometrik dl¢iimii

Uygun sekilde seyreltilmis glukoz seker ¢ozeltisi (1.0 ml), dogrudan bir test
tiptiniin dibine (1.5X15 cm) pipetlendi. Fenol reaktifi (1.0ml) ayn1 sekilde eklendi,
ardindan 5 ml konsantre H2SO4 eklendi ve dogrudan seker ¢ozeltisine hizli akish bir
pipet veya uygun bir dispanserden pipetlendi. Cozelti hemen karistirildi ve absorbans
490 nm'de okunmadan Once sogumaya birakildi. Absorbans degerleri (reaktif
bosluklarinin ¢ikarilmasindan sonra) daha sonra, glukozun (5 150 pg) absorbansa karsi
cizilmesiyle elde edilen standart bir grafik kullanilarak glikoz esdegerine ¢evrildi

(Dubois ve ark., 1956).

3.3.2. Seliilaz enziminin farkh sicakliklarda gosterdigi aktivitenin tespiti

Farkl1 sicaklik degerlerinin, seliilaz aktivitesi tizerindeki etkisini belirlemek igin
100 pl 24 saatlik seliiloz-pozitif izolat kiiltiirii ile asilannmus steril M9 minimal tuz
ortamina sahip 250 ml’lik erlenmeyer siselerine seliilaz-pozitif izolat agilandi. Sicaklik
degerleri 25 °C, 30 °C 35 °C, 40 °C, 45 °C’ye ayarlanarak ekim yapildi. 24 saat
inkiibasyona tabi tutuldu. inkiibasyon sonrasinda kiiltiirler santrifiij edilerek iist fazi
alindi. Daha sonra kiiltiirlere seliilaz enzim soliisyonu ve substrat eklenerek 120 dakika
35 °C’de inkiibasyonlu calkalayicida bekletildi. Bu islem bittikten sonra, tiipler buz
icerisinde bekletilerek iizerlerine fenol ¢ozeltisi ve siilfirik asit eklenildi. 490 nm’de,

spektrofotometre cihaziyla en yiiksek enzim aktivitesi belirlendi (Dubois ve ark., 1956).
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3.3.3. Seliilaz enziminin farklh zaman araliklarinda gosterdigi aktivitenin tespiti

Farkli zaman araliklarinin, seliilaz aktivitesi lizerindeki etkisini belirlemek icin
100 pl 24 saatlik seliilaz-pozitif izolat kiiltiirii ile agilanmis steril M9 minimal tuz ortami
ile 250 ml erlenmeyer siselerine asilandi. Erlenmeyer siseleri 24 saat, 48 saat, 56 saat,
72 saat ve 96 saat boyunca 30 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, kiiltiirler
santrifiij edilerek st fazi1 alindi ve tlzerlerine seliilaz enzim soliisyonu ve substrat
eklenerek 120 dakika 35 °C inkiibasyonlu calkalayicida bekletildi. Daha sonra tiipler
buz igerisine alinarak iizerlerine fenol ¢ozeltisi ve siilfirik asit eklendi 490 nm’de,

spektrofotometre cihaziyla en yiiksek enzim aktivitesi belirlendi (Dubois ve ark., 1956).

3.3.4. Seliilaz enziminin farkh karbon kaynaklarinda gosterdigi aktivitenin tespiti

Karbon kaynaklarinin, selillaz enzimi aktivitesi {izerindeki etkisini belirlemek
icin karbon kaynaklarinin son konsantrasyonlari, 100 ml steril M9 minimal tuz ortamina
250 ml erlenmeyer siselerine % 1 karbon kaynaklari ilave edildi. Siseler, 24 saatlik
kiiltirtin 100 pl’si eklenerek inokiile edildi. Karbon kaynagi olarak seliiloz, ksiloz,
maltoz, sellobiyoz, mannoz, arabinoz, glukoz, mannitol, fruktoz, laktoz, siikroz
kullanildi. Kiiltiirler, 24 saat 30 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, kiiltiirler
santrifiij edilerek iist faz1 alindi ve iizerlerine, seliilaz enzim soliisyonu ve substrat
eklenerek 120 dakika 35 °C inkiibasyonlu ¢alkalayicida bekletildi. Daha sonra tiipler
buz icerisine alinarak iizerlerine fenol ¢ozeltisi ve siilfirik asit eklenir. 490 nm’de

spektrofotometre cihaziyla en yiiksek enzim aktivitesi belirlenir (Dubois ve ark., 1956).

3.3.5. Seliilaz enziminin farkh azot kaynaklarda gosterdigi aktivitenin tespiti

Azot kaynaklarinin, seliilaz enzim aktivitesi lizerindeki etkisini belirlemek i¢in
azot kaynaklarini, % 1’lik nihai konsantrasyonlara, 100 ml steril M9 minimal tuz
ortamina 250 ml’lik erlenmeyer siselerine ilave edildi. Sigeler, 24 saatlik kiiltiiriin 100
ul’si eklenerek asilandi. Azot kaynagi olarak malt ekstrati, yeast ekstrati, pepton, et
ekstratt ve amonyum siilfat kullanildi. Kiiltlirler, 24saat 30 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirler santrifiij edilerek iist faz1 alindi ve iizerlerine seliilaz
enzim soliisyonu ve substrat eklenerek 120 dakika 35 °C inkiibasyonlu galkalayicida
bekletildi.
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Daha sonra tiipler buz igerisine alinarak tizerlerine fenol ¢ozeltisi ve stilfirik asit
eklenir. 490 nm’de spektrofotometre cihaziyla en yiiksek enzim aktivitesi belirlenir

(Dubois ve ark., 1956).

3.3.6. Seliilaz enziminin farkh amino asit kaynaklarda gosterdigi aktivitenin tespiti

Amino asit kaynaklarinin, selillaz enzim aktivitesi {iizerindeki etkisinin
belirlemek i¢in, amino asit kaynaklarmin son konsantrasyonlari, 100 ml steril M9
minimal tuz ortami iceren 250 ml erlenmeyer siselerine % 1 oraninda ilave edildi.
Siseler, 24 saatlik kiiltiirin 100 pl’si eklenerek asilandi. Amino asit kaynagi olarak
triozin, lisin, glutamin, arginin, sistein, ornithin, glisin, amonyum siilfat kullanildi.
Kiiltiirler, 24 saat 30 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda, kiiltiirler santrifiij
edilerek tist faz1 alindi ve iizerlerine seliilaz enzim soliisyonu ve substrat eklenerek 120
dakika 35 °C inkiibasyonlu galkalayicida bekletildi. Daha sonra tiipler buz igerisinde
alinarak buz icerisine alinarak iizerlerine fenol ¢ozeltisi ve siilfirik asit eklenir 490
nm’de spektrofotometre cihaziyla en yiiksek enzim aktivitesi belirlenir (Dubois ve ark.,
1956).

3.3.7. Seliilaz enziminin farkh tuz konsantrasyonlarda gosterdigi aktivitenin tespiti

Farkli tuz konsatrasyonlarin, seliilaz aktivitesi iizerindeki etkisini belirlemek i¢in
100 ml steril M9 minimal tuz ortamina sahip 250 ml’lik erlenmeyer siselere, 100 ul
seliilaz-pozitif izolat ile asilandi. Tuz konsantrasyonlar1 % 5, % 10, % 15, % 20, % 25
olarak kullanildi. Kiiltiirler, 24 saat 30 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda,
kiiltiirler santriftij edilerek st fazi alindi ve tizerlerine seliilaz enzim soliisyonu ve
substrat eklenerek 120 dakika 35 °C inkiibasyonlu ¢alkalayicida bekletildi. Daha sonra
tiipler buz igerisinde alinarak tizerlerine fenol ¢ozeltisi ve siilfirik asit eklenir 490 nm’de

spektrofotometre cihaziyla en yiiksek enzim araligi belirlenir (Dubois ve ark., 1956).

3.3.8. Seliilaz enziminin farkh pH araliklarinda gosterdigi aktivitenin tespiti

pH’1n, seliilaz aktivitesi lizerindeki etkisinin belirlemek i¢in 100 ml steril M9
minimal tuz ortamina sahip 250 ml’lik erlenmeyer siseleri, 100 pl seliilaz-pozitif izolat
ile asilandi. pH degerleri pH 5, pH 6, pH 7, pH 8 pH 9 olarak kullanildi.



23

Kiilttrler, 24 saat 30 °C’de inkiibe edildi. 1nk1'ibasy0n sonrasinda, kiltirler
santrifiij edilerek st fazi1 alindi ve tlzerlerine seliilaz enzim soliisyonu ve substrat
eklenerek 120 dakika 35 °C inkiibasyonlu calkalayicida bekletildi. Daha sonra tiipler
buz icerisinde alinarak iizerlerine fenol cozeltisi ve siilfirik asit eklenir 490 nm’de

spektrofotometre cihaziyla en yiiksek enzim araligi belirlenir (Dubois ve ark., 1956).

3.4. Kiiltiiriin Koloni ve Hiicre Morfolojisinin Belirlenmesi

izole edilen suslarin, koloni morfolojisi binokiiler mikroskop kullanilarak
belirlendi. Hiicre morfolojisinin tespit edilmesi i¢in gram boyama tekniginden

faydanild1 (Mac Faddin, 2000).

3.4.1. Bakteri Suslarimin Gram Boyama Yontemi ile Boyanmasi

Gram boyama yapilacak olan bakteri sugunu, saf kiiltiirden alinip fizyolojik tuzlu
su ile lam yiizeyine yayilarak preparat hazirlandi. Preparat havada kurutularak alevde
fikse edildi. Bu islemden sonra preparat yiizeyine kristal viyole boyasi damlatilarak 2
dakika beklendi. Fazla olan boya dokiilerek liigol (Gram iyodiir) damlatilarak 1 dakika
beklendi. Preparat, % 96’lik etil alkol ile 6-10 saniye dekolorize edildi ardindan saf su
ile yikandi. Son agsama olarak safranin boyasi: damlatilarak 30 saniye bekletilerek saf su
ile yikandi. Kurutma kagidi iizerine alinarak preparatin kurumasi beklenildi. Preparat,
kurutulduktan sonra 1 damla imersiyon yagi damlatilarak 100’luk objektifte incelendi.

Mor-menekse renginde goriilen koloniler gram pozitif (+), kirmizi-pembe

goriilen koloniler ise gram (-) olarak degerlendirildi (Benson, 2002).
3.5. Biyokimyasal Testler

3.5.1 Sitrat testi

Test edilecek bakteri kolonisinden platin 6ze yardimiyla tiipteki Simon’s Sitrat
Yatik Agar besiyeri yiizeyine ekim yapildi. Ekim yapilan tiipler, 30 °C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, orijinal rengi yesil olan ve indikator
olarak % 0,2’lik Bromo Timol Mavisi kullanilan besiyerinde besiyeri renginin koyu

mavi rengin meydana gelmesi reaksiyon sonucunun pozitif olarak degerlendirildi.
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Besiyerinde, her hangi bir renk degisikligin olmamasi test sonucunun negatif oldugunu

gosterir (Benson, 2002).

3.5.2. Metil red (MR) testi

Incelenecek bakteri kolonisinden 6ze yardimiyla alinarak tiipteki halofilik broth
besiyere ekim yapildi. Tiipler 30°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda, tiiplerin iizerine 0,5 ml metil kirmizis1 ilave edilerek karistirildi. Kirmizi
rengin olusmasi testin pozitif oldugumu, renk degisimin olmamasi testin negatif

oldugunu gosterir (York ve ark., 2007).

3.5.3. indol testi

Test edilecek bakteri kolonisi platin 6ze yardimiyla steril bir tiip iginde halofilik
besiyerine ekim yapildi. Tiipler etiivde, 30 °C’de 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda, ekim bolgesinde olusan bulaniklik hareketliligin gostergesidir. H2S olusumu
ise tremenin oldugu bolgelerde siyahlagsma ile belirlenir. 0,5 ml Kovak’s Ayiraci
eklenerek calkalandi. 1-2 dakika igerisinde besiyer tizerinde parlak kirmizi-pembe bir
halka olusmasi test sonucunun pozitif (indol formasyonunun) oldugunu, sarimsi bir renk

olusmasi test sonucunun negatif (indol olusmadigini ) gosterir (York ve ark., 2007).

3.5.4. Karbonhidrat oksidasyonu testleri

Izolatlar, igerisinde % 1 oraninda test edilecek seker ve fenol red broth tiiplerine
ekim yapildi. Tiipler 30 °C’de 24-72 saat inkiibasyona tabi tutuldu. Bakterinin seker
kullanip Kullanmadigi inkiibasyon sonucunda besiyeri igerisinde bulunan indikator
boyanin kirmizi renginden sar1 renge donlismesiyle sonug¢ pozitif olarak degerlendirilir

(Benson, 2002).

3.5.5. Aminoasit dekarboksilasyon testi

izolatlar, igerisinde % 1 oraninda test edilecek aminoasit ve fenol red broth

tiiplerine ekim yapildi. Tiipler 30 °C’de 24-72 saat inkiibasyona birakildi.
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Besiyerde glikoz fermantasyonu sonucu azot olusmasi meydana gelir ve besiyeri
icerisinde bulunan indikator boyanin sar1 renkten kirmizi renge doniismesi pozitif sonug

olarak degerlendirilir.

3.5.6. Nitrat indirgenmesi testi

Icerisinde % 1 oraninda KNO3 ve durham tiipii bulunan halofilik broth tiiplerine
test edilecek kiiltiirden ekim yapildi. Tiipler, 35 °C’de bir hafta boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiiplere % 1’lik siilfanilik asit ve % 0.6’hik alfa-naftol
ayraclarindan birer mililitre eklendi. Kalic1 kirmizi rengin olusmasi, nitrat indirgenmesi
pozitif olarak degerlendirildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992; MacFaddin, 2000).

3.5.7. Fenilalanin deaminaz testi

Icerisinde fenilalanin, bulanan besiyere izolatlar 6ze yardimiyla yogun bir
sekilde ekildi. Tiipler, 35 °C’de 24-48 saat inkiibasyana birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda, tiipler igerisine % 10 ferri kloriir (FeCls) ayracindan birka¢ damla eklenerek
tipler hafifce calkalandi. Ayra¢ eklendikten sonra tiiplerde yesil rengin meydana

gelmesi pozitif sonug olarak degerlendirildi.

3.5.8. Voges - Proskauer (\VVP) testi

Incelenecek bakteri kolonisinden 6ze ile alinarak tiipteki halofilik broth bulunan
tipe ekim yapildi. Tipler, etiivde 30 °C’de 2-4 giin inkiibasyona birakild:.
Inkiibasyondan sonra iizerine 1 ml % 40’lik KOH, daha sonra 3 ml % 5°lik alfa naftol
ilave edildi ve karistirildi. Besiyerinin hava ile temas etmesi i¢in kuvvetli ¢alkalandiktan
sonra 2-5 dakika i¢inde pembe-kirmizi renk olusmasi testin pozitif oldugunu gosterir

(York ve ark., 2007).

3.5.9. Ureaz testi

Incelenecek bakteri kolonisinden &ze yardimiyla alinarak tiipteki iireli broth

besiyerine ekim yapild1. Tiipler, etiivde 35 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyon sonrasinda, kiiltiirlerde kirmiz1 rengin meydana gelmesi amonyak
olusumu nedeniyle pH degerini yiikseltigi i¢in renk degisime neden olur. Kirmizi rengin
olusumu pozitif sonug¢ olarak renk degisiminin olmamasi ise negatif sonu¢ olarak

degerlendirildi.

3.5.10. Katalaz testi

Kolonilerin tiizerine 100 pl % 3’lik hidrojen peroksit (H202) damlatildi.
Halofilik agar, iizerinde gelistirilen kolonilerden 6ze ile bir miktar alinarak lam
tizerindeki hidrojen peroksit ile muamele edildi. Koloniler i{izerinde kopiik olusmasi
pozitif katalaz reaksiyonu, kopilik gozlenmemesi ise negatif katalaz reaksiyonu olarak

degerlendirildi (Cotuk ve Kiigiiker, 1992; MacFaddin, 2000) ,

3.5.11. Oksidaz testi

Sitokrom oksidaz testi, gram negatif aerobik ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin
ayirt edilmesinde kullanilan 6nemli bir testtir. Bu amagla Para-aminodimetilanilin
monohidroklorid’in %]1°lik eriyigi petri kabi igerisinde filtre kagidina emdirildi.
Bakterinin kati1 vasatta iretilen kiiltiiriinden platin 6ze ile bir miktar alilinip ayirag
emdirilmis filtre kagidi lizerine tatbik edildi. Akabinde 5-10 saniye i¢inde kirmizi-mor
bir renk olugmasi1 oksidaz pozitif olarak degerlendirildi (Cotuk ve Kiiciiker, 1992;
MacFaddin, 2000).

3.5.12. Tween 80 hidroliz testi

Icerisinde % 3 oraninda Tween 80 bulunan halofil agara izolatlar 6ze yardin ile
yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplari, 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan, petrilerin yiizeyini kapatacak sekilde % 0,001’lik Rhodamin B
ilave edildi. Kolonilerin etrafinda olusan zonlar lipaz aktivitesi i¢in pozitif sonug olarak

degerlendirildi (Karnetova ve ark., 1984).
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3.5.13. Nisasta hidroliz testi

Icerisinde % 1 oraninda ¢oziiniir nisasta, bulunan halofil agara izolatlar 6ze
yardimi ile yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplari, 30°C'de 48 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonu miiteakip besiyerinin iizerini kaplayacak sekilde liigol ¢ozeltisi
ilave edildi. Nisastanin hidrolize oldugu bolgelerde koloni etrafindaki seffaf bolgeler
pozitif nisasta sindirimi, mor bolgeler ise negatif nisasta sindirimi olarak degerlendirildi

(Aygan ve ark., 2008).

3.5.14. Kazein hidrolizi testi

Icerisinde % 1 oraninda skim milk powder bulunan halofil agara, izolatlar 6ze
yardimi ile yogun bir ¢izgi seklinde ekildi. Petri kaplari, 30 °C'de 48 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyonu miiteakip besiyerinde koloni etrafinda olusan seffaf zon proteaz

varligin1 gosterecektir.

3.5.15. Eskulin hidroliz testi

Icerisinde eskulin buyyon bulunan agar bulanan halofil agara, izolatlar 6ze ile
yogun bir sekilde ekildi. Petri kaplari, 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda iireyen koloni etrafinda siyahlanma olusumu eskulin hidroliz
testinin pozitif olarak degerlendirildi. Negatif sonuglarda herhangi bir degisiklik

gozlemlenmez.

3.6. Molekiiler Yontemler

3.6.1. Genomik DNA izolasyonu

Bakterilerden genomik DNA izolasyonu igin Ausubel ve ark. (1994), yontemi
modifiye edilerek kullanildi.
Metodun uygulanisi sekli asagidaki gibidir.
1. Steril, kapakli ependorf tiipine 800 ul TAE tamponu konularak icerisine 4-5
0ze daha onceden halofilik agar besiyerinde gelistirilmis bakteri biomasi

ilave edildi.
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Tiip 2700 rpm’de vortekslenerek homojene edildi.

Vortekslenen tiip 10000 rpm’de 10 dk. santrifiijlendikten sonra iist faz
mikropipetle alinarak ve pellet lizerine tekrar 800 ul TAE tamponu ilave
edilerek 10 dk. 10000 rpm’de santrifiij yapildi.

Santriftij sonrasinda olusan ist faz c¢ikartilip pellet iizerine 400 ul TAE
tampon eklenerek tamponun pelletle tamamen karismasi saglandi.

Tiip 75 °C’ye ayarli su banyosunda 30 dk. inkiibe edildi.

Su banyosundan ¢ikartilan tiipe 50 pl % 10’luk SDS ve 2 pl proteinaz K
eklenerek 40 °C’ye ayarli su banyosunda 1 saat bekletildi.

Inkiibasyon sonrasi tiipiin ortamdaki tuz tdleransmm 0.75 - 0.8 olacak
bicimde 5M NaCl ve 0.1 hacim % 10 CTAB /0.7 M NacCl eklendi.

Tiip 65°C’olan su banyosunda 10 dk. inkiibe edildi.

Esit hacimde 24:1 kloroform: izoamilalkol eklenen tiip 10 dk. oda
sicakliginda hematoloji ¢alkalayicisinda karistirildi.

Tiip 16000 rpm’de 15 dk. santrifiijlendikten sonrasi tist faz steril ependorf
tiipe aktarildi. Her bir tiipe 0.1 hacim %10 CTAB /0.7 M NaCl ilave edildi.
65 °C olan su banyosunda tiip 10 dk. bekletildi.

Tiipe esit hacimde 25: 24: 1 fenol: kloroform: izoamilalkol eklendi ve tiipler
10 — 20 dk. oda sicakliginda, hematoloji ¢alkalayicisinda ¢alkalandi.

Tiip 16000 rpm’de 15 dk. santriflij edildi. Olusan iist faz yeni steril bir
ependorfa alindi ve tizerine esit hacimde 24: 1 kloroform: izoamilalkol
eklendi.

Hafif sekilde tiip 10 dk. karistirilda.

Ust faz tekrar yeni steril bir ependorf tiipiine aktarildi ve iizerine 0.8 hacim
isopropanol (— 20 °C) ilave edilerek tiip — 20°C’de bir gece bekletildi.

Daha sonra tiip 16000 rpm de 15 dk. santrifiij edildi ve supernatant atildu.
Her Dbir sus i¢in steril ependorf tiiptine %70’lik etil alkolden 100 pul konuldu.
Pipetin yardimiyla DNA bu tiiplerde yikandi.

Tekrar 16000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve supernatant atildi.

Kalan etil alkoliin u¢masi ve DNA’nin kurumasi i¢in DNA’lar seffaf bir

goriiniim alana kadar oda sicakliginda bekletildi.
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20. Elde edilen DNA miktarina gore steril ependorf tiiptine 30 -100 pl TE

¢Ozeltisi konuldu.

21. DNA ¢oziindiikten sonra tiipe 2 pl RNAz ilave edildi.

22. 2-3sn. santrifiij edilen tiip 35 °C’de 30 dk. bekletildi.

23. Daha sonra tiip etiketlenerek +4 °C’de muhafaza edildi.

DNA numunesini, izolasyon isleminin sonunda agaroz jel elektroforeze
yiiriitiilerek kontrol edildi. izole edilen DNA numunesi agaroz jelde gériiniir olabilmesi
icin jel igerisine floresans Ozellik gosteren etidyum bromid boyasi eklendi. Etidyum
bromid ¢ift zincirli DNA’nin baz ciftlerine baglanarak 254 veya 312 nm dalga boyunda
UV transilliminatérde kirmizi floresans yayma 6zelligi gosterir. Bu 6zellik DNA izole
edilmis ise UV translilliminator iizerinde agaroz jelde bantin goriinmesini saglar.
Bunun i¢in 0,4 gr (%]1) agaroz 40 ml 1X TBE tamponu bulunan 100 ml’lik erlene ilave
edildi. Karigtirildiktan sonra mikro dalga firin yardimiyla tamamen agarozun erimesi
sagland1 ve ortalama 60 °C’ye soguyunca igerisine 6 pl etidyum bromid (10mg/ml)
ilave edildi. Erlen hava kabarcig1 olugsmayacak sekilde hafifce karistirildi.

Elektroforez tablasi diiz bir zemine yerlestirildikten sonra jel sollisyonu hava
kabarcigi olusturulmadan dokiildii. Taraklar dikkatli bir sekilde yerlestirildi.

Agarozun donmasindan sonra tarak ¢ikarildi (15-20 dk) ve i¢inde 1X TBE pH 8
tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Taragin olusturdugu bosluklara her
bir DNA numunesinden 10 pl ve 8 pl yiikleme boyasi (Brom Fenol Mavisi) ile birlikte
toplam 18 pl olarak yiiklendi. Agaroz jel 100 voltta ortalama 20 dk elektroforez edildi

ve UV transilliiminator’de gozlendi. Jel goriintiileme sistemi kullanilarak fotograflandi.

3.6.2. 16S rRNA’min PZR amplifikasyonu

16S rDNA’nin, polimeraz zincir reaksiyon islemleri 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde
Termal Cycler (MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler, Korea)’da yapildi. Test
organizmalarindan saf olarak elde edilmis DNA 6rnegi 16S rRNA genini kodlayan
DNA bolgesinin amplifikasyonu i¢in evrensel iki primerler (27f: 5’-AGA GTT TGA
TCM TGG CTC AG-3’ ve 1492R: 5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT) kullanildi.
PZR reaksiyonu i¢in hazirlanan biitiin stok soliisyonlar steril ddH20 ile hazirlandi.

Stok soliisyonlar kontaminasyon riskine karsilik kiiclik miktarlarda (25-100 pl)

steril ependorf tiiplere boliindii kullanima kadar -20 °C’de saklandi.
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Hazirlik:

1. Primer stoklar (10 uM)

2. 27TF (forward primer: 16S rDNA’nin baslangi¢ bolgesine baglanan evrensel
primer, 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3)

3. 1492R (reverse primer: 16S rRNA’nin son bolgesine baglanan evrensel

primer, 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’)

4. ThermoScientific PCR Master Mix (2X) (Katalog N0:0172)
DNA (50-100 ng)
6. ddH20

o

Cizelge 3.1. PZR amplifikasyonunda kullanilan miktarlar

ThermoScientific PCR Master Mix (2X) 25 ul

27f 6 ul

1492R 6 nl

DNA 6l

ddH;0 7

Toplam Hacim 50 pl
Uygulama:

1. Reaksiyon karisimi, 1,5 ml’lik PZR tiiplerinde her bir 6rnek i¢in toplam
hacim 25 ul olacak sekilde hazirlandi ve daha sonra 0,2 ml’lik PZR
tiiplerine buz tizerinde 22 pl transfer edildi.

2. Reaksiyon karisimindan ayri olarak her bir 6rnek i¢cin DNA 6rnekleri 3pl
olacak sekilde steril 0,2 ml’lik PZR tiiplerinin igerisine transfer edildi. DNA
orneklerinin eklenen miktar1 toplam hacimi 25 ul yapti.

3. Transfer isleminden hemen sonra PZR reaksiyonu (MyGenie-96 Gradient
Thermal Cycler, Korea) Cizelge 3.5’deki sartlarda baslatildi.

4. 3 ul PZR iriinii, % 1’lik agaroz jelde kontrol edildi.

Cizelge 3.2. 16S rRNA gen bdolgesi PZR reaksiyon sartlari

Denatiirasyon Amplifikasyon Bitis Soguma
Denatiirasyon Baglanma Uzama Uzama
95°C 95°C 50 °C 72 °C 72 °C 4°C
10 dk 00:25 dk 00:25 dk 1dk 5dk ----

1 dongii 30 dongii 1 Dongii
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Purifikasyon kiti ile PCR sonrasi saflastirma islemi (ROCHE’un High Pure PCR
Product)

1. 50 ul’lik PCR iirliniiniin iizerine 250 pul “Binding Buffer” koyulur, iyice
karistirilir.
Filtreli tiip toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilir.
Ornek, filtreli tiipe koyulur.
12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.
Asagtya gecen s1vi atilir.
500 pl “Wash Buffer” eklenir.
12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.
Asagiya gecen s1viy1 atilir
200 pl “Wash Buffer” eklenir.

. 12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

© © N o o b DD
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. Toplam tiipii atilir ve filtreli tiip 1.5 ml.lik temiz bir tiipe yerlestirilir.
. 30 ul “Elution Buffer” eklenir.
. 12.500 rpm.de 1:30 dakika santrifiijlenir.

[
w N

14. Asagiya gecen DNA 6rnegimizdir.

Dizileme Reaksiyonu

Ornek, ABI Prism 310 Genetic Analyzer cihazi ile ABI PRISM® BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit kullanilarak dizileme islemi BMLabosis firmasina
hizmet alimi olarak yaptirilmistir. Sekanslar1 elde edilen gen bdlgesinin analizi

yapilmistir.

3.6.3. Analiz edilen gen bolgesi

16S rRNA, bolgesi dizileme isleminden sonra Codon Code Aligner V.6.0.2
programi ile her sus i¢in kromatogram goriintiisii tek tek incelendi.

Bazlar1 temsil eden piklerin yeterince temiz olduguna karar verildikten sonra
forward ve reverse sekanslar1 ¢akistirilarak konsensus dizi olusturuldu. Zayif nitelikli
baz dizilerinin ¢ogunlukla sekans baslar1 ve sonlarindaki bdolgelerinden kesilerek
uzaklastirildi. Izolatin 16S rRNA niikleotid baz dizileri filogenetik dendogramlarin
olusturulmasi i¢in kullanildi. NCBI veri tabaninda BLAST algoritmas1 kullanilarak

taranmigtir.
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Calismada, kullanilan diziler ile NCBI veri tabanindan alinan diziler ¢oklu dizi
hizalama metodu ile bir araya getirilip hizalanmistir. Mega 7 programu ile bu dizilemesi
yapilan sus NCBI’daki suslarin fasta formatlar1 programa ¢agrildi. Daha sonra Clustal
W, yapilarak korunmus bolgeler karsilastirildi. Bu iglemin sonrasinda Mega 7
programindaki dosya fasta formatinda kaydedildi. Bu islemden sonra Mega 7.0.18 paket
programi ile Maksimum Algoritmasi se¢ilerek Kimura 2 parameter metodu ile filogenik

agaclar ¢izildi (Tamura ve ark., 2013).



4. BULGULAR

4.1. Halofilik Bakterlerin Saf Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi

Izolasyon isleminden sonra saf kiiltiir elde edilinceye kadar saflastirma islemi
devam ettirildi. Elde edilen saf kiiltiir, 4 °C’de stokland1. Sekil 4.1’de bakteri kolonileri
halofilik ortamdaki saf kiiltiirii gosterilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Izolatin halofilik besiyerindeki goriintiisii.

4.2. Halofilik Bakterilerin Seliilaz Aktivitesi

Seliilaz kullanimin belirlenmesinde halofilik besiyeri igerisine % 1 oraninda
karboksimetil seliilaz eklendi ve saf kiiltiirden ekim yapildi. Inkiibasyon sonrasinda,

olusan zon test sonucunun pozitif oldugunu gosterdi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Seliilaz enzimi tireten T1 izolati.
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4.3. Farkh Ortam Bilesenlerinin Seliilaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisi

Farkli karbon kaynaklari, azot kaynaklari, amino asit kaynaklari, farkli pH
araliklari, farkli zaman periyotlari, farkli tuz konsantrasyonlarinin seliilaz aktivitesi

tizerine etkileri incelenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli parametrelerin seliilaz enzimi aktivitesi lizerine etkisi.

Karbon Kaynaklari Enzim Aktivitesi(1U/ml)
Seliiloz 3,696
Ksiloz 3,703
Maltoz 3,699
Sellobiyoz 3,695
Mannoz 3,699
Arabinoz 3,701
Glukoz 3,703
Mannitol 1,500
Fruktoz 3,704
Laktoz 3,699
Stikroz 1,492

Aminoasit Kaynaklari Enzim Aktivitesi(1U/ml)
Triozin 3,697
Lisin 3,685
Glutamin 3,685
Arginin 3,683
Sistein 3,696
Ornithin 3,698
Glisin 3,697
Inorganik ve Organik Azot Kaynaklari Enzim Aktivitesi(1U/ml)
Amonyum Siilfat 3,698
Malt Ekstrati 3,697
Yeast Ekstrati 3,701
Pepton 3,704
Et Ekstrat1 3,703
Farkli pH Araliklar
pH 5 3,973
pH 6 3,975
pH 7 3,976
pH 8 3,978

pH 9 3,977
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Farkli parametrelerde seliilaz aktivitesi lizerine etkilerini incelenmistir (Devamni)
(Cizelge 4.1).

Farkli Tuz Konsantrasyonlari Enzim Aktivitesi(1U/ml)
%5 3,607
% 10 3,601
% 15 3,501
% 20 3,604
% 25 3,605

Farkl1 Sicaklik Araliklar
25°C 4,879
30°C 4,851
35°C 4,850
40°C 4,701
45°C 4,700

Farkli Zaman Araliklar
24 saat 5,714
48 saat 5,714
56 saat 5714
72 saat 5714
96 saat 5,714

4.4. Seliilaz Enzimi Standart Grafigi

Seliilaz enzimi i¢in elde edilen standart grafigi R® degeri, 0,9834 oldugu igin

grafigin kullanilmasina kanaat getirildi.

Seliulaz Enzimi Standart Grafigi
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Sekil 4.3. Standart egri grafigi.
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4.4.1. Seliilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi farkli karbon kaynaklarinin
belirlenmesi

Seliiloz, ksiloz, maltoz, sellobiyoz, mannoz, arabinoz, glukoz, mannitol, fruktoz,
laktoz, siikkroz sekerlerinden yapilan optimizasyon sonucuna goére fruktozun seliilaz

aktivitesi en yliksek iken siikroz sekeri ise diisiik aktivite gosterdi.

Farkh Karbon Kaynaklarinin Selulaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Seliilz Aktivitesi (IU/ml)
0O KB M W b

Sekil 4.4. Farkli karbon kaynaklarinin seliilaz aktivitesi {izerine etkisi.

4.4.2. Selillaz enziminin optimum aktivite gosterdigi farkh azot kaynaklarimin
belirlenmesi

Malt ekstrati, yeast ekstrati, pepton, meat yeast, amonyum siilfat gibi azot
kaynaklarindan seliilaz aktivitesi iizerinde pozitif sonug gdsteren en yiiksek etkiye sahip

olan azot kaynagi pepton iken en diisiik etkiye sahip olan malt ekstratidir.

Farkhh Azot Kaynaklarimin Selulaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

.E 3,705

=

= 3.7
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£ 3,695

=

= 3,60
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Azot Kaynaklar

Sekil 4.5. Farkli azot kaynaklarinin seliilaz aktivitesi lizerine etkisi.
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4.4.3. Seliillaz enziminin optimum aktivite gosterdigi farklh amino asit
kaynaklarinin belirlenmesi
Triozin, lisin, glutamin, arginin, sistein, ornithin, amonyum siilfat amino
asitlerinden seliilaz aktivitesi {izerinde en yiiksek aktiviteyi ornithin gosterirken, en

diistik aktiviye arginin gosterdi.

Farkh Amino Asit Kaynaklarimin Seltulaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

£
=

s

3,695
3,69
3,685
3,68
3,675

Seliilaz Aktivitesi (IU/ml)

Aomino Asitler

Sekil 4.6. Farkli amino asit kaynaklarinin seliilaz aktivitesi {izerine etkisi.

444, Selilaz enziminin optimum  aktivite gosterdigi farkh tuz
konsantrasyonlarinda belirlenmesi

% 5, % 10, % 15, % 20, % 25 olan farkli miktarlarda NaClI oranlarinda seliilaz
aktivitesi lizerinde pozitif yonde en yiiksek aktiviteyi % 5 NaCl gosterirken en diigiik

aktiviteyi % 15 NaClI gosterdi.

Farkhi Tuz Konsantrasyonlarinin
Seliilaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Seliilaz Aktivitesi {IU/ml)
[41]
I|||.J'|
n

L] Ll
S35 10% 15%5 2025 25945
Farkh Tuz Konsantrasyonlars

HUJ
i

Sekil 4.7. Farkli tuz konsantrasyonunda seliilaz aktivitesi lizerine etkisi.
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4.4.5. Seliilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi farkh sicaklik belirlenmesi

Bes farkli sicaklik degerlerinde seliilaz aktivitesi lizerinde pozitif ve en yliksek

etkiyi 25 °C gosterirken, en diisiik etkiyi 45 °C gosterdi.

Sicakhgin Seliilaz Aktivitesi Uzerine

Etkisi

5 °°

= 4,85

g o=

£ 4.75

=L a7

=

i= 4,65

[T}

wa 4 6 T T T T f'-

5

25 C IO C IS C 40 C 45 C
Sicakhk Degerleri

Sekil 4.8.Farkli sicaklik araliklarinin seliilaz aktivitesi lizerine etkisi.

4.4.6. Seliilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi farkhh zaman arahklarimin

belirlenmesi

Dort farkli zaman araliginda seliilaz aktivitesi iizerine tiim zaman araliklar

pozitif etki gosterdi.

Zamanin Seliilaz Aktivitesi Uzerine
Etkisi

i

24 Saat 48 Saat 56 Saat 72 Saat 06 Saat
Zaman Degerleri

Seliibz Aktivitesi (IU/ml)
[ Y S T ¥ O = |

Sekil 4.9. Farkli zaman periyotlarinin seliilaz aktivitesi tizerine etkisi.
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4.4.7. Seliilaz enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi

Bes farkli pH araliginin seliilaz aktivitesi iizerine pozitif yonde en yiiksek etkiyi

pH 8 iken, en diisiik pH 5 olarak belirlendi.

Farkh pH Degerlerinin Selulaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Seliikz Aktivitesi (IU/ml)

3,97
pHS pHB pHT pHE2 pHD

pH Degerleri

Sekil 4.10. Farkli pH degerlerin seliilaz aktivitesi lizerine etkisi.
4.5, izolatin Gram Boyama Ozellikleri

Izolatin, hiicre morfolojisini belirlemek igin gram boyama yéntemi uyguland

(Sekil 4.11).

Sekil 4.11. izolatin gram boyama gériintiisii.
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4.6. Halofilik Izolatin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerin Belirlenmesi

Canik Tuzlasi’ndan toplanan su orneklerinden, yapilan izolasyon ¢alismalarinda
elde edilen seliilaz iiretebilme kabiliyetine gore secilen koloni gram pozitif olarak
degerlendirildi. izole edilen izolatlar T1 olarak isimlendirildi. Izolatin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal ve molekiiler 6zellikleri belirlendi.

Karbonhidrat oksidasyon testinde, teste tabi tutulan glukoz, mannoz, ksiloz,
laktoz, maltoz, siikroz, sellobiyoz, seliilloz, mannitol, nigasta sekerleri pozitif sonug
gosterirken galaktoz, arabinoz, fruktoz traheloz negatif sonu¢ gosterdi. Amino asit
dekarboksilasyon testinde fenilalanin, glisin, asparajin, lisin, glutamin, triozin,
metiyonin, ornithin pozitif sonug¢ gosterirken sistein, arjinin negatif sonug¢ gosterdi. Azot
kaynaklarindan et ekstrati, pepton, yeast ekstrati, malt ekstrat1 pozitif sonu¢ gosterdi.
Katalaz, oksidaz, nitrat, sitrat, iireaz testleri pozitif sonu¢ gosterirken Metil red,
proskouer, indol ve fenilalanin deamilaz testleri negatif sonug¢ gosterdi. Hidroliz
testlerinde kazein hidroliz testi ve nisasta hidroliz testi pozitif sonug verirken tween 80
hidroliz testi ve eskulin hidroliz testleri sonucu negatif olarak degerlendirildi. NaCI %
2,5-10, NH4SO4 ve pH 5, 6, 7, 8, 9, araliklarinda pozitif sonug olarak degerlendirildi
(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. T1 Izolatinin morfolojik, fizyolojik ve bazi1 biyokimyasal 6zellikleri

No Testler T1
1 Koloni Cap1 2mm
2 Pigmentasyon Krem
3 Hiicre Sekli Basil
4 Gram Reaksiyonu +
5 D-Glukoz +
6 D-Galaktoz -
7 D-Mannoz +
8 D-Ksiloz +
9 Laktoz +
10 L-Arabinoz -
11 L-Fruktoz -
12 Maltoz +
13 Siikroz +
14 Traheloz -
15 Seliiloz +
16 Sellobiyoz +
17 Mannitol +
18 Nisasta +
19 L-Fenilamin +
20 Glisin +
21 L-Asparajin +
22 L-Lisin +
23 NH4SO4 +
24 Glutamin +
25 Meat Yeast +
26 Pepton +
27 Yeast Ekstrati +
28 Triozin +
29 Malt Ekstrati +
30 L-Sistein -
31 L-Metiyonin +
32 Ornithin +
33 L-Arginin -
34 NaCl % 2,5-10 +
35 pH 5-9 +
36 Sicaklik 25°C-45°C +
37 Katalaz Testi +
38 Oksidaz Testi +
39 Eskulin Hidroliz Testi -
40 Nisasta Hidroliz Testi +
41 Kazein Hidroliz Testi +
42 Tween 80 Hidroliz Testi -
43 Metil Red -
44 Voges Proskouer -
45 indol Testi -
46 Nitrat indirgenmesi +
47 Sitrat Testi +
48 Urea Testi +

Fenilalanin Deamilaz Testi
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T1 izolatin, katalaz ve oksidaz testleri sonucunun pozitif oldugu belirlendi (Sekil

4.12; Sekil 4.13).

Sekil 4.12. T1 Oksidaz testi. Sekil 4.13. T1 Katalaz testi.

T1 izolatinn, nitrat testi ve sitrat testi sonuglari pozitif oldugu belirlendi (Sekil
4.14 ve Sekil 4.15).

Sekil 4.14. Nitrat testi. Sekil 4.15. Sitrat testi.
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T1 izolatinin iireaz testi sonucu pozitif, fenilalanin testi sonucu negatif oldugu

belirlendi (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

Sekil 4.16. Fenilalanin testi. Sekil 4.17. Ureaz testi.

T1 izolatinin indol testi, metil red (MR), voges proskouer (VP) testleri
sonucunun negatif oldugu belirlendi (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19).

Sekil 4.18. indol testi. Sekil 4.19. Metil red (MR) testi.
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T1 izolatin mannitol, maltoz, laktoz, mannoz, glukoz, siikrozu karbon kaynagi
olarak kullandig: belirlendi. izolatin arabinoz, galaktoz, fruktoz, ksiloz, trahelozu ise

karbon kaynagi olarak kullanmadigi belirlendi (Sekil 4.20).

T1 izolatin azot kaynagi kullanimi bakimindan lisin, asparajin, ornithin,
fenilalanin, glisin, metiyonin testlerinde pozitif sonug olarak belirlendi ancak arginin
kullanmadig1 gozlemlendi (Sekil 4.21).

*";' T
Sekil 4.21. Aminoasit dekarboksilasyon testi sonuglari.
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[zolatin, nisasta hidroliz testi ve kazein hidroliz testinin pozitif sonu¢ verdigi

gozlemlendi (Sekil 4.22 ve Sekil 4.23).

Sekil 4.22. Nisasta hidroliz testi. Sekil 4.23. Kazein hidroliz testi

Izolatin, tween 80 hidroliz testi ve eskulin hidroliz testleri sonucu negatif sonug
olarak gozlemlendi (Sekil 4.24 ve Sekil 4.25).

Sekil 4.24. Tween 80 hidroliz testi. Sekil 4.25. Eskulin hidroliz testi.

T1 izolati, farkli ylizdeliklerde tuz konsantrasyonu igeren besiyerlerinde % 5-20
araliginda tiremenin pozitif sonug¢ verdigi gozlemlendi. Farkli pH araliklarinda (5.0-9.0)

pozitif sonu¢ gozlemlendi (Sekil 4.26 ve Sekil 4.27).
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NaCl 2.5-10 pH50-90

Sekil 4.26. Izolatin gelisebildigi tuz araligt  Sekil 4.27. Izolatin gelisebildigi pH
araligi

4.7. Molekiiler Degerlendirme

4.7.1. Gen bdlgelerinin ¢cogaltilmasi

PZR sartlarinda hedeflenen bolge ¢ogaltilarak elde edilen iriin agaroz jel
elektroforezi kullanilarak molekiiler biiytikliikleri baz almarak ylriitiilmiistiir. PZR
islemi, Bio Rad T100 Thermal Cycler cihazinda yapilmistir. Olusan bant profillerinin
biyiikliigiinii belirleyebilmek igin (Thermo Scientific GeneRuler 100 bp) marker
kullanilmistir. Elde edilen bant profili Sekil 4.28’te gdsterilmistir.

Sekil 4.28. Agaroz jel elektroforez goriintiisii.
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Bantin bliyiikliigii belirlenerek ve bazi bolgeler amplifiye edildikten sonra DNA

dizi verileri olusturulmustur.

4.7.2. Dizi verilerinin tanimlanmasi

Omege ait 16S rRNA golgesi, sekansi kromatogram goriintiileri Mega7
programi kullanilarak elde edilmistir. Bazlar1 simgeleyen piklerin yeteri kadar temiz
oldugu tespit edildikten sonra O6rnegin forward ve reverse sekanslari birlestirilerek
konsensuz dizi olusturulmustur. Olusturulan dizi benzerlikleri ve eslestigi bireyleri
tespit edilmek icin NCBI veri tabani tizerinden BLAST algoritmasi kullanilarak
taranmustir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. 16S rRNA gen bdlgesine ait kromatogram goriintiisii.
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4.7.3. Coklu dizi analizi

Bu c¢alisma sonucunda, elde edilen diziye veri tabanindan alinan diziler
eklenerek ve ¢oklu dizi hizalama metodu ile tiim diziler bir araya getirilip hizalanmigtir
(Sekil 4.30). Coklu dizi hizalamanin amaci bireylerin dizileri arasindaki homolojiyi ve

farkliliklar belirtmektir.

Deta Edit Seerch Alignment Web Sequencer Display Help

W EIEC L AR oBYEXY RE A BABE
ONASequences ‘

SDECiES/M}bW G[Dlm NEJHE FoREkE Rk wER KR ha ke Ed bk Wk LR R EEE RN EEE R R ARk e kh bRk o
1. Bacillus sp. II CCI

1. Barillus flexus MNO0S33L CCI

3. Barillus flemus MH33ETZE CCI

1. Bacillus fleus G160 geERTHceE

5. Barillus flewus LCZ3938% CCI

6. Bacillus flexus JE0G9808 CCI

7. Bacillus flexus MK1785%3

8. Bacillus lentus MEG1el5s

9. Barillus benzoevorans Y14633

10. Bacillus vireti NR 025590

11. Bacillus fumarioli NR 025370

12. Baeillus timomensis EY941134

13. Bacillus safensis KJ427751

14. Baeillus licheniformis FJ447354

15. lLactobacillus casei NR 041833

Sekil 4.30. 16S rRNA gen bolgesine ait hizalanmig sekanslarin goriintiisii.
4.7.4. 16S rRNA gen bolgesinin analizi

Izolatin 16S rRNA gen sekansi taksonomik hiyerarsiye girebilmek i¢in Kimura-
2 parameter model 1 olarak bilinen Maximum Likehood metodu kullanilarak yapildi.
[k dendrogram olusumu Maximum Composit Likehood (MCL) yaklasim ve {istiinsel
logaritmik benzerlik degeri ile topoloji kullanilarak diisiiniilen iki tarafli mesafeler
matrisine Neighbor-Join and BioNJ algoritmadan kullanilarak otomatik bir sekilde elde
edildi. Evrimsel olarak korunmus niikleotid baz dizilerinde polimorfizim oranlari
yardimuyla tiirler arasindaki mesafeler bootstrap degeri hesaplanmustir.

T1 izolat: filogenetik dendrograminda Bacillus tiiriiniin iiyesi olan Lactobacillus
casei NR041893 dis grup olarak kullanildi. Bacillus grubunu temsil eden g¢alisma ve
tiirlerin 16S rRNA niikleotid dizileme analizi Maximum Likehood matriksiyle yapilan

filogenetik agac Sekil 4.31.’de verilmistir.
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Olusturulan filogenetik aga¢ Bacillus cinsi {iyeleri kendi aralarinda gii¢lii bir

homoloji ile kiimelenmistir. T1 izolati Gen Bankasi verilerinde kayitli Bacillus flexus

tiirleri ile sik1 bir bicimde kiimelenme gostermistir.

50

on
Bacillus flexus MN005931

Bacillus flexus MH396726
100

Bacillus flexus KX821760
Bacillus flexus LC259989
Bacillus flexus JX069808

Bacillus flexus MK178593

Bacillus lentus MK616155

Bacillus benzoevorans Y14693

Bacillus vireti NR 025590
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97 be—— Bacillus fumarioli NR 025370
Bacillus safensis KJ427751

Bacillus licheniformis FJ447354
Bacillus timonensis KY941134

——
0,01

Lactobacillus casei NR 041893

Sekil 4.31. 16S rRNA bolgesine ait Maksimum Likehood algoritmasi ile olusturulan
filogenetik agag¢ gore (Lactobacillus casei dis grup).






5. TARTISMA VE SONUC

Ulkemizde dogal tuzlu habitatlardan biri olan Canik Tuzlasi, Van-Ercis karayolu
tizerinde bulunan Gedikbulak Koyl sinirlarinda olup Van iline 43 km uzakliginda yer
almaktadir. Bélgenin tuz ihtiyacinin biiyiik bir kismi1 bu tuzladan karsilanmaktadir.

Halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar, dogal ve yapay tuzlu ortamlarda
bulunmaktadirlar. Tuz golleri, tuz magaralari, tuzlalar, tuzlu topraklar, tuzlanmis deriler,
tuzlanmig  gidalar halofilik mikroorganizmalar i¢in habitatlardir.  Halofilik
mikroorganizmalar bakteriler ve arkebakteriler grubunda yer almaktadirlar. Fakat
arkebakteriler yiiksek halofilik grubu olusturarak Halobacteriaceae familyasinda yer
alirlar. Az derecede halofil olanlar ya da ilimli halofil olanlar bakterilerin farkli
gruplarinda yer alirlar.

Mikrobiyal enzimler, asir1 sicaklik yiiksek pH’da gii¢lii derecede aktivite
gosteririler. Endiistriyel alanda genellikle kullanilan enzimler i¢inde Bacillus cinsine ait
tir ve alttiirler tarafindan sentezlenen enzimler vardir. Diinya ¢apinda endiistride
kullanilan enzimlerin ortalama % 60’1 Avrupa’da, % 40’1t ABD ve Japonya’da
tiretilmistir (Bhat, 2000). Tarihsel olarak enzimler ¢esitli kaynaklardan elde edilmistir.

Giintimiize kadar ortalama 2000 farkli enzim tanimlanmig olup % 10’luk kismi
ticari kullanima uygun olarak kullanilmaktadir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli
enzimlerin endiistriyel alandaki gereksinimi karsilayamamasi, mikrobiyal enzimlere
yonelik ilginin artis1 olusturmustur. Mikroorganizmalar, biyokimyasal farkliliklar1 ve
genetik manipiilasyonlara adaptasyonlar1 gibi nedenlerden o6tiirii ideal enzim kaynaklari
olarak kullanilmaktadir (Rao ve ark., 1998). Mikrobiyal enzimler asir1 sicaklik ve
yiiksek pH’da aktivite gosterirler. Giintimiizde endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin
% 90’1 mikroorganizmalarin fermantasyonu sonucu ile tiretilmektedir.

Endiistride ¢alisilan enzimlerin, iiriin liretebilmesi i¢in birtakim iistiin 6zelliklere
sahip olmasi1 lazimdir. Bu dogrultuda, endiistride kullanilacak enzimin ekonomik, ¢esitli
alanlarda kullanilabilme ve alerjik veya toksik aktivite gostermemesine baglidir
(Wiseman, 1987). Ekstremofilik organizmalar yiiksek pH, asir1 sicaklik ve tuz

konsantrasyonu ve asir1 basing gibi sartlara adapte olmus organizmalardir.
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Sentezledikleri glikoizomerazlar, amilaz, ksilenaz, proteazlar, seliilaz,
pullulanaz, alkoldehidrojenazlar ve DNA modifiye eden enzimler oOnceliktedir. Bu
enzimler deterjan, gida, yenilenebilir enerji kaynaklarinda, alkol iiretiminde, tekstil,
icecek iiretimi, kimya endiistrisinde farmasdtik gibi alanlarda kullanilmaktadir (Niehgus
ve ark., 1999).

Halofilik organizmalar, ekstrem halofil, halofil ve ilimli halofil olarak ii¢ grupta
incelenir. Orta seviyede halofil organizmalar1 optimum diizeyde iireyebildikleri tuz
konsantrasyonu % 3-15 arasindadir (Ventosa ve ark., 1998). Halofil organizmalar
genellikle tuz igeren cesitli habitatlarda, soda golleri ve ¢ollerde bulunmaktadir. Halofil
organizmalar olarak en ¢ok bilinenler Bacillus halophilus, Halobacillus halophilus ve
Marinococcus halophilus tiirleridir. Halotolerantlar, tuz igeren ¢evresel ortamlarda
tirediklerinde dolay1 biyoteknolojinin ¢esitli alanlarinda ve giincel uygulamalar igin
potansiyel olusturabilmeye sahiptir. Halofilik mikroorganizmalar, fermente gida ve gida
katki maddeleri iiretiminde kullanilmaktadir.

Endiistriyel ©nemini ve kullanimi acisindan uygun olmasi sebebiyle
calismamizda Canik Tuzlasi’ndan izole ve karakterize edilen halofilik bakteriler
tarafindan  iiretilen seliilaz  enziminin  optimizasyonunu  gergeklestirilmistir.
Calismamizda Canik Tuzlasi’dan izole edilen T1 izolatimin seliillaz aktivitesine
bakilmustir. Izolat T1 olarak isimlendirilmistir. T1 izolat:, farkl1 karbon kaynaklarmin
seliilaz aktivitesi tizerinde etkileri incelendiginde seliiloz, ksiloz, maltoz, sellobiyoz,
mannoz, arabinoz, glukoz, fruktoz ve laktoz kaynaklari optimum seliilaz aktivitesi
gostermistir. T1 izolati, farkli azot kaynaklarmin seliilaz aktivitesi iizerinde etkileri
incelendigine pepton optimum seliilaz aktivitesi gostermistir. T1 izolati, farkli amino
asit kaynaklarinin seliilaz aktivitesi iizerinde etkileri incelendiginde triozin, ornithin,
glisin, amonyum siilfat optimum seliilaz aktivitesi gostermistir T1 izolati, pH 8 ve 9°da
optimum seliilaz enzim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. T1 izolati, 25 °C’de
optimum seliilaz enzim aktivitesi olumlu yonde oldugu belirlenmistir. T1 izolati, % 5-
25 araligindaki tuz konsantrasyonlarinda % 5 ‘lik konsantrasyonda optimum seliilaz
aktivitesi gOstermistir. Analize gére bu araliklarda enzim sentezi gergeklestigi tespit

edilmistir.
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T1 izolati, 24-72 farkli bes zaman araliginda optimum seliillaz enzim etkisi
pozitif yonde olmustur. Daha dnce yapilan ¢alismalarla karsilastiracak olursak:

Mawadza ve ark. (2000) ¢alismalarinda iki Bacillus susundan sentezledikleri
seliilaz enziminin karakterizasyonun calismiglardir. Her iki enzimin optimum pH
araliklar1 5-6.5 ve optimum sicaklik araliklarin ise 70 °C olarak belirlemislerdir.
Calismamizda seliilaz aktivitesinin optimum iiredigi pH ve sicak degerlerin farklilik
gbzlemlenmistir.

Singh ve ark.(2001), yaptig1 ¢alismada Bacillus sp.VG1’den izole ettikleri
CMCaz enziminin optimal seviye gosterdigi pH araligi 9-10 iken optimum aktivite
gosterdigi sicaklik araligi 65 °C oldugunu bildirmistir. Yapilan ¢alismanin optimum
aktivite gosterdigi pH 9 olmasi benzerlik gostermis.

Kim ve ark. (2005), izole ettikleri Bacillus sp. HSH-810 susundan olusturduklari
alkalin seliilaz enziminin optimum etkiyi pH 10’da gosterirken optimum sicakligi ise 50
C’de gostermistir. Buna ek olarak enzimin pH 6-10 araliginda stabil oldugunu ve 1 saat
60 °C muamale edilidiginde enzim aktivitesini % 60 oraninda arttigin1 bildirmislerdir.
Enzimin molekiiler agilig1 ise 80 kDA oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda seliilaz
aktivitesinin etkin oldugu pH ve sicaklik degerleri farklilik gostermektedir.

Topuz ve ark. (2007), izole ettikleri 42 Bacillus susu arasinda en yiiksek seliilaz
tiretme kabiliyetinin 42 °C ve pH 8.5’da oldugunu bildirmislerdir. Calismamiz seliilaz
enziminin yiiksek aktivite gosterdigi pH parametresi benzerlik gostermistir.

Aygan ve Arikan (2008), Van golii cevresinden aldiklar1 toprak drneklerinden
izole ettikleri 1limli halofilik bacillus’larin ksilanaz, amilaz ve seliilaz gibi enzimlerin
optimum pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarini ¢alismislardir. Seliilaz enziminin
optimum sicakhigt 35 °C, optimum pH araligimin 7.5-9.5, optimum NaCl
konsantrasyonun ise % 5-7 oldugunu bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alisma ile benzerlik
pH araliginda ve tuz konsatrayon araliginda tespit edilmistir.

Triveda ve ark. (2011), yaptig1 ¢alismada Ulva Lactuca’dan (deniz maruludan),
izole ettikleri Bacillus flexus NT susundan ekstraseiiler alkali-halotoleant seliillaz enzim
aktivitesi i¢in optimum pH degerinin 10, optimum sicaklik degerinin ise 45 °C

oldugunu bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada benzerlik tespit edilmemistir.
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Aygan ve Battaloglu (2015), Bacillus sp. P-5, bahge topraklarindan izole ettikleri
susun pH 6.0-10.5 enzim sentezi gerceklestirirken optimum seliilolitik aktiviteyi pH 8
ve 35 °C oldugunu bildirmistir. Yaptigimiz calismada susun optimum pH degeri
benzerlik gostermistir.

Jebeli ve ark. (2017), yaptig1 calismada kirli su kaynaklarindan izole etiikleri
bakterilerin arsenik donilisim kabiliyetini ¢alismiglardir. Bakterinin gram pozitif,
endosporlu ve Bacillus cinsine ait 6zelliklere sahip oldugu,16S rRNA gen dizisine gore
Bacillus flexus oldugu tespit edilmistir. Sus optimum pH 9, % 2’lik tuz
konsantrasyonunda ve 38 °C ‘de biiyiidiigii bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada suslarin
ayn1 cins oldugu halde farkli ortamlarda optimum biiylime gosterdigi tespit edilmistir.

Calismalar sonucunda elde edilen seliillaz enziminin en yiiksek ve etkin
optimizasyon tespitindeki farkliliklarin sebebi calisilan suslarin ayni olmamasindan
kaynaklidir. Sus gram pozitif, spor olusturan, ¢ubuk seklinde bir bakteridir.

Yapilan morfolojik ve biyokimyasal test sonuglar1 sonucu koloni morfolojileri
ve diger Ozelliklerine gore sus Bacillus sp. olarak tanimlanmistir. Tanimlama
islemlerinden sonra sus igin igerisinde substrat bulunan sivi besiyerleri kullanilarak
farkli sicaklik, zaman ve pH degerlerinde iireme ve enzim sentezleme oOzellikleri
incelenmistir. 16S rRNA gen dizileri molekiiler yontemlerden biri olup bakteriler
arasindaki filogenetik analizlerin tanimlanmasinda kullanilan bir tekniktir (Busse ve
ark., 1996).16S rRNA gen bolgesi korunakli bolgeler olmasi, bakteriler arasinda
evrensel olmasi ve tiire 6zgii degisiklik gosteren bolgelerin olmasi, bakterileri cins ya da
tiir asamasinda arastirmacilara acik veri tabanlari kullanarak tanimlamasina olanak
saglamiglaridr (Vandamme ve ark., 1996). Korunakli bolgeler, ge¢ evrimlestikleri i¢in
tir, alt tir ve cins bakimindan filogenetik iliskileri tespit etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Veri bankalarinda depo edilmis sekans dizilerinin nitelikleri molekiiler
boyuttaki ¢aligmalarin giivenirliginde ciddi dlglide etkilemektedir. Veri bankalarinda
son yirmi yilda 1.3 milyon bakteri ve 54 bin arkeaya ait 16S rRNA gen bolgesi RDP’de
arsivlenmistir. Bu caligmada, T1 izolatinin 16S rRNA gen dizisi 27F ve 1492R
primerler ¢ogaltilmistir. Gen bolgesinin sekans analizleri sonuglar1 baz alinarak MEGA
7 programinda tiim niikleotidleri kromatogram goriintiilerine bakilarak kontrol

edilmistir.
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16S rRNA gen dizileri, NCBI’dan elde edilerek izolatin gen dizileri
hizalanmistir. Bazlar1 simgeleyen piklerin temiz olusuna tespit edilerek bosluklar
cikarildiktan sonra gen dizileri filogenetik analizi yapilmistir. Toplam 1304 niikleotidlik
16S rRNA belirlenmistir. T1 izolatin, karsilastirilan 1304 nt’lik bolgede 15 niikleotid
farklilig1 ile %2100 Bacillus flexus MNO005931, Bacillus flexus MH396726, Bacillus
flexus KX821760, Bacillus flexus LC259989, Bacillus flexus JX069808, Bacillus flexus
MK178593 suslart ile sik1 bir homoloji kiimelenmistir. Buna ek olarak, % 97 Bacillus
vireti NR 025590, Bacillus fumarioli NR 025370 oldugu ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismada,
filogenetik agag icerisinde Bacillus tiirleri giiglii bir homoloji ile kiimelenmis olup dis
grup olarak Lactobacillus casei NR041893 tiirii ile ayr1 bir kladda ve gruplarin kendi
aralarinda gii¢lii bir homoloji olusturmasi agisindan yapilan analizin giivenilir oldugunu
desteklemektedir.

Calismamizda T1 susu morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler analizler sonucu
Bacillus flexus olarak teshis edilip birtakim ekstraseliiler hidrolitik enzim yetenekleri
ortaya c¢ikmistir. Calisma sonucunda elde edilen sonuglar ile bakterilerin endiistriyel
alanda kullanim potansiyeli olan enzim elde edilmistir. T1 susu, seliilaz aktivitesi
gostermistir. Gelecekte yapilacak olan ¢alismalar, seliillaz enziminin izolasyonu,
karakterizyonu ve optimizasyonu, raf émrii gibi 6zelliklerin gelistirilmesi konularinda
aragtirmalar yapilarak, endiistriyel alanda ©nemli enzim olup biiylik olgeklerde
tiretilmesinde kullanilabilir. Bu tiir ¢alismalar bilime katki saglamakla birlikte,
iilkemizin endiistriyel alandaki calismalarda enzim kullanimda disa baghiligi aza

indirgeyerek, ekonomi agisindan 6nemli deger katacaktir.
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EKLER

Ek 1. Besiyerleri

Ek.1.1.Halofilik agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
NaCl 20 gr
Yeast Ekstrakt lor
KCI 0,2 gr
MgSOq4 2gr
Kazein 0,75 gr
Demir Eser Miktarda
MnCI Eser Miktarda
ddH,0 80 mi
Agar 15qgr
Karboksimetil seliilaz lgr
Ek 1. 2. Nigasta agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Nisasta 29r
Halofil Agar 2gr
Distile su 100ml
Ek 1.3. Skim milk agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Skim milk 0.1gr
Halofil Agar 2gr
Distile su 100ml
Ek 1. 4. Tween 80 Agar

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Tween 80 3ml
Halofil Agar 29r
Distile su 100ml
Ek 1.5. Nitrat broth

Kullanilan Maddeler Miktarlar
KNOs; 1gr
Halofil Broth 100ml
Ek 1.6. Karbonhidrat Fermentasyon Ortami

Kullanilan maddeler Miktarlar
Fenol Red 0.03¢gr
Halofil Broth 100 ml
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Ek 1.7. M9 Besiyeri (Devami)

Kullanilan maddeler Miktarlar
Na,HPO4.H>0 6!4gr
KH2PO,4 1,5gr
NaCl 2,5gr
MgSQO4 100}1'
CaCl; 50ul
Ek 2. DNA Izolasyonu I¢in Kullanilan Tamponlar

Ek 2.1. Agaroz jel hazirlama

Kullanilan Maddeler Miktarlar
Agaroz 0.4qr
TBE 40ml
Ethidium Bromid 4ul
Ek 2.2. CTAB+0.7 M NaCl

Kullanilan Maddeler Miktarlar
CTAB 10gr
NaCl 4.1gr
Steril distile su 100ml
Ek 2.3. Fenol-kloroform-izoamilalkol

Kullanilan Maddeler Oranlar
Fenol-kloroform-izoamilalkol 25:24:1
Ek 2.4. TBE Hazirlama

Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris HCI 10.78 gr
Borik asit 5,503 gr
EDTA 0,5845 gr
Saf su 1000ml
Ek 2.5. 0.5M EDTA

Kullanilan malzemeler Miktarlar
EDTA 18,62gr
Saf su 100ml




Ek 2.6. Ethidium bromide (Devami)
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Kullanilan malzemeler Miktarlar
Ethidium Bromid 0,01 gr
Distile su Iml
Ek 2.7. RNAaz hazirlama

Kullanilan malzemeler Miktarlar
RNAase 25ul
Stril saf su Iml
Ek 2.8. SDS ¢0zetisi

Kullanilan Maddeler Miktarlar
SDS 10gr
Distile su 100ml
Ek 2.9. Kloroform-izoamilalkol ¢6zeltisi

Kullanilan Maddeler Oranlar
Kloroform-izoamilalkol 24:1
Ek 2.11. T.E. (Tris-Edta) ¢6zeltisi

Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris 1,211gr
0.5 M EDTA 4ml
Ek 2.12. TAE (tris-asetat) ¢ozeltisi

Kullanilan malzemeler Miktarlar
Tris HCI 4,84 gr
Asetik asit 1,142 gr
EDTA 2ml
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