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OZET
Yiksek Lisans Tezi

TURKIYE TOPRAKLARINDAN iZOLE EDIiLMIS BACILLUS sp. SUSLARINDAN
SELULAZ ENZIM URETIMININ TARANMASI, BESINSEL OPTIMiZASYON,
ENZIMIN KISMi SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE YUNLU
KUMASTAKI BITKi ATIKLARININ GIDERILMESINDE ETKINLIGI

Sarra MSAKNI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu ¢alismada daha 6nceden topraktan izole edilmis toplam 100 adet Bacillus sp. suslar
selilaz enzim Kkapasiteleri bakimindan taranmustir. Toplam 54 Bacillus sp. susu
ekstraseliler selulaz dreticisi olarak bulunmustur. En iyi seliilaz tireten sug 16S rRNA ile
tanimlandi ve Bacillus substilis 171ES olarak adlandirildi. Bu yeni izolat 3 farkli igerikli
sivi ortamda enzim tretim kapasitesi kantitatif olarak test edilmistir. Besinsel faktorler
arasinda en iyi karbon kaynagi olarak maltoz, en iyi nitrojen kaynagi olarak yagsiz siit tozu
ve en iyi metal iyonu olarak LiSO4 olarak belirlenmistir. 171ES susu, besinsel kosullari
optimize ederek elde edilen modifiye ortamda enzim iretiminde 6,6 katlik artis
gostermistir. Kismen saflastirilmis enzimin optimum sicakligi ve pH degeri, sirasiyla 50°C
ve 7.0 olarak berlirlenmistir. Termostabilite ¢aligmalari, enzimin termostabil oldugunu
gostermistir. MNSO4 ve BaCly, enzim aktivitesi lizerinde aktiflestirici bir etkiye sahipti.
Vmax V& Km Kinetik degerleri sirasiyla 63,7 U/ml ve 0,0064 mM olarak bulunmustur.
Molekiiler agirlik yaklasik 73 kDa olarak belirlenmistir. Ham enzim aktivitesinin -20°C'de
90 giine kadar stabil kaldigi bulunmustur. Enzimin ylnli kumaslardan bitkisel atiklarin
giderilme potansiyeli arastirilmig ve enzimin etkili oldugu saptanmistir. Yeni izole edilen
171ES bakterisinin seliilaz1 bagta tekstil sanayi olmak {izere diger sanayilerde kullanma
potansiyele sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Selulaz, Tarama, Optimizasyon, Kismi Saflastirma,
Karakterizasyon, Tekstil uygulama

2020, x+95



ABSTRACT

MSc Thesis

SCREENING OF CELLULASE ENZYME PRODUCTION BY BACILLUS sp.
ISOLATED FROM TURKISH SOILS, NUTRITIONAL OPTIMIZATION, PARTIAL
PURIFICATION OF ENZYME, CHARACTERIZATION AND EFFECTIVENESS OF

PLANT WASTE REMOVAL IN WOOL FABRIC.

Sarra MSAKNI

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, 54 out of 100 Bacillus sp. strains were found as extracellular cellulase
producers. The best cellulase producing strain was identified by 16S rRNA as Bacillus
substilis and named 171ES. This new isolate was quantitatively tested for enzyme
production capacity in 3 different liquid media. Maltose was determined as the best carbon
source, skim milk powder as the best nitrogen source and LiSO4 as the best metal ion.
171ES strain showed a 6,6 fold increase in enzyme production in the modified medium
created by optimizing nutritional conditions. Optimum temperature and pH of the partially
purified enzyme were 50°C and 7.0, respectively. Thermostability studies showed that the
enzyme is thermostable. MnSO4 and BaCl, ions had an activating effect on enzyme
activity. Vmax and Km kinetic values of the enzyme were found to be 63,7 U/ml and 0,0064
mM, respectively. The molecular weight of the enzyme was determined to be 73 kDa. The
potential of the enzyme to remove vegetable waste from woolen fabrics was investigated
and the enzyme was found to be effective. Cellulase produced by 171ES bacteria may have
the potential to be used in the textile industry among many other industries.

Key Words: Bacillus, Cellulase, Screening, Optimization, Partial Purification,
Characterization, Textile application
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1. GIRIS

Enzimler, canlida meydana gelen biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden ve genelde
protein yapili biyolojik katalizorlerdir. Enzimsiz gerceklesen az sayida ve spesifik
reaksiyon olmasina ragmen, canli viicudundaki tiim reaksiyonlar genelde enzimler
sayesinde ylriimektedir. Enzimlerin temelde yaptiklar1 islem, reaksiyonlarin aktivasyon
enerjisini diisiirerek tepkimenin daha hizli gerceklesmesini saglamaktir ve bu yetenegi
sayesinde pek ¢ok ¢alisma alanlarinda ilgi kaynagi olmaktadir (Durur 2016). Hayvanlar ve
bitkiler tarafindan iiretilmesine ragmen, kontrollii kosullarda kisa siirede {iriin elde
edilmesinden dolayr mikroorganizmalar asil kaynagi olusturmaktadir. Mikroorganizma
kaynakli enzimlerin bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin
cok yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha kararli ve ucuz olmalar1 ve
fazla miktarda elde edilebilmeleri sebebi ile daha cok tercih edilmektedirler (Wiseman
1987). Enzimler in vitro kosullarda da katalitik aktivite gosterdiklerinden dolay1
mikroorganizmalardan bol miktarda enzim dretilmekte ve bunlar gesitli endiistriyel
alanlarda kullanilabilmektedir. Endustriyel uygulamalarda mikrobiyal enzimlerin
kullanimini1 motive eden diger faktorler arasinda, tiikketim mallari talebinin artmasi, maliyet
azaltma ihtiyaci, dogal kaynaklarin tiikkenmesi ve c¢evre giivenligi saglanmasidir (Choi ve
ark. 2015). Ayrica mikroorganizmalar tarafindan iretilen enzimler mikroorganizmalarin
ozelliklerine bagli olarak ¢esitli niteliklere sahip olabilmektedirler. Bu 6zellikler de onlarin
ayni gruptaki enzimlerden ayrilip 6n plana ¢ikmalarini saglamaktadir. Bu 6zelliklerden bir
tanesi de termostabilitedir ve bu 6zellik endiistriyel islemlerde oldukca 6nemlidir (Berikten
ve Kivang 2018). Ginlmizde enzimler, sit Grunlerinin tretiminde, biracilikta, etlerin
islenmesinde, meyve sularmin berraklastirilmasinda, friikktoz surubu {iretiminde
kullanilmalariyla gida sektoriinde, protein ve yag artiklarini pargcalamak iizere deterjan
endiistrisinde, deri ve dokuma ipliklerinin islenmesini kolaylastirarak tekstilde, teshis ve
tedavi amaciyla tipta kullanilmaktadirlar (Anonim 2019a). 2014 yilinda endiistriyel
enzimlerin kiiresel pazar1 yaklasik 4.2 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir ve 2015-
2020 yillar1 arasinda yillik yaklasik %7'lik bir biiyiime hiz1 gelistirmesi beklenmektedir
(Singh ve ark. 2016). Bolgeler agisindan, Kuzey Amerika ve Avrupa diinyadaki en biiyiik

endiistriyel enzim tiiketicileridir, ancak Asya Pasifik, Afrika ve Orta Dogu bolgelerinin



gelismekte olan ekonomileri, endiistriyel enzimler i¢in hizli gelisen pazarlar olarak ortaya
¢ikmaktadir (Vinod ve ark. 2014). Diinya genelinde proteazlar yaklasik %60 pazar payi ile
pazardaki en ¢ok satan enzimdir ve bunu karbonhidrazlar (amilazlar, seltlazlar, glukanazlar
ve digerleri), fitazlar ve lipazlar takip etmektedir (Kumar ve ark. 2014). Bu enzimler
arasinda seliilaz enzimi, 2016 yilinda pazar pay1 %32.84 ile en biiyiik tiikketici Asya-Pasifik
olmustur. Seltlaz en ¢ok hayvan yemi, tekstil endistrisi, yiyecek ve igcecek sektorlerde
kullanilmaktadir. 2016 yilinda rapor edilen verilere gore, selillaz pazar talebinin
%29,71'inin hayvan yemi endustrisinde, %26,37'sinin yiyecek ve icecek endustrisinde ve
%13,77'sinin tekstil endistrisinde oldugunu gostermistir (Anonim 2019b). Gunimizde
seltilazlar 6nemli arastirma konusu haline gelmis ve diinyanin hemen hemen her yerinde

iiretilmeye, endiistri ve sanayi alaninda kullanilmaya baslanmistir.

Selilazlar, seliilozdaki 1,4-pB-D-glikosidik baglantilar1 hidrolize eden enzimlerdir (Anonim
2020a). Endustride daha ¢ok kiif kaynakli seliilazlar tercih edilmektedir. Fakat bakteriler
icerisinde Bacillus tiirleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Ciinkii Bacillus cinsi bakterilerin gok
cesitli ortamlardan izolasyonun kolay olmasi, hem kompleks hem de sentetik besi
ortaminda  gelisebilmeleri  sebebi ile  biyoteknolojide en fazla  kullanilan
mikroorganizmalardir (Mabrouk ve ark. 1998). Glniumuzde yeni mikrobiyal enzim
kaynaklarinin dogadan kesfedilmesi yoluna gidilmekte ya mevcut mikroorganizmalardan
mutasyonla verimli suslar elde edilmekte yada mevcut mikroorganizmalar kullanilarak
rekombinant DNA teknolojisi ile rekombinant enzimler elde edilmektedir. Yani 6ncelik,
enzim Uretiminin ilk asamas1 uygun mikroorganizmanin dogadan se¢imidir. Ayrica enzim
tiretimini artirmak i¢in Uretim fermentasyon kosullart 6nemli oldugundan besi ortaminin

besinsel ve fiziksel parametreleri de ele alinmaktadir (Khalil ve ark. 2003)

Bu tez projesinin amacinda, Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvar'inda topraktan daha 6nceden izole edilmis olan 100
adet Bacillus sp. susunun seliilaz tretim potansiyellerinin saptanmasi, en iyi sellilaz Ureten
bir adet Bacillus sp.’nin iiretim kosullarinin optimizasyonu, enzimin kismi saflagtiritlmasi
ve karakterizasyonu, ayrica yinli Kkumaslarda bitkisel artiklarin  giderimindeKi

potansiyelinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Seliilazlarin Tarihcesi

70 y1l 6nce, filamentoz ascomycete Trichoderma reesei I1. diinya savasi sirasinda Solomon
Adalari'nda ¢iiriyen ABD Ordusu ekipmanlarindan izole edilmis ve Elwyn T. Reese
tarafindan adlandirilmistir (Allen ve ark. 2009). 1950'de Elwyn T. Reese ve arkadaslari ilk
olarak seliilozun pargalanmasina katilan enzim mekanizmalarini1 énermislerdir. Bu konuda
iki asama belirlemislerdir; birincisi, anhidroglukoz zincirlerinin sistigi bir prehidrolitik
asama ve ikincisi, bu polimerlerin rastgele veya ugta hidrolitik yarilmasidir. Daha sonra ilk
olarak Trichoderma viride'den seliillaz kompleksini tanimlamislardir (Mandels ve Reese
1957).

Seliiloz igeren kumaslar {izerinde gelisme ve pargalanma kabiliyeti nedeniyle uzun yillar
ilgi cekmistir (Bischof ve ark. 2016). 1973'te Berghem ve Pettersson, selilloz bozulmasinin
ilk adiminda yer alan T. reesei enzimi, kristal seliiloz tizerine etki eden bir -1,4-glukan
sellobiohidrolaz rapor etmistir. Selobiyoz bu reaksiyonun temel {irliniidiir. Enzim, 1975'te
Berghem, Pettersson ve Axio-Fredriksson tarafindan karakterize edilmistir. Amino asit ve
karbonhidrat analizine dayanarak molekiiler agirligt 42 kD olarak belirtmislerdir. Enzim
kovalent olarak bagl %9.2 karbonhidrat igeriyordu, ayrica pH optimumunun yaklasik 4.8
oldugunu ve reaksiyon hizinin, selobiaz ve endo-glukanaz ilavesiyle arttirilabilecegini

bildirmislerdir (Kubicek 2013).

T. reesei'nin selulaz kompleksi en kapsamli incelenen kompleks olmustur ve 1975 yilinda
Howell ve Stuck, selilaz kompleksin karbonhidratlar, 6zellikle sellobiyoz harig,

inhibitorlere kars1 oldukga direncli oldugunu belirtmislerdir (Howell ve Stuck 1975).

T. reesei iizerine yapilan arastirmalar, T. reesei tarafindan iiretilen seliilazlarin, yenilenebilir
lignoseliilozik biyokiitleden yakitlarin ekonomik olarak iiretilmesi miicadelesinde biiyiik bir
etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir. “QM6a” ismi veren son kalan orijinal Trichoderma
isolat susu, giinimiizde endiistride kullanilan tiim mutantlarin tiiretildigi sustur. QMo6a,
dogal kristal seliillozu par¢alanma konusunda olaganiistii bir yetenek gdstermistir (Bischof

ve ark. 2016)



Ticari olarak en ¢ok kullanilan seliilaz Trichoderma sp. tarafindan {iretilmesine ragmen,
bakteriler tarafindan iiretilen seliilazlar genellikle daha etkili katalizorlerdir ve glinumizde
cesitli endiistriyel alanlarda bakteriyel selliilazlarimin = kullanim1  gittikge  6nem

kazanmakatadir (Suto ve Tomita 2001).

2.2. Seluloz

Seliloz, yeryiizinde en bol bulunan dogal polisakkarittir ve bitki hiicre duvarinin
lignoseliilozik formda bir ana bileseni olarak bulunmaktadir. Diger bilesiklerden farkli
olarak seliiloz suda kolayca ¢dzlinmez, bu nedenle seliilozun enzimatik olarak pargalanmasi

lignoseliilozik malzemelerin biyodegradasyonu igin énemlidir (Behera ve ark. 2017).

Karasal ortamlarda, fotosentezin birincil Granidir ve biyosferde dretilen en bol
yenilenebilir biyo-kaynaktir (100 milyar kuru ton/yil) (Zhang ve Lynd 2004). Yesil algler
(Valonia ve Micrasterias), balgik kalip Dictyostelium ve tunikatlar gibi bazi deniz
hayvanlar ve az sayida bakteri tarafindan tiretilmesine ragmen, tiim bitki hiicre duvarlarinda
bulunmaktadir. Seliiloz baslica hemiseliilozlar ve lignin ile iliskilidir. Seliiloz bitki kuru
agirhginin yaklagik %35-50'sini olustururken, hemiseliilozlar ve lignin sirasiyla bitki kuru

agirhi@inin %20-35'ini ve %5-30"unu olusturur (Behera ve ark. 2017).

Seliiloz diinya ¢apinda muazzam bir ekonomik dneme sahiptir. Seliiloz, pamuk (%94+) ve
ahsap (%50+) gibi hammaddelerin ana bilesenidir. Sellloz biyosferdeki karbonun

yarisindan fazlasini olusturmaktadir (Saranraj ve ark. 2012).

Anselme Payne, 1838 yilinda yesil bitkilerden selillozu kesfeden ve izole eden ilk kisi
olmustur. O zamandan beri seliilozik malzemeler giinlikk insan yasaminda ¢ok onemli bir
rol oynamustir. Bitki yetistiriciligi i¢in topragi giibrelemek i¢in kullanilir, sigirlar i¢in yem
olarak da kullanilmistir. Diger yandan yemek pisirmek ve 1s1 liretmek i¢in yakacak odun

olarak da kullanilmistir (Jayasekara ve Ratnayake 2019).

Selilloz dogrusal bir polisakkarittir. Bu polimerde, D-glukoz alt birimleri, glukoz
molekiillerinin her biri arasinda f-1,4-glukozidik baglarin olusturulmasiyla birbirine
baglanmaktadir. B-1,4 baglantili D-glukoz birimleri, tekrarlanan birim glukoz yerine

selobiyoz olacak sekilde, birbirlerine gore alternatif bir yonde duzenlenir (Lakhundi ve ark.



2015). Selulozun molekdler formuli (CeH1206)n'dir. “n” polimerizasyon derecesini (DP
“Degree of Polymerization) gosterir. Birbirine bagli glukoz alt birimlerinin sayisini
sembolize eder. Nisasta gibi, selilloz en az 500 glikoz molekiiliinden olusan uzun bir
zincirden olusur. Seliiloz bu nedenle bir polisakkarittir (Latincede "bir¢ok seker"
anlamindadir). Bu polisakarit zincirlerinin bir¢gogu, selilloz mikrofibriller olusturmak tizere
paralel diziler halinde diizenlenmistir. Tek tek polisakarit zincirleri, hidrojen baglar ile
mikrofibriller i¢cinde birbirine baglanir. Mikrofibriller, makrofibriller olusturmak icin bir
araya getirilir (Anonim 2020b)

Seluloz yapisinda birlikte tekrarlanan iki glukoz {initesine ise “Selobiyoz” denir. Bagka bir
deyisle, bu polimer “C1 konformasyonunda B-(1— 4)-D-glukopiranoz birimleri ile yapulir.
Her bir seliloz molekiiliiniin terminal uglar1 hari¢ anhidroglukoz birimi (The
anhydroglucose unit, AGU) basina {i¢ hidroksil grubuna sahip oldugu uzun anhidroglukoz
birimleri zincirinden olusur (Sekil 2.1) (Jayasekara ve Ratnayake 2019).

p-(1— 4) glikozidik bag
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Sekil 2.1. Seliilozun yapis1 (Klemm ve ark. 1988)

Polisakkarit diinyasinda sira dis1 olan selillozun bir 6zelligi ise, onun kristalin yapisidir.
(Lynd ve ark. 2002). Seliilloz yapisinda ¢esitli oranlarda hem kristalli hem de amorf
bolgelere sahiptir (Ciolacu ve ark. 2011). Bu bdlgeler, seliillozun yapisini olusturmak i¢in i¢
ice gecmistir. DOrt ana kristal form vardir; la, IB, I ve III. Bu kristal yapi, seliilozdaki
glukoz monomerleri arasindaki molekiil i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen baglanmasinin bir
sonucudur. Bu hidrojen baglari, seliilloz polimerin kompakt kristal yapisina dogrudan

katkida bulunan biiyiik bir ag olusturur. Ote yandan, bu giiclii molekiil i¢i ve molekiiller



arast hidrojen bagi olusumu selillozun zayif ¢ozliniirliigine yol agar (Jayasekara ve

Ratnayake 2019).

Seliilozun yapisina bakildiginda yaklasik 30 miinferit seliiloz molekiilii, temel fibriller
(protofibriller) adi verilen daha biiyiikk birimlere birlestirilir ve bunlar mikrofibriller adi
verilen daha buytik birimlere paketlenir (Sekil 2.2) (Lynd ve ark. 2002). Mikrofibrillerdeki
zincirler, yiiksek bir gerilme mukavemeti veren hidrojen baglar ile bir arada tutulur. Siki
paketlenmis mikrofibrillerin olugmasiyla sonuglanan c¢oklu paralel seliiloz tabakalari
arasinda bu zincirler arasi ve zincir i¢i hidrojen bagidir. Mikrofibriller daha sonra kristalin

seliiloz lifleri ile birlesirler (Bishop ve ark. 2002).
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Sekil 2.2. Seliilozun yapis1 (Yuan ve Cheng 2015)

2.3. Selulaz
Seliilaz, esas olarak seliilozu ve bazi ilgili polisakkaritlerin ayrismasimi katalize eden
mantarlar, bakteriler ve protozoanlar tarafindan {iretilen cesitli enzimlerden biridir.

(Anonim 2020a)



Mantarlar, bakteriler ve aktinomisetler dogada etkili selillaz enzim {ireticileri oldugu
kaydedilmigtir. Bu mikroorganizmalar, serbest veya hiicre ylizeyine bagli seliilazlar
salgilamaktadir. Enzim iiretim verimlilikleri ve enzim kompleks bilesimleri her zaman
birbirlerinden farklidir. Hem aerobik hem de anaerobik mikroorganizmalar bu enzimleri
Uretse de, en cok aerobik selulolitik mantarlar olan Trichoderma viride ve T. reesei
aragtirtlmistir (Jayasekara ve Ratnayake 2019).

Seliilazlar selilloz molekullnd B-glukoz veya daha kisa polisakkaritler ve oligosakkaritler
gibi monosakkaritlere ayirir. Seliilloz yikimi, ekonomik 6neme sahiptir, ¢linkii bitkilerin
onemli bir bilesenini kimyasal reaksiyonlarda tiikketim ve kullanim i¢in kullanilabilir hale
getirir. Seliiloz molekiilleri birbirine giiglii bir sekilde baglandigindan, seliiloliz, nisasta gibi

diger polisakkaritlerin pargalanmasina kiyasla nispeten zordur (Anonim 2020a).

Seliiloz pargalanmasi, seliilozda bulunan B-1,4-baglantilarinin hidrolizinden sorumlu olan
seltilazlar tarafindan gergeklestirilir (Wilson 2008). Kimyasal olarak homojen olmasina
ragmen, seliiloz kristal ve amorf yapilaridan olusur ve hicbir enzim tek basina seliilozu
hidrolize edemez. Coziinmez, kristalin ve heterojen yapist onu enzimatik hidroliz i¢in
dayanikli ve zorlayici bir substrat haline getirir (Schwarz 2001). Seliilozun yapisi g6z
Oniine alindiginda, enzimin seliilozu substrat yerine tutturmasini ve bdylece tek bir enzimin
seliilozu hidrolize etmesini imkansiz hale getirir. Bu, diger polimerler ile birlesmesiyle
birlikte, seliiloz igeren materyalin sert kosullara dayanmasini ve bozulmaya kars1 dayanikl
olmasimi ve dolayistyla yapisal ve koruyucu bir bariyer olarak roliinii yapar. Bu nedenle
seliiloz, tam hidroliz saglamak i¢in birbirleriyle etkilesen cesitli eszamanli etkili enzimler
tarafindan hidrolize edilmektedir. Sonug¢ olarak, seliilolitik organizmalar bir ¢oklu-enzim
sistemi GOretmektedir (Singh ve ark. 1995). Bu c¢oklu enzim sistemleri, seltlozun etkili
hidrolizini saglamak i¢in sinerji i¢inde hareket eder. Bu polimerik substratin monomerik
birimine tam hidrolizi igin en az ii¢ farkli tipte enzim aktivitesi gereklidir (Haan ve ark.
2007); Endoglukanaz aktivitesi, Ekzoglukanaz aktivitesi (ayrica selodekstrinaz veya
sellobiohidrolaz da denir) ve R-glukozidaz aktivitesi. Sadece bu enzim aktivitelerinin ortak

isbirligi ile enzimler seliilozun yapisini bozabilir ve hidrolize edebilmektedir.



Endoglukanazlar, seliloz molekilundeki amorf bolge icinde rasgele i¢ kesimler reterek
cesitli uzunluklarda sello-oligosakkaritleri verir ve boylece yeni zincir uglari olusturur (Pere
ve ark. 2001). Ekzoglukanazlar, yeni olusan seliiloz zincirinin uglarina etki eder ve son
urin olarak B-selobiyozu olusturur (Kuhad ve ark. 2011). B-glukozidazlar, p-selobiyoz
disakkaritleri glukoza hidrolize etmektedir (Sekil 2.3) (Singh 1999).
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Sekil 2.3. Seliilazin seliiloz tizerindeki etki mekanizmasi(Anonim, 2020a)

2.3.1. Katalitik alan (CD) ve seliiloz baglayici alan (CBD)

Bircok seliilaz iki alandan olusur: bir katalitik alan (catalytic domain, CD) ve bir seliloz
baglayict alan (cellulose-binding domain, CBD) (Sekil 2.4). Katalitik alan, hidroliz
reaksiyonundan sorumluyken, seliiloz baglayici alan higbir katalitik aktiviteye sahip
degildir, fakat enzimin ¢6ziinmeyen makromolekiiler seliiloz iizerine adsorpsiyonunu
arttirir. Dogal enzimlerde bu iki alan bir baglayici peptit ile birbirine baglanir (Sukumaran
ve ark. 2005).

CBD'ler, enzimleri ¢ozinmeyen selllozik yizeye bir araya getirebildikleri igin seliloz

kristal bolgelerinin bozulmasinda ¢ok onemli bir rol oynarlar. Sadece birkag



mikroorganizmadan ve daha yiliksek bitkilerden kaynaklanan seliilazlarin boyle yapilari

yoktur (Herve ve ark. 2010).

CBD'lerin seliilozik maddelere gore islevleri temel olarak {i¢ yonii igcerir (Boraston ve ark.

2004):
(1) Yakinlik etkileri: enzimin ¢ézlinmeyen substratlara erisilebilirligini arttirmak igin.

(i) Substrat hedefleme: bitki hiicre duvarlarinin karmasik yapilarindaki spesifik
karbonhidratlar1 hedeflemek.

(ii1) Hidrolitik olmayan seliiloz bozulmast: seliilozun diizenli rijit supramolekiiler yapilarin

bozmak.

CBD'ler yiiksek bir ozgiilliige ve fonksiyonel ¢esitlilige sahiptir. Farkli kaynaklardan
gelirler ve islevleri birbirinden farklidir. Bugiline kadar, amino asit sekanslari, yapilart ve
baglanma spesifisiteleri temelinde 64 farkli ailede siniflandirilan 50'den fazla farkli tiirde

300'den fazla CBD sekans1 tanimlanmistir (Shoseyov ve ark. 2006).

CBD, bir protein iginde tek, c¢ift veya ¢li bir alan olarak bulunur ve 30-200 amino asit
icerir. CBD'nin bir polipeptit zincirindeki yeri, C- veya N-terminali olabilir veya protein

i¢inde merkezi olarak konumlandirilabilir.

Seliilazlar gibi hidrolitik proteinlerdeki CBD'ler, prolin ve treonin agisindan zengin
baglayici sekanslar yoluyla CD'lere baglanir. CBD'nin enzimi, substrati ile yakin ve uzun
stireli bir temasa sokarak ve bodylece kataliz oranm artirarak islev gordiigi
diistiniilmektedir. Bu nedenle enzimlerin baslatilmasi ve islenmesi i¢in énemli sayilirlar.

(Lynd ve ark. 2002)

CBD'nin enzimatik alt birimden ¢ikarilmasimin, enzimatik alt birim aktivitesini 6nemli
Olgiide azalttigi bulunmustur. CBD'min temel rolii, Trichoderma reesei'den bir
selobiohidrolaz olan CBHI (cellobiohydrolase 1) i¢in gosterilmistir (Lee ve Brown 1997).
CBD'siz CBHI enziminin seliiloz {izerinde ¢ok sinirli bir etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Katalitik birim, tam bir enziminkine benzer hidrolizi baslatabildi, ancak bu aktivite hizla

durdu ve seliilaz baglama alaniin aktivitesi olmadan seliillozun siirli olacagi sonucuna



varildi. Hidrolizasyondan sonra mevcut substrat bolgeleri tiukenerek reaksiyonu sona
erdirir. Bununla birlikte, CBD varliginda, baglanma boélgeleri siirekli olarak yeniden
diizenlenmis ve bu da siirekli bir faaliyete izin vermektedir. CBD'lerin ayrica seliilazlari
katalitik etkinin en aktif olacagi yeni hedef bolgelerine yonlendirdigi diisiiniilmektedir

(Wilson D.B. 2008).

CBD'ler ayrica seliilozik substratlardan seliiloz fragmanlarinin ¢ikarilmasinda rol oynar ve
bu da hidrolizi arttirir. Ayrica, seliiloz zincirleri arasindaki kovalent olmayan etkilesimlerin
bozulmasmi katalizler ve kristallerin ylizeyinde zincirlerin aginmasina izin vermektedir

(Valjamae ve ark. 1998).

Katalitik Alan
(Catalytic Domain, CD)

Karbohidrat Baglama Alan
(Carbonhydrate- Binding

Domain, CBD) \

e, -
Ll ‘> -
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Sekil 2.4. Katalitik Alan (CD) ve Seliiloz Baglayic1 Alan (CBD) organizasyonu (Clifford
2018)

Glikozil hidrolazlar (bir selulaz tipi) ve diger enzimler arasindaki ana farkliliklardan biri
katalitik alanin ¢calisma mekanizmasidir. Ug tiir katalitik alan vardir: 1) cep, 2) yarik ve 3)
tinel (Sekil 2.5).

Cep topolojisi, bir sakaridin indirgeyici olmayan ucun taninmasi i¢in idealdir ve
monosakaridazlarda goriilur. Ote yandan, bu enzimler, neredeyse hig serbest zincir ucu

olmayan seliiloz gibi lifli substratlar i¢in ¢ok verimli degildir.
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Yarik sekilli seliilaz katalitik alanlar, polimerik substratlarda birka¢ seker biriminin rastgele
baglanmasina izin veren ve yaygin olarak endoseltlazlar gibi endo-etkili

polisakkaridazlarda bulunan "agik" yapilardir.

Tiinel topolojisi, protein yarik kismini kaplayan uzun dongiiler gelistirdiginde yarik
topolojisinden kaynaklanir. Simdiye kadar sadece CBH'de bulunan tiinel, bir polisakkarit

zincirinin icinden gecirilmesine izin vermektedir.

Pocket — Cep

A. awamoriden glukomilaz.
Amorf polimerleri veya dimerleri
(6rn. Nisasta ve selobiyoz)
hidrolize eder

Cleft — Yarik
T. fusca'dan Endoglukanaz

(Cel6A) Kristalin polimerleri
hirolize eder
(orn. Seluloz endoglukanaziar)

Tunnel —Tunel

T. reese/den ekzoglukanaz
CHBII (Cel6A), kristalin
polimerleriiSlemsel olarak
hidrolize eder
(6rn.Ekzoglukanazlar)

Sekil 2.5. Glikozilin katalitik alanlar1 (Davies ve Henrissat 1995)

2.4. Seliiloz Par¢alanma Mekanizmalari
Seliiloz yikimi1 i¢in 2 ana strateji vardir. Bunlar kompleks ve kompleks olmayan

seltlolizdir.
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2.4.1. Kompleks olmayan sellloliz

Bu sistemde, alt1 ila on ayr seliilaz enzimi iceren bir set iiretilir. Bu seliilazlar kompleks
olusturmaz. Kompleks olmayan seliiloliz sisteminde esas olarak, siipernatanttan geri
kazanilabilen hiicre dis1 serbest seliilazlar salgilayan aerobik mikroorganizmalarda gdzlenir
(Xie ve ark. 2007). Enzimler seliilozu parcalar ve sonunda hiicreler tarafindan alinan ve

metabolize olan sekerlerin salinmasina neden olur (Sekil 2.6).

I 3 X ._- S O
- DDODOODE sz
@5cucnic:  DrEcoguimnr @ Ecogiuiznz: @ Giuko:

Sekil 2.6. Selulozun kompleks olmayan seltilaz sistemi ile hidrolizi (Lakhundi ve ark.
2015)

En iyi incelenen kompleks olmayan selllaz sistemleri, Trichoderma reesei gibi aerobik

mantarlarina ait olanlaridir (Reese 1956).

T. reesei seliilaz sistemi bes endoglukanaz, iki ekzoglukanaz ve iki B-glukozidazdan olusur
(Nogawa ve ark. 2001). Endoglukanazlarin selillozun polimerizasyon derecesini
azaltmaktan sorumlu ana bilesenler olmasina ragmen, bunlar sistemin toplam seliilaz
aktivitesinin sadece %20'sinden azini1 temsil eder (Lynd ve ark. 2002). Seliiloz zincirinin
dahili amorf bdlgelerde yarilir ve sistemin temel bileseni olan sellobiohidrolazlarin etkisine

duyarli yeni zincir uglar1 olustururlar (Teeri ve ark. 1992). Selobiyoz, sellobiohidrolaz
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aktivitesinin ana son urtnudur ve daha sonra glukozu serbest birakan iki B-glukosidaz
tarafindan hidrolize edilir (Sekil 2.7).

egll, eglZ,
egls, eg,
egls, egl? cbhl, cbh2
Celhilose —————— e cellodestin ———————— e Celloboose
— -
||l: I I'l‘..-'l
4
a B0 a HyO bgll, |
bal2 |/
Y
B-D-ghicose

Sekil 2.7. Trichoderma reesei tarafindan seliilozun paragalanmasi(Lakhundi ve ark. 2015)

2.4.2. Kompleks seltloliz

Kompleks seliilaz sistemi ¢cogunlukla anaerobik mikroorganizmalar tarafindan kullanilir ve
genellikle organizmanin ylizeyine bagli “seliilozom” adi verilen biylik protein
komplekslerinden olusur (Lynd ve ark. 2002, Teeri 1997) (Sekil 2.8). Bu terim ilk olarak
1983 yilinda Clostridium thermocellum'un selulaz sistemini incelerken Lamed ve

arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir (Lamed ve ark. 1983).

Seliilozom, bakterilerin seliiloza baglanmasma yardimci olur ve daha sonra hiicreler
tarafindan alinan hidroliz iirlinlerinin lokal olarak salinmasina neden olur. Seliillozomlar,
“Scaffoldin” denilen iskele alt birimleri tarafindan bir arada tutulan ¢ok ¢esitli seliilazlar ve
ilgili enzim alt birimleri igermektedir. Scaffoldin alt birimleri, multimolekiiler kompleksi
bir arada tutan biiyiik, modiiler polipeptitlerdir. Selillozom bir CBD, islevi bilinmeyen bir
veya daha fazla korunmus hidrofilik modiil, ve en 6nemlisi birden fazla kohezin alani
icermektedir. Selllozomal enzim alt birimlerinin, enzimlerin selilozom kompleksine
entegrasyonuna aracilik eden “dockerin” denilen bir alan igerdigi bilinmektedir. Enzimatik
alt birimlerin dockerinler, iskele alt biriminin kohezin alanlarina baglanir. Seliilozomlardaki

cesitli kohesinlerin ve dockerinlerin ararasindaki baglanmalarinda ¢ok az 6zgiilliik vardir
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veya hi¢ yoktur. CBD, iskele alt biriminin seliilozik substrata taninmasina ve baglanmasina
yardimct olur (Bayer ve ark. 1998). Selillozomlarin biiytikliigii 2 - 16 MDa arasinda
degismektedir, ancak poliselillozomlar durumunda, boyut 100 MDa'ya kadar olabilir
(Schwarz 2001). Seliilozomal bilesenlerin sadece seliilazlar1 degil, hemiseliilazlar1 da
icermesi, dogal ortamda seliiloz ile iliskili diger polimerlerin parcalanmasindan sorumlu

enzimleri icermesi dikkat gekicidir.

Bakteri Hucresi

dockerin

-_§~.—.—8_- & '
G e O e D e e
P:i: DD s-iiczs

. b -glukozidaz ) Eizoglukanzz o Endoglukanaz @ Giuio:

Sekil 2.8. Selulozun kompleks seluilaz sistemi ile hidrolizi (Lakhundi ve ark. 2015)

Seliilozom yoluyla seliiloliz genellikle yiiksek verimli bir islemdir ve bir dizi avantaja sahip

olabilir:

e Seliillozomal yapinin bilesenlerinde dogru oranin varlig1 sinerjizmi optimize eder.

e Miinferit bilesenlerin optimum organizasyonu, verimsiz baglanmay1 Onleyerek
sinerjiyi en st diizeye ¢ikarir.

e Tiim kompleksin tek bir bolgeye baglanmasi nedeniyle farkli bilesenler arasindaki
rekabet sinirhidir.

e Bir komplekste farkli spesifisiteye sahip enzimlerin varligi, seliilloz pargalanmasi

islemindeki aksatmay1 onler. (Lakhundi ve ark. 2015)
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2.5. Sinerjizm
Seliilaz sistemi, “Sinerjizm” olarak tanimlanan tiim enzimlerin kolektif etkisi ile seliilozu
hidrolize eder. Sinerjizm, bireysel enzimlerin aktivitelerinin toplamindan daha yiiksek bir

kolektif aktiviteye sahiptir. Dort sinerjizm bicimi bildirilmistir (Teeri 1997):

e Endo-exo sinerjisi olarak adlandirilan endoglukanaz ve ekzoglukanaz arasindaki
sinerjizm

e Ekzo-ekzo sinerjisi olarak adlandirilan ekzoglukanazlar arasindaki sinerjizm

e Ekzoglukanaz ve B-glukozidaz arasindaki sinerjizm, ekzoglukanaz inhibe eden
sellobiyozu gidermek igin

e Katalitik (CD) ve seliiloz baglama alanlar1 (CBD) arasindaki sinerjizm

2.6. Seliilazlarin Siiflandirilmasi
Katalizlenen reaksiyon tiirlerine gore de seliilazlar bes farkli tipte siniflandirilabilir (Sekil

2.9) (Singh ve ark. 2019);

Endoselilazlar

Seliilozun i¢ baglari, amorf konumlarda endoseliilazlar tarafindan rasgele yarilir, boylece

farkli zincir uglari olusturur. 6rnegin, endoglukanazlar (EC 3.2.1.4).

EkzoselUlazlar

Endoseliilazlar (EC 3.2.1.91) tarafindan olusturulan zincir, agikta kalan zincirin ucuna
yakin 1-3 Uniteye bollnerek tetrasakkaritler veya disakkaritler, yani selobiyoz ile
sonuclanir. Eksoseliilazlar yine iki smifa ayrilir: tip I, bu enzimler seliilloz polimerik
zincirin indirgeyici uglar tizerinde etkili, tip II ise indirgeyici olmayan uglar Uzerinde
etkilidir.

Selobiazlar

B-glukozidaz olarak da adlandirilan selobiazlar (EC 3.2.1.21), ekzoseliilazlar1 monosakkarit

birimlerine hidrolize ederek sindirirler.
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Oksidatif Selulazlar

Bu seliilaz sinifi, sellobioz dehidrojenazin bir alict molekiil olarak kullanildigi radikal
reaksiyon mekanizmasi tarafindan polimerik zincirin agilmasina etki etmektedir.

Seliiloz Fosforilazlar

Seliiloz fosforilazlar, substrati depolimerize eden enzimlerdir; su yerine fosfat kullanirlar.

— —
—
/ Endoglukanaz
. CH,OH _ CHOH CH.oH CH.OH cu,ou C"zOH cHOH - CH,OH -
; o o ]f o (l
© NA of > { : < : ‘ g :
. CH,OH \, CH.OH c:H C-H c:uzorl  Cr;oH .
. Ekzoselilaz ’ - Ekzoselilaz
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Sekil 2.9. Seliilazlar ve onlarin substrat hidroliz yerleri (Tanimura ve ark. 2013)

2.7. Seliillaz Kaynaklar:
Seliilazlar baglica mantarlar, ardindan bakteriler tarafindan firetilir ve bazi durumlarda

protozoanlar, bitkiler ve hayvanlar tarafindan iiretildigi bulunmustur (Zhang ve Zhang
2013).

2.7.1. Hayvansal kaynakh seltlazlar
Seliiloz bir¢cok hayvan tiirii i¢in 6nemli bir besin kaynagi olmasina ragmen, omnivorlar ve

oteul hayvanlarin ¢ogu seliilaz iiretmez ve seliilolitik mikroorganizmalarla ortak yasam
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icinde yasamaktadirlar. Ornegin, gevis getiren hayvanlarin bakteriler ve protozoalarn
anaerobik kosullar altinda seliilozu parcaladigi olduk¢a uzmanlagmis sindirim yollar
vardir. Gevis getirmeyen herbivoz memelilerde ve kuslarda, selilloz sindirimine

mikroorganizmalar da aracilik eder (Attwood ve ark. 1996) .

Simbiyotik protozoa veya bakterilerin varligi, omurgasizlarda ve otgul sigirlarda seliiloz
sindirimini agiklamak i¢in kullanilmistir. Bu teori ilk olarak Cleveland (1924) tarafindan,
termitlerle yaptigi bir ¢alismada, arka bagirsaktan protozoalarin ¢ikarilmasindan sonra
Reticuliterm flavipes termitlerin 6limiinii gosterdigi ve boylece konakgilarin seliiloz
sindiriminden bir arka bagirsak protozoa faunasinin sorumlu oldugu sonucuna vartlmaistir.
Dolaysiyla simbiyotik seliilaz tretimi yiksek hayvanlarda seliiloz sindirimi icin en ¢ok

tercih edilen a¢iklama haline gelmistir (Martin 1991).

Diger yandan, endojen seliilazlar, baz1 termitler, salyangozlar ve solucanlar gibi birkag tip
metazoa hayvan tarafindan {retilir (Watanabe ve Tokuda 2001). Bazi calismalar,
eklembacaklilarin ve yumusakcalarin sindirim sistemindeki hepatopankreas (Elyakova ve
ark. 1968), yumusakcalarin mide aprat1 ve ¢ift kabuklularin mide gibi (Xu ve ark. 2000)

olas1 endojen enzim kaynaklarini bildirilmistir.

2.7.2. Bitkisel kaynakl selllazlar

Seliiloz degradasyonunun sadece heterotrofik organizmalar tarafindan
gerceklestirilebilecegi varsayimi, tek hiicreli yesil alglerin de seliilaz iiretebildigi
kesfedildiginde yok olmustur. Seliilazlar yesil mikroalglerde (Chlamydomonas reinhardtii,
Gonium pektoral ve Volvox carteri) bulunmustur ve bunlarin GH9 Ailesi'ne ait katalitik
alanlar1 (CD) metazoa endojen seliilazlara en yiiksek sekans homolojisini gostermektedir

(Guerriero ve ark. 2018).

Bazi bitkiler seliilaz enzimlerini eksprese edecek sekilde tasarlanmistir. Acidothermus
cellulolyticus bakterisinden elde edilen seliilaz E1, transgenik bitkilerde Gretilen bir
endoglukanazin en yaygin 6rnegidir. Bitkilerde E1 iiretilmesinin nedeni, 81°C'lik optimum
aktivite sicakligina sahip hipertermofilik bir enzim olmasidir. Sonug olarak, E1 enzimi bitki

biiyiimesini destekleyen sicakliklarda aktif olmaz, fakat gerekli oldugunda, Ornegin,
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biyoyakit iiretimi i¢in bitki dokusu daha yiiksek sicakliklara maruz birakildiginda enzim
aktive edilebilir. Optimum sicakliklar1 60°C'den yiiksek olan termofilik seliilazlarin
kullanilmasi, konakg1 bitkilere ¢ok az zarar verir ve transgenik bitkiler, doniistiirilmemis
muadillerine morfoloji ve gelisim agisindan ¢ok benzemektedir. Seliilaz E1'1 ifade eden ilk

bitki tiitiin olmustur (Hefforen 2017).

Bugiine kadar, seliilaz iiretmek icin bircok transgenik bitki iiretilmistir. Ornegin, bir
termofilik bakteri olan Termobifida fusca'dan endoglikanaz Cel6A yonca, tltin ve
patates’te eksprese edilmistir. Misir ayrica Trichoderma reesei'den CBHL1'i eksprese etmek
icin kullanilir ve muadili vahsi tipine kiyasla verim veya biiylime performansi agisindan

farki gostermez (Garda ve ark. 2015).

2.7.3. Mikrobiyal seltilazlar

Mikroorganizmalar dogada meydana gelen selilloz par¢alanmasmin  ¢ogunu
gerceklestirmektedirler. Bunu c¢oklu enzim sistemlerinin yardimiyla yaparlar. Seliilazlar,
seliilozik materyaller {lizerindeki biiylimeleri sirasinda hem mantarlar hem de bakteriler
dahil olmak {izere cesitli mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen indiklenebilir
enzimlerdir (Cizelge 2.1) (Sang-Mok ve Koo 2001). Seluloz pargalayan mikroorganizmalar
arasinda mantarlar, bakteriler, aeroblar, anaeroblar, mezofiller ve termofiller bulunur ve
cesitli habitatlarda bulunabilirler (Saranraj ve ark. 2012). Bunlar arasinda Clostridium,
Seltilomonas, Thermomonospora, Trichoderma ve Aspergillus cinsleri en ¢ok incelenen

seltilaz Ureticilerdir (Sukumaran ve ark. 2005)

Az da olsa, aktinomisetler de seliilaz iiretebilir. Seliilaz iireten aktinomisetler arasinda en

cok Microbispora bispora ve Thermobifida fusca incelenmistir (Lynd ve ark. 2002).

2.7.4. Fungal (mantar) seltlazlar
Seliiloz parcalayan mikroorganizmalar arasinda mantarlar 6nemli seliiloz ayristiricilaridir
ve yeryliziindeki seliiloz yikiminin %80'inden sorumludur. Bu, 6zellikle mantarlarin seliiloz

ve ligninin ana ayristiricilart oldugu orman ekosistemlerinde belirgindir (Alexopoulos ve

ark. 1996).
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Seliiloz ayrigan mantarlar arasinda Ascomycota, Basidiomycota ve Deuteromycota phylum
uyeleri bulunur. Verimli selllolitik mantarlar arasinda Aspergillus, Penicillium,
Chaetomium, Trichoderma, Fusarium, Stachybotrys, Cladosporium, Alternaria,
Acremonium, Ceratocystis, Myrothecium, Humicola, vb. tiirler bulunmaktadir (Wood
1985).

Aerobik mantar seliilazlar1 genellikle endiistri tarafindan tercih edilir, ¢clinki bunlar hiicre
dis1, adaptif yapidadir ve biliylime sirasinda genellikle biiyiik miktarlarda salgilanir.
Bakteriyel ve anaerobik mantar seliilazlari ¢oklu enzim kompleksleri olarak ve genellikle
zara bagl sellozomlar olarak bulundugundan, aerobik mantar seliilazlarin aksine bireysel
aktif enzimlerin geri kazanilmasini zordur ve dolayisiyla ekonomik olarak daha az
onemlidir (Mathew ve ark. 2008). Aerobik mantarlardan selulolitik enzimin Gretimi
yaygindir; bunlarin arasinda, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium ve Sclerotium turleri
oldukga seliilolitik olarak bulunur ve gogunlukla ticari olarak kullanilmaktadir (Milala ve
ark. 2005).

2.7.5. Bakteriyel selulazlar

Mantarlar, bol miktarda seltlolitik enzim Gretme kabiliyetleri, bakteriyel sellilazlardan daha
az karmasik olmasi, ekstraksiyon ve saflastirma islemleri daha kolay olmasi nedeniyle
seliilaz {iretimi i¢in kullanilmistir. Bununla birlikte, seliilazin bakterilerden izolasyonu ve

karakterizasyonu son yillarda 6nem kazanmistir. Bunun ¢esitli nedenleri vardir;

i) Bakteriler genellikle mantarlardan daha yiiksek bir biiylime oranina sahiptir, bu da
daha yiiksek enzim {iretimi ile sonuglanir

ii) Bakteriyel seliilazlar genellikle daha karmagiktir ve daha fazla fonksiyon ve sinerji
saglayan ¢oklu enzim komplekslerinde bulunur

iii) Bakteriler ¢evresel streslere karsi son derece direngli seliilolitik suslar iireten
termofilik veya psikrofilik, alkalifilik veya asidiyofilik ve halofilik ortamlarda
geligebilir. Bu suslar direngli ve asirt kosullarda stabil seliilolitik enzimler
tiretebildikleri i¢in biyodoniisiim siireclerinde kullanilabilirler (Miranda ve ark.

2009).
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Bu ayrica enzimatik hidroliz, fermantasyon ve {iriin geri kazanim oranlarim
artirabilmektedir. Arastirmacilar, bu enzimleri ¢esitli endiistrilerde kullanilmak {izere

uygulamaya ve gelistirmeye odaklaniyor (Sadhu ve Maiti 2013)

En iyi karakterize seliilaz sistemlerine sahip olan aerobik seliilolitik bakterilerin bazilari:
Cellulomonas sp., Cellvibrio sp., Microbispora bispora ve Thermomonospora sp.
Anaerobik selulolitik bakteri ornekleri ise : Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides
cellulosolvens, Bacteriodes succinogenes, Clostridium thermocellum, Ruminococcus albus

ve Ruminococcus flavefaciens (Saranraj ve ark. 2012).

Cizelge 2.1. Selllaz ureten mantarlar, bakteriler ve Aktinomisetler (Kuhad ve ark. 2011)

Yumusak Ciriiklitk Mantarlart

Aspergillus niger; A. nidulans; A. oryzae; A. terreus; Fusarium solani; E. oxysporum; Humicola insolens; H.
grisea; Melanocarpus albomyces; Penicillium brasilianwm; P occitanis; B decumbans; Trichoderma reesei; T.
longibrachiatum; T. harzianum; Chaetomium cellulyticum; C. thermophilum; Neurospora crassa; P fumigosum;
Thermoascus aurantiacus; Mucor circinelloides; P, janthinellum; Paecilomyces inflatus; P echinulatum; Trichoderma

Mantarlar atroviride
Kahverengi Ciiriikliik Mantarlar
Coniophora puteana; Lanzites trabeum; Poria placenta; Tyromyces palustris; Fomitopsis sp.
Beyaz Ciriiklitk Mantarlan
Phanerochaete chrysosporium; Sporotrichum thermophile; Trametes versicolor; Agaricus arvensis; Pleurotus
ostreatus; Phlebia gigantea

Aerobik Bakteriler
Acinetobacter junii; A. amitratus; Acidothermus cellulolyticus; Anoxybacillus sp.; Bacillus subtilis; B. pumilus; B.
amyloliquefaciens; B. licheniformis; B. circulan; B. flexus; Bacteriodes sp.; Cellulomonas biazotea; Cellvibrio gilvus;

Balcteriler X - X . . . L .
Eubacterium cellulosolvens; Geobacillus sp.; Microbispora bispora; Paenibacillus curdlanolyticus; Pseudomonas
cellulosa; Salinivibrio sp.; Rhodothermus marinus
Anaerobik Baktenler
Acetivibria cellulolyticus; Butyrivibrio fibrisolvens; Clostridium thermocellum; C. cellulolyticum; C. acetobutylium;
C. papyrosolvens; Fibrobacter succinogenes; Ruminococcus albus

Aktinomisetler Cellulomonas fimi; C. bioazotea; C. uda; Streptomyces drozdowiczii; 5. lividans; Thermomonospora fusca; T. curvata

2.8. Endustriyel Seltlazlar

Onlarca yildir seliilazlar biyokatalizorler olarak ¢ok dnemli bir rol oynamustir. Tekstil, kagit
ve kagit hamuru, ¢amasir ve deterjan, tarim, ilag gida ve yem endiistrileri, mikrobiyal
seliilaz kullanan baslica endiistrilerden bazilaridir. Coherent Market Insights raporuna gore,
2017'de seliilazlar en cok tekstil endiistrisinde kullanilmistir. 2018'de yayinlanan enzim
pazar1 aragtirma raporlarmin ¢oguna gore, yiyecek ve icecek, tekstil, hayvan yemi ve
biyoyakit endiistrilerinin seliilaz uygulamalarinin ana alanlar1 oldugu bildirilmistir

(Jayasekara ve Ratnayake 2019).
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Selillaz ayrica Pseudomonas tarafindan iretilen biyofilmlerin tedavisi i¢in mevcut
antibiyotiklere etkili bir alternatif olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, seliilazlarin
antibiyotige direngli bakterilere karsi savagma potansiyeli saglik sektoriindeki sorunlarin

iistesinden gelmek i¢in umut verici bir egilimdir. (Lavanya ve ark. 2011)

2018'de yayinlanan bir baska Kiiresel Seliillaz Pazar Aragtirma Raporuna gore, Asya-
Pasifik, 2016 yilinda yaklasik %32.84 gelir pazar pay1 ile seliilazin en biiyiik tiiketicisidir.
Ayrica, rapor edilen verilere gore 2016 yilinda hayvan yemindeki seliilaz pazar talebinin
%29,71'Ini, yiyecek ve iceceklerde %26,37'sini ve tekstil endistrisinde %213,77'sini
gostermistir. Ayni raporda, seliillaz uygulamalarinin 2025 yilin sonunda 230 milyon USD'ye
ulasacag1 ongoriiliiyor. Bu veriler, seliilazlarin endiistrilere uygulanmasinin her yil ciddi
sekilde arttigim1 gostermektedir. Danimarka'dan Novozymes ve DuPont, bu enzimleri
endustriyel uygulamalar icin kiiresel pazara tedarik eden énemli seliilaz enzim Ureticileridir

(Jayasekara ve Ratnayake 2019).

2.8.1. Tekstil endustrisi

Selilazlar tekstil endiistrisinde en fazla kullanilan enzimlerdendir. Endoglukanazlar
bakimindan zengin seliilazlar pamuklu kumaglarda biyoparlatma islemi i¢in en uygundur.
Biyoparlatma isleminde herhangi bir kimyasal kullanmaya ihtiyag¢ duymadan seliilozik
kirler ve yiizeydeki gevsek lifler basarili bir sekilde giderilerek kumag goriinlimiinii, hissini
ve rengini arttirirlar (Bhat 2000). Ayrica seliilaz enzimi ile biyoparlatma yapilan
mamiillerde nemin yaklasik %6 oraninda arttigi goriilmiistiir. Tutumun ve esnekligin
gelistirilmesi, yiizey yumusakli§i, merserizeli mamiillerde materyal yapismasinin
onlenmesi, yikamaya dayanim, kullanim sirasinda neps olusumunu engellemede seliilaz
enzimi kullanilmaktadir (Dogan 2015). Tekstil Endiistrisinde, kumaglarda boyanin fazlasin
almada (biostoning), bir¢ok yikama sonunda pamuk kumaslardan ¢ikan mikrofibrillerin
giderilmesinde ve pamuk ya da pamuklu kumaslarin yikanmasi, renk parlakliginin
artirtlmasi ve yumusakliginin geri kazandirilmasinda kullanilir (Aygan 2008).

Yinde ise enzimler, biyolojik temizleme, karbonizasyon ve mukavemet direnci igin
kullanilmaktadir. Yiin ham olarak geldigi ilk asamada agirliklarinin %5-40°1 kadar bitkisel
artiklar bulundurmaktadir. Pitrak, diken, ot, yaprak, yem artiklarindan olusan bu bitkisel
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kaynakli maddeler birkag kat tabakada bulunan binlerce bitki hiicresinin meydana getirdigi
bitki dokularindan olusan morfolojik yapilardan kdken almaktadir. Bitki hiicresi ise hiicre
duvari, orta lamel, birincil duvar1 ve ikincil duvar1 olmak iizere 3 tip tabakadan olusan
giiclii bir lif agindan olugsmaktadir. Mevcut hiicre duvar modellerine gore birincil duvar,
seltiloz / hemiseliiloz ag1 olusturan hemiseliilozik polisakkaritler ile birbirine baglanmis

seltiloz mikrofibrillerden olusur (Gouveia ve ark. 2008).

Tekstil endiistrisinde siklikla bitkisel atiklardan kurtulmak i¢in kimyasal yontemlerden
faydalanma yoluna gidilir bu isleme ‘karbonizasyon (komiirlestirme)’ denir (Tarak¢ioglu,
1983). Karbonizasyonun esasini, mamuliin inorganik asitlerle veya 1sitilinca asidik 6zellik
gosteren tuzlarla ytliksek sicakliklarda islem gormesi olusturur. Yiiniin bu inorganik asitlerle
karbonizasyonu life zarar verebilmektedir (Korli ve ark. 2009). Yin karbonizasyonunda,
yiinden bitki artiklarin1 giderme isleminde cogunlukla siilfiirik asit kullanilmakta ve
istenmeyen ¢evresel etkilere neden olmaktadir. Bitki kalintilarinin tam olarak pargalanmasi
icin yiksek miktarda sulfurik asitin (%5-7) yami sira yiiksek sicakliklara (120-130°C)
ithtiya¢ duyulmaktadir. Yiiksek sicakliklarda pisirilmeden 6nceki nem igerigi ve kumaslar
tizerindeki heterojen asit dagilimi gibi islem parametrelerinde kontroliin olmamasi yiin
liflerine zarar verebilmekte ve ¢evre dostu olmamaktadir (Gouveia ve ark. 2008). Enzimler
bu anlamda dogal protein yapisinda olduklarindan, ¢ok kolay ve hizli bir sekilde biyolojik
olarak parcalanmakta ve atik su yiikii olusturmamaktadirlar.

Yinde enzimler, biyolojik temizleme, karbonizasyon ve mukavemet direnci igin
kullanilmaktadir. Yiin karbonizasyonu ig¢in seliilozik enzimlerin ticari kullanima hazir bir
duruma getiren BIOCARBO teknolojisi %1-1.5 siilfiirik asit kullanilarak bitki artiklarinin
verimli bir sekilde giderildigini ve g¢alismada yiine hasar gelmedigi bildirilmektedirler
(Kaur ve ark. 2016). Seliilozik enzimlerin sayesinde karbonizasyon isleminde kullanilan

stilfiirik asit miktar1 azaltilmaktadir ve oldukga ¢evre dostu bir yontemdir.

2.8.2. Kagit ve kagit hamuru endustrisi
Kagit endiistrisi diinyanin en biiyiik sanayi sektorlerinden biridir. World Wildlife Fund’a
(WWF) gore, ofis ve katalog kagidi, parlak kagit, kagit mendil ve kagit bazli ambalaj gibi
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triinleri iceren kagit ve kagit hamuru endiistrisi, kiiresel olarak kullanilan ahsabin
%40'indan fazlasin1 kullanmaktadir (Shah 2013). Kagitlar ve kagit hamuru yenilenebilir
kaynaklardir. Bu nedenle, geri donlisim ve yeniden kullanim bu endiistride iki popiiler

kavramdir. Mikrobiyal seliilazlarin uygulanmasi genellikle bu amag i¢in kullanilir.

Kagit hamuru tretimi;

Odunsu hammaddelerin mekanik hamurlastirma islemlerindeki dezavantajlar arasinda,
hamurda yiiksek miktarda ince tozlari ve sertlik sayilabilmektedir. Ayni1 zamanda, bu
yontem yiiksek enerji tiiketiyor, dolaysiyla da endiistriler i¢in karli bir se¢enek degildir.
Seliilazlar gibi enzimleri kullanarak kagit hamuru iiretimi enerji tasarrufu saglayan cevre
dostu bir yontemdir (Garside 2019). Enerji tasarrufunun %20-40 civarinda oldugu
bildirilmektedir. Aritma islemi sirasinda kii¢iik hamur pargaciklari iiretilir ve bu pargaciklar
kagit yapma islemi sirasinda drenaj oranini azaltir. Bu parcaciklar, hamurun drenaj
kabiliyetini arttirmak i¢in seliilazlar tarafindan kolayca pargalanabilir. Biyolojik kagit
hamurlastirma, maliyet ve cevresel etkiyi azaltirken kagit hamurunun kalitesini ve

ozelliklerini gelistirme potansiyeline sahiptir (Sharma ve ark. 2016).

Mirekkep giderme;

Geleneksel miirekkep giderme islemi, kirleticilerin salinimini artiran, biiyilk miktarlarda

cevreye zararli kimyasallar kullanilan pahali bir yontemdir (Zhang ve ark. 2013).

Biyo- miirekkep gidermenin ana avantaji, kagidin sararmasini onleyen asidik enzimlerin
kullanilmasidir. Seliilazlarin tek basina veya ksilanaz ile kombinasyon halinde kullanilmast,
farkl: tipte kagit atiklarinin miirekkep gideriminde faydalidir. Cogu durumda, karbonhidrat
molekiillerinin kismi hidrolizi, kagit elyafi yiizeyinden miirekkep salinmasina neden olur.
Bu, tek basina seliilazlarin bir karisimi veya seliilazlar ve hemiseliilazlarin kombinasyonu
ile yapilir. Enzimatik miirekkep giderme ile iliskili avantajlar; kagidin temiz goriiniimi,

gelismis parlaklik ve ¢evre kirliliginin azaltilmasidir (Jayasekara ve Ratnayake 2019).

2.8.3. Camasir ve deterjan endustrisi
Enzimlerin yikama maddelerine veya deterjanlara uygulanmasi 1960'lara dayanmaktadir.

Deterjan formiillerinde enzimlerin kullanilmasi glinlimiizde yaygmn bir uygulamadir.
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Camagir deterjan1 endiistrisi ile ilgili bir arastirma raporuna gore, kiiresel pazar biiytikliigii
2016 yilinda 133,3 milyar USD olarak degerlendirilmistir. Sektérdeki son trend, alkali
enzimleri bilyiik miktarlarda kullanmaktir. Ornegin, proteaz, seliilaz, a-amilaz, lipaz ve
mannanaz, ¢amasir ve bulasik makinesi deterjanlarina genis ¢apta uygulanir. Enzimlerin
lekeleri ¢ikarma kapasitesi, bunlari imalat deterjanlarinda kullanmanin ana odagidir.
Seliilazlar piyasada farkli markalarda mevcuttur. Ornegin, Celluzyme® ve Carezyme®
deterjan endiistrisinde uygulanan iki ana markadir. Bu deterjanlar esas olarak pamuk ve
pamuk karisimlarindan yapilmis kumaslara uygulanir. Bu deterjanlar, renk parlakligini,
yumusakligini ve partikiillii kir ¢ikarma 6zelligini arttirmak i¢in kumasta lif degisiklikleri
yapar. Mantarlardan elde edilen selulazlar, Trichoderma sp. (T. longibrachiatum, T. reesei,
T. viride ve T. harzianum), Aspergillus niger, Humicola sp. (H. insolens ve H.
griseathermoidea) ve Bacillus sp. deterjanlarda en ¢ok ¢alisilan mikroorganizmalardir.
Alkalin seliilazlar, kumasin interfibriler bosluklarindan toprak ve kir pargaciklarini
temizleme yetenekleri nedeniyle geleneksel deterjanlara en uygun katki maddeleridir.
Seliilazlar, kumasa bagli seliilloz elyaflarinin veya seliilloz agregatlariin ¢ikintilarini

gidermektedir. Bu kumasa daha fazla parlaklik ve piiriizsiizliik verir (Breen 1999).

2.8.4. Tarim endustrisi

Farkli seliillaz, hemiseliilaz ve pektinaz kombinasyonlarindan olusan c¢esitli enzim
karigimlari, tarimda, mahsullerin biiylimesini arttirmak ve bitki hastaliklarini kontrol etmek
icin uygulamalara sahiptir. Bazi mantarlardan elde edilen seliilazlar ve benzeri enzimler,
bitki hastaliklarini kontrol ederek bitki patojenlerinin hiicre duvarini pargalayabilirler (Bhat
2000). Mantar B-glukanazlar, bitki patojenlerinin hiicre duvarlarini pargalayarak hastaliklar
kontrol edebilirler. Trichoderma sp., Geocladium sp., Chaetomium sp. ve Penicillium sp.
dahil olmak iizere birgok seliilolitik mantar gelismis tohum c¢imlenmesini, hizli bitki
biiyiimesini ve ¢igeklenmeyi kolaylastirarak, kok sistemini iyilestirerek ve ekin verimini
artirarak tarimda 6nemli bir rol oynadiklar1 bilinmektedir. Bu mantarlar bitkiler Uzerinde
hem dogrudan (muhtemelen biiylimeyi tesvik eden faktorler yoluyla) hem de dolayli (bitki
hastalig1 ve patojenleri kontrol ederek) etkilere sahip olsa da, bu mantarlarin iyilestirilmis

bitki performansini nasil sagladigi heniiz net degildir (Bailey ve Lumsden 1998).
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2.8.5. Gida ve hayvan yemi endustrileri

Gida endiistrisinde, seliilazlar meyve ve sebze sularmin ekstraksiyonu ve
berraklastirilmasinda, meyve nektarlarinin iiretiminde ve zeytinyaginin ekstraksiyonunda
kullanilmaktadir. Glukanazlar, bira {iiretiminde ve sarap endiistrisinde arpanin
maltlanmasint iyilestirmek i¢in kullanilir, eksojen hemiseliillazlar ve glukanazlar
kullanilarak daha iyi maserasyon ve renk ekstraksiyonu elde edilir. Seliilazlar ayrica gida
renklendirici maddelerin Uretimi icin karotenoid ekstraksiyonunda kullanilir. Seliilazlara ek
olarak hemiseliilaz ve pektinaz iceren enzim karisimlari, yemlerin besleyici kalitesini
arttirmak icin kullanilir. Yem endiistrisinde seliilazlarin  kullanim1  ile gidalarin
sindirilebilirligi ve hayvan performansindaki gelismeler rapor edilmistir (Saranraj ve ark.

2012).

2.8.6. Biyoyakit endustrisi

Cogu bitki materyali seliiloz, hemiseliiloz ve lignin igerir. Bitkinin hiicre duvari bu ii¢ ana
maddeden olusur. Hemiseliiloz ve seliiloz-glukoz zincirleri, birbirlerine kristalize fibriller
halinde istiflenir, bu da suya veya enzimlere asilamaz bir koruyucu duvar gorevi goriir.
Daha karmagik bir makromolekiil olan lignin geri kalanini olusturur (Schubert 2006).
Seliiloz ve hemiseliiloz 6nce sekere doniistiiriildiikten sonra etanole doniistiiriilebilir, ancak
lignin doniistiiriilemez. Giliniimiizde kullanilan lignoseliilozik etanol teknolojisi lic agamali
bir stiregtedir; 1lk asamada lignoseliilozik malzemeler hemiseliiloz-lignin bagin1 kaybetmek
ve enzimin seliiloza erisimini arttirmak icin on islemden gecirilirmekteedir. Ikinci asamada
seliiloz glukoza hidrolize edilir ve son asamada glukoz etanole fermente edilmektedir

(Magrey ve ark. 2018).

2.9. Bacillus Cinsinin Genel Ozellikler

Bacillus, Latince’de ¢ubugu anlamina gelen, 266 adlandirilmis tire sahip, Firmicutes
filumunun bir Gyesi olan Gram-pozitif, cubuk seklindeki bakteri cinsidir. Bacillus tirleri
zorunlu aeroblar olabilir: oksijene bagimli; veya fakiiltatif anaeroblar: oksijen yoklugunda

anaerobik olma yetenegine sahiptirler (Turnbull 1996).
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Bacillus kendilerini oval endosporlara indirgeyebilir ve yillarca bu hareketsiz durumda
kalabilir. Endospor olusumu genellikle besin eksikligiyle tetiklenir: bakteri hiicre duvarinda
boliinlir ve sonra bir taraf digerini ig¢ine alir (Anonim 2018). Hiicre basina sadece bir
endospor olusur. Sporlar sicaga, soguga, radyasyona, kurumaya ve dezenfektanlara karsi
dayaniklidir. Bacillus ve Clostridium cinsleri Bacillaceae ailesini olusturur. Tiirler
morfolojik ve biyokimyasal kriterler kullanilarak tanimlanir. Birgok Bacillus tlrinin
sporlar1 1s1ya, radyasyona, dezenfektanlara ve kurumaya kars1 direngli olduklarindan, tibbi
ve farmasdtik malzemelerden uzaklastirilmasi zordur ve sik sik kontaminasyon nedenidir.
Bacillus tiirleri gida endiistrisinde bozulma organizmalar: olarak bilinmektedir (Turnbull
1996).

Bacillus tiirleri dogada her yerde bulunur, 6zellikle toprakta. Yiiksek pH (B. alcalophilus),
yiiksek sicaklik (B. thermophilus) ve yiiksek tuz konsantrasyonlar: (B. halodurans) gibi
asir1 ortamlarda bulunabilirler. Hem serbest yasayan (parazitik olmayan) tiirleri hem de iki
parazitik patojenik tiirii i¢erir. Sarbon nedeni B. anthracis; ve gida zehirlenmesine neden

olan B. cereus.

Bircok Bacillus tiirii, ¢esitli endiistrilerde kullanilan bol miktarda enzim iiretebilir. 6rnegin
nisasta hidrolizinde kullanilan alfa amilaz {retimi ve deterjanlarda kullanilan proteaz.
B. subtilis bakteriyel arastirma igin degerli bir modeldir (Favaro ve ark. 2016). Bacillus
subtilis, molekiiler ve hiicresel biyoloji agisindan en iyi anlasilan prokaryotlardan biridir.
Ustiin genetik uygunlugu ve biiyiikliigii, bakterinin tiim yonleriyle arastirilmasina neden
olmustur. B. subtilis iizerine yapilan arastirmalar bakteriyel molekiiler biyoloji ve
sitolojinin 6n saflarinda yer almistir. B. substilis, bakterilerde farklilagsma, gen/protein

regiilasyonu ve hiicre dongiisii olaylar1 i¢in model bir organizmadir (Graumann, 2012).

2.9.1. Bacillus seliilazinin genel dzellikleri

Seliilaz, bilesiminin 6nemli Sl¢iide farkli olabilecegi ¢ok bilesenli bir enzimdir. Ayrica,
seltilazin pargalandigi substratlarin kendileri karmasiktir. Bu nedenle, seliilaz aktivitesinin
belirlenmesi ve degerlendirilmesi i¢in birgok ¢alisma yapilmistir ve farkli seliilaz tiplerinin
farkli reaksiyon sicakliklari, pH, reaksiyon siireleri ve diger spesifik kosullar gerektirdigini

bildirmistir (Wang ve ark. 2017).
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Bacillus sp. tarafindan iiretilen seliilazlar i¢in optimum sicakliklar olduk¢a degisken ve
genellikle 40°C ila 60°C arasinda makisimum aktivite gostermektedirler. Bacillus
alcalophilus icin optimum sicaklik 30°C iken (Ray ve ark. 2007), Bacillus subtilis, Bacillus
sirkillasyon ve diger bir ¢ok Bacillus izolat i¢in 40°C’dir (Ariffin ve ark. 2006). Bacillus
amyloliquefaciens i¢in 45°C iken (Immanuel ve ark. 2006) Bacillus licheniformis i¢in 50°C
en etkiliydir. 50°C’nin tizerindeki sicaklik artis ile seliilaz liretiminin azalmasina neden olur
ve 60°C'nin otesinde seliilaz liretimi 6nemli Ol¢lide diismektedir (Acharya ve Chaudary

2012).
Seliilazlar genellikle 5 ila 10 arasinda genis bir pH araliginda stabildir (Tahir ve ark. 2009).

Bacillus tarafindan iiretilen seliilazlarin optimum aktivitesi genellikle pH 7.0'da bulunur ve
7.5'in tizerindeki pH degerlerinde seliilaz aktivitesi hizla diismektedir (Gaur ve Tiwari

2015).

Seliilazlarin molekiil agirligi basil susuna gore biiyiik dlglide degisebilmektedir. Bacillus
cereus tarafindan tretilen 16.9 kDa kadar diisiik ve Bacillus vallismortis'ten 80 kDa kadar

yiiksek molekiiler agirliklar kaydedilmistir (Gaur ve Tiwari, 2015, Nema ve ark. 2015)

Selilaz indiklenebilir bir enzimdir, Uretimi indiikleyici olarak mevcut substrata baglidir.
Bacillus'tan maksimum seliilaz iiretimi i¢in en iyi karbon kaynagi genellikle CMC'dir,
ancak kiiltiir kosullarina bagh olarak Bacillus, fruktoz, laktoz, maltoz, siikroz ve diger bazi
karbon kaynaklar1 arasinda yiiksek miktarda seliilaz iiretebilimektedir. Karbon kaynaklarina
ek olarak seliilazlar, pepton, maya 6ziti, (NH4)2SO4 ve NaNOs gibi azot kaynaklarimi
gerekmektedir (Lugani ve ark. 2015).

2.10. 3,5-Dinitrosalisilik Asit (DNS) Yontemi

3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS veya DNSA), 3-amino-5-nitrosalisilik asit olusturmak i¢in
indirgen sekerler ve diger indirgeyici molekiiller ile reaksiyona giren aromatik bir bilesiktir.
[k olarak James B. Sumner (1921) tarafindan idrarda indirgen maddeleri tespit etmek igin

bir yontem olarak tanitildi ve o zamandan beri karbonhidrat seviyelerini 6lgmek i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir (Wang 2009).

27



DNS yontemi, 3,5-dinitrosalisiklik asit ile 6rnekte bulunan indirgeyici sekerler arasindaki
redoks reaksiyonundan olusan bir kolorimetrik tekniktir. Sekerlerin indirgeme giicii,
oksitleyici ajanlar tarafindan karboksil grubuna oksitlenen karbonil gruplarindan gelir. Sar1
olan DNS, kirmizimsi kahverengi bir 3-amino-5-nitrosalisilik aside indirgenir; bu da
maksimum absorbansin 540 nm dalga boyunda spektrofotometri ile Olctlebilmektedir
(Miller 1959). Olusan kirmizimsi kahverengi rengin yogunlugu seker konsantrasyonu ile

orantilidir (Sekil 2.10).

R

Sekil 2.10. Rengin yogunlugu artan seker konsantrasyonu ile degismesi

Glukoz indirgeyici bir sekerdir. indirgeyici seker, yapisinda diger atomlardan elektronlari
kolayca kabul eden serbest keton (—~CO-) veya aldehit (-CHO) gruplar1 nedeniyle
indirgeyici ajan (elektron kazanir) olarak da kullanilabilen herhangi bir sekerdir. Bu
reaksiyonda, glukoz bir aldehid igerir. Bu indirgeme ug bir reaksiyon bagslatarak, DNS’in
bir nitro grubun oksidasyonu (elektron kaybi) ile 3-amino-5-nitrosalisilik aside
dontistiiriiliir. Glukozun aldehit grubu (-CHO), bir karboksilik asit grubuna (-COOH)
indirgenerek, glukoz seker molekiluni glukonik aside dontstiiriiliir (Sekil 2.11) (Anonim
2016).

HO_ O e v o COOH
——OH .

N s O OH L HO——

p— B

R N o 0 I P
I I B N NH, ——CH

2

3,5-dinitrosalisiklik asit Glukoz 3-amino-5-nitrosalisilik asit Glukonik asit
(san) (kirmizi-kahvereng:)

Sekil 2.11. DNS yonteminin etki mekanizmasi (Anonim 2016)
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Calismada, Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Boéliimii Molekiiler Biyoloji ve
Biyoteknoloji Laboratuvar'inda topraktan daha oOnceden izole edilmis olan 100 adet
Bacillus sp. susu seliilaz enzimi iiretim kapasitelerinin taranmasi i¢in kullanilmistir. En iyi
sellilaz Uretimine sahip bir adet Bacillus sp. secilmistir ve sonraki ¢alismalara bu sus ile

devam edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Selllaz pozitif Bacillus sp.lerin kalitatif taranmasi

Kat1 besiyerinde seliillaz aktivitesi gosteren bakterilerin belirlenmesi amaciyla besiyeri
bilesimi (Kiliger 2014) (g/L): tripton 10g, maya 6ziitli 5g, NaCl 10g, karboksil metil seliiloz
(CMC) 1g, agar 15g olarak hazirlandiktan sonra pH 7.0’a 1N NaOH ile ayarlanmistir ve
petrilere dokmek tizere otoklavda steril edilmistir. Bacillus sp. suslar1 Nutrient Broth (NB)
ortamda canlandirilmig ve kat1 besiyerine c¢izgi seklinde ekilerek 37°C’de 24 saat
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon sonunda petri yiizeyi %0.1’lik kongo kirmizist ile
15-20 dakika boyunca boyanmistir ve bu siire sonunda boya dokilmdis ve petri kutusuna
IM NaCl ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islemler sonucunda etrafinda sar1 hidroliz zonu olusturan
koloniler seliilaz pozitif, sar1 zon olusturmayan koloniler ise seliilaz negatif olarak
degerlendirilmistir (Lu ve ark., 2004). Zon ¢aplari cetvelle mm olarak 6l¢iilmiis ve en genis
zon ¢apina sahip bakterilerin saf kultur izolasyonu icin, bakteriler NB’ta 24 saat iiretilmis
ve %0.85’lik fizyolojik tuzlu su ile bir seri dilusyon yapilarak 0.1 mL CMC agarli ortama
ekilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda yukardaki boyama
islemleri yapilmis ve en genis zon gosteren bir adet Bacillus sp. secilerek daha sonraki
calismalarda kullanilmak iizere +4 ‘C’de saklanmistir. Uzun sireli depolamada ise
gliserolde -20°C’de saklanmustir. Asagidaki formiil kullamlarak enzimatik indeks (EIl)
hesaplanmistir (Florencio ve ark. 2012).

Hidrolitik zon cam
El = cap

Koloni ¢capi
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3.2.2. 16S rRNA analizi (filogenetik analiz)

En yuksek sellilaz aktivitesine sahip Bacillus sp. susunun hizmet alimi ile 16S rRNA
analizi yapilmis (Ref Gen, Ankara) ve bakteri tiir diizeyinde adlandirilmistir. Genomik
DNA T4 susu kullanilarak FastDNA kiti (Qbiogene, Montreal, PQ, Canada) ile
ekstraksiyon iglemi yapilmistir. 16S rRNA geni genomik DNA’dan evrensel primerler olan
1492R: 5’>-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’ ve 27F: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’ kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edilmistir. ABI 3100
Genetic Anaylzer cihazi1 kullanilarak sekanslar yiiriitiilmiis ve 1,449 b¢ sekansi otomatik
olarak ABI PRISM 3730 XL DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA)
ile tespit edildikten sonra, sekanslar BLAST kullanilarak GenBank database (NCBI) ile
karsilastirilmistir (Altschul ve ark. 1990). Suslarin 16S rRNA gen sekanslart CLUSTAL W
programi ile alignment yapilmistir (Thompson ve ark. 1994). Neighbour joining yontemi ile
Bacillus sp. suslarinin arasindaki akrabalik iliskileri MEGA 6.0 software ile belirlenerek
filogenetik agac ¢izilmistir (Tamura ve ark. 2007).

3.2.3. Selillaz iiretim ortaminin belirlenmesi

Kalitatif tarama sonucunda tespit edilen selllaz potent Bacillus sp.’nin enzim tiretim besi
yerinde kapasitesini kantitatif olarak belirlemek tizere 3 farkli igerikli besi yeri denenmistir.
(Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1. Seliilaz iretim ortaminin tespitinde kullanilan sivi besi yerleri

Besi Ortam 1 Besi Ortamm 2 Besi Ortanm 3

Icerik (%0g) (Nkohla ve ark. (Maryam ve ark. (Sharma ve ark.

2017) 2017) 2017)
CMC 0.5 1.0 1.0
Pepton - 1.0 04
Yeast Ekstrakt 0.05 0.6 0.4
MgSO. 0.05 0.03 0.02
K2HPO4 0.1 0.2 -
(NH4)SO4 - 0.25 -
KH2POq4 - - 0.1
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Cizelge 3.1. Seliilaz iiretim ortaminin tespitinde kullanilan siv1 besi yerleri (devam)

NaCl - - 0.25
NaNOs 0.1 - -
KCI 0.1 - -
pH 6.8 7.0 7.0

3.2.4. Bakteri iiretim kosullari

Kiiltlir saklama ortami1 olan Nutrient agarli ortamdan steril 6ze ile alinan bakteri kiiltiiri,
igerisinde 30 mL NB bulunan 100 mL’lik erlene asilanmis, 37°C’ de 150 devir/dk
calkalama hizina sahip inkiibatorde 18 saat siire ile liretilmistir. Bakterinin enzim iiretim
kapasitesini saptamak amaciyla 18 saatlik bakteri kiiltlirlerinin 600 nm’deki optik
yogunluklar1 (O.D) spektrofotometre (Beckman Coulter- DU 700) kullanilarak, bir standart
elde edebilmek amaciyla steril fizyolojik tuzlu su ile 0.3’e ayarlanmistir. Bu sekilde
ayarlanan kudltur cozeltisinden igerisinde 150 mL enzim Ulretim besi yeri bulunan 500
mL’lik erlenlere %1 oraninda asilanmis ve 37°C’ de 150 devir/dk ¢alkalama hizina sahip
inkiibatorde 72 saat siire boyunca inkiibe edilmistir. Ureme ve enzim aktivite tayinleri 16.,
24., 40., 48., 64. ve 72. saatlerde yapilarak bakterinin gelisme grafigi c¢ikarilmis ve

maksimum enzim iiretim zamani saptanmistir.

3.2.5. Bakteri Gremesinin 6lctlmesi ve enzim aktivitesinin él¢tlmesi

Bakteri liremesinin belirlenmesi amaciyla, besi yerinin bulanikligi spektrofotometrik olarak
Olclilmiistiir. 3.2.3’de belirtildigi sekilde inkiibasyona birakilan besi yerlerinden belirlenen
saatlerde ornek alinarak 600 nm dalga boyunda okunmustur. Seliiaz Uretiminde kullanilan
besi yeri kor olarak kullanilmistir ve optik yogunluk (OD) degerlerinin okunmasiyla bakteri
tireme miktar1 belirlenmistir (Sarikaya 1995). Elde edilen OD degisimleri zamana karsi

grafiklenerek bakteri iireme egrisi ¢ikarilmistir.

Selilaz enzim aktivitesinin tayininde Miller’in (1959) kullandigi y6ntemden
faydalanilmistir. Bu amagla, oncelikle belirlenen saatlerde kiiltiir ortamindan 10 ml 6rnek

almarak 15 dakika siire ile +4°C’de santrifiij edilerek (5000 devir/dk) bakteri hiicrelerinin
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bulundugu pelet kismi ile enzim igeren sivi kisim birbirinden ayrilmigtir. Stipernatant ham
enzim ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Enzim aktivite tayininde substrat ¢ozeltisi olarak %1
karboksil metil seliilloz (CMC) kullanilmistir (50 mM sodyum fosfat (pH 6.5) tamponuna
CMC eklenmistir). Bu substrat c¢ozeltisi islemden ©Once her seferinde taze olarak

hazirlanmaistir.

Aktivite tayin deneylerinde 1 adet kor tiip ve enzim Ornedi i¢in 1 adet Ornek tiipi
kullanilmistir. Ornek tiipiine 0,5 mL %1 CMC substrat ¢ozeltisi, kor tilpiine ise 0,5 mL
DNS c¢ozeltesi ilave edilmis ve tiipler 37°C’lik su banyosunda 5 dakika bekletilerek
reaksiyon sicakligina getirilmistir. Substrat igeren tlplere 0.5 mL enzim ¢6zeltisinden, kor
tipe ise 0,5 mL sodyum fosfat tamponu (pH 6.5) ilave edilerek, vorteks ile iyice
homojenize edilmis ve tlipler 37°C’de 30 dakika su banyosunda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda reaksiyonun durdurulmasi amaciyla enzim substrat karisimma 1 mL
Dinitrosalisilik asit (DNS) ayiract (20 mL 2N NaOH igerisinde 1 g DNS ve 50 mL distile
su icerisinde 30 g Na-K-Tartarat ¢ozuldukten sonra, iki ¢ozeltiyi alev lstiinde homojen
olana kadar kanstirilmistir sonra distile su ile son hacim 100 mL’ye tamamlanmistir
(Garriga ve ark. 2017)) eklenerek, 5 dakika kaynar suda kaynatilmistir sonra sogutulmustur.
Orneklerin absorbanslar1 kore kars: spektrofotometre ile 540 nm dalga boyunda okuma

yapilmistir.

Cizelge 3.2. Selllaz aktivite tayin basamaklari

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Tupl Kontrol (Ko6r) Tupu
Substrat ¢ozeltisi 0,5mL -
DNS - 1
37 °C’ de su banyosunda 5 dakika bekletilir.
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Cizelge 3.2. Seliilaz aktivite tayini reaksiyon bilesenleri (devam)
Enzim cozeltisi 0,5mL -

50mM Na-fosfat

Tamponu (pH 6.5) - 0,5mL
Vorteksle karistirilir ve 37 °C’ de su banyosunda 30 dakika bekletilir.

DNS 1mL -

Substrat ¢ozeltisi - 0,5mL

Vorteksle karistirilir ve 5 dakika kaynatilir

Tiipleri sogutulur

Kor’e kars1 6rnek OD540 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilir

Bir unite (U) enzim aktivitesi, deneysel kosullar altinda dakikada 1 pumol glukozu agiga
Cikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.  Glukoz standart egrisi  farkh
konsantrasyonlarda glukozun hazirlanmasi ve DNS metodu uygulandiktan sonra 540 nm’de

absorbanslarinin 6l¢iilmesi ile elde edilmistir.
Enzim aktivitesi agagidaki formiille hesaplanmistir (Roopa ve ark. 2017):

Serbestlesen Glukoz

x Diliisyon Faktoru (varsa
Siire (30 dk)xKullanilan Enzim Hacmi (0,5 mL) . ( )

U/mL =

Serbestlesen Glukoz: Y = 0.0065x — 0.1555

3.2.6. Glukoz standart egrisi grafigi ve hazirlanisi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda, standart egri i¢cin 0-100 pg/mL glukoz ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Glukoz miktari, spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir. Konsantrasyona karsi
absorbans grafigi lineer regresyon analiziyle ¢izilerek konsantrasyonu bilinmeyen 6rnegin

glukoz konsantrasyonu, standart grafiginden elde edilen dogru denkleminin formiilinden
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hesaplanmistir (Sekil 3.1). Dogrunun denklemi y= 0,0065x - 0,1555 regresyon katsayisi

R? = 0.999'dir.

0,6
05 - y = 0,0065x - 0,1555
’ R?=0,999
0,4 -
o
A 0,3 -
c r
o
0,2 -
0,1 -
0 T T T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Glukoz konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 3.1. Glukoz standart grafigi

3.2.7. Karbon (C) kaynaklarimn etkisi

Cizelge 3.1’de gosterilen enzim Uretim besi yerlerinden, en yiksek seliilaz aktivitesinin
saptandig1 besi yerindeki karbon kaynagi yerine ayni1 miktarda fruktoz, sukroz, maltoz,
nisasta ve gliserol kullanilarak seliilaz enzimi Uzerine karbon kaynaklarinin etkileri
aragtirtlmistir. Bakterinin dretimi 3.2.4°te belirtildigi gibi yapilmistir. Bakteri maksimum
enzim uUretiminin saptandigi saate kadar iiretilmis, bu saatte bakteri iiremesi ve enzim
aktivite tayini yapilmistir. Calismada her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve

cizelgelerde ortalama degerler verilmistir.
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3.2.8. Azot (N) kaynaklarimn etkisi

Cizelge 3.1°de igerigi verilen enzim dretim yerlerinden maksimum selilaz aktivitesinin
saptandig1 enzim iiretim yerindeki azot kaynagi yerine ayn1 miktarda olamak (izere organik
azot kaynaklar1 olarak pepton, yeast ekstrakt, meat ekstrakt, yagsiz siit tozu, tripton, ve
inorganik azot kaynaklari olarak KNOs, NH4Cl, NHsNO3z, NaNOs (NH4)2HPOs,,
kullanilarak selilaz enzimi Uzerine azot kaynaklarmin etkileri arastirilmistir. Bakterinin
tiretimi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmistir. Bakteri maksimum enzim iiretiminin saptandigi
saate kadar Uretilmis, bu saatte bakteri iiremesi ve enzim aktivite tayini yapilmistir.
Calismada her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama degerler

verilmigtir.

3.2.9. Metal iyonunun etkisi

Cizelge 3.1°de igerigi verilen enzim iretim yerlerinden maksimum seliilaz aktivitesinin
saptandig1 enzim iiretim yerindeki metal kaynag1 ¢ikarilarak yerine ayni miktarda MnSOg,
CaCly, LiSO4, FeSO4, KCI ve NaCl kullanilarak seliilaz enzimi tzerine metal iyonlarinin
etkileri arastirilmigtir. Bakterinin Uretimi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmistir. Bakteri
maksimum enzim {iretiminin saptandig1 saate kadar iiretilmis, bu saatte bakteri liremesi ve
enzim aktivite tayini yapilmigtir. Calismada her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve

cizelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.10. Organik atiklarmn etkisi

Bakterilerinin iireme kapasiteleri ve enzim iiretimi etki eden organik atiklarinin etkilerinin
saptanmas1 amaciyla farkli organik atiklart denenmistir. Bu amagla Cizelge 3.1°de
gosterilen enzim Gretim besi yerlerinden, en yiksek seliilaz aktivitesinin saptandigi besi
yerindeki CMC yerine ayni miktarda misir kogani, bugday kepegi ve filtre kagidi
kullanilarak etkileri arastirilmistir. Bakterinin dretimi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmistir.
Bakteri maksimum enzim Uretiminin saptandigi saate kadar iretilmis, bu saatte bakteri
tiremesi ve enzim aktivite tayini yapilmistir. Calismada her deney 3 kez tekrarlanmis olup,

grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.
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3.2.11. Optimal besinsel faktorlerden modifiye ortam eldesi

Maksimum seliilaz iiretiminin goriildiigii besinsel kosullarin bir araya getirilmesi ile yeni
olusturulan modifiye ortamda enzimin en yiiksek Uretim veriminin saglanmasi yoluna
gidilmistir. Bakterinin seliilaz aktivite tayini yapilarak temel besiyerindeki verimi ile

karsilagtirilmas1 yapilmistir.

Bakterinin Gretimi 3.2.4°te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
Uretim saattine gore iireme ve seliilaz aktivite tayinleri yapilmistir. Caligmalarda her deney

3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.12. Seliilaz enziminin kismi saflastirilmasi

Bacillus sp.’den elde edilen selillaz enzimi kismi olarak saflastirilmis ve karakterize
edilmistir. Bu amagla, maksimum seliilaz iiretiminin goriildiigii besinsel kosullarin bir
araya getirilmesi ile olusturulan modifiye ortamda maksimum enzim iiretiminin saptandigi
saate kadar Uretilen kiiltiir ortam1 +4°C’ de, 6000 rpm’de 15 dakika santriflij edilmistir.

Siipernatant ham enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

Ham enzim U¢ basamakta kismi olarak saflastirilmistir. Her bir basamakta enzim aktivite ve
7’i

protein tayinleri yapilmistir. Protein tayini, standart olarak “Sigir Serum Albumin

kullanilarak Lowry ve ark. (1951) metoduna gore belirlenmistirtir.

Amonyum stilfat ¢oktirmesi;

Ham enzimin en iyi ¢oktligli tuz konsantrasyonun belirlemesi amaciyla siipernatant farkl
konsantrasyonlardaki (%60, %70, %80 ve %90) amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmiistiir. Buz
dolu kap icerisinde ham enzim c¢ozeltisi iceren behere havanda toz haline getirilmis
amonyum siilfat cok vyavas bir sekilde eklenerek manyetik karistirict {izerinde
¢cOziindiiriilmiistiir. Bu sekilde hazirlanan 6rnek manyetik karistiricida karistirilarak bir gece
+4°C’de bekletilmistir. Coktiirme sonrasi olusan karisim 10.000 rpm’de 30 dk boyunca
santrifijlenmis, pellet ve silipernatant birbirinden ayrilmistir. Pellet diyaliz igin

kullanilmastir.
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Diyaliz;

Amonyum sllfat coktirmesi sonucu elde edilen pellet 50 mM sodyum fosfat (pH 6.5)
tamponunda ¢ozlilmiistiir. Yar1 gegirgen bir membrandan olusan diyaliz tiipii (Sellloz
membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut Off 12.000 Da, 25 mm x 16mm)
istenilen uzunlukta kesilmistir. Membran gbzeneklerin temizlenmesi ve Kkirleticilerin
giderilmesi igin distile sudan gegirilmistir. Diyaliz tiipii yumusayinca bir ucu ip ile sikica
baglanmistir ve tampon igerisinde ¢ozdiiriilmiis pellet 6rnegi tplne aktarilmis. Diger ucu
da ip yardimi ile baglanmistir. Bu sekilde hazirlanan diyaliz tiipii, 50 mM sodyum fostfat
(pH 6.5) tampon iceren 1 L’lik beherin igine alinmis ve behere balik atilarak karisimin
stirekli hareketi saglanmistir. Diyaliz islemi manyetik karistirici iizerinde +4°C’de
gerceklestirilmistir. Tampon  birkag kez degistirilerek tuzun giderilmesi saglanmustir.

Diyalizatin aktivite ve protein tayinleri yapilmistir.

Ultrafiltrasyon ile diyalizatin konsantre edilmesi;

Diyalizat, ultra filtrasyon (MW cut-off 30,000) tiipiine alinmig ve +4°C’de 5000 rpm’de 15
dakika siirelerle istenilen hacme ulasana kadar konsantre edilmistir. Konsantre edilen

Ornegin aktivite ve protein tayinleri yapilmigtir.

3.2.13. Protein miktariin belirlenmesi

Her bir saflagtirma basamaginda elde edilen protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in Lowry
Metodu kullanilmistir (Lowry 1951). Protein standart grafiginin olusturulmasi i¢in 5 mg
BSA 10 mL distile suda ¢ozlilmiistiir. Konsantrasyonu 0-500 pg/mL olacak sekilde uygun
sulandirma yapilarak hazirlanan 6rneklerin absorbanslari 546 nm’de 6l¢iilmiis (Beckman

Coulter-UD 700) ve standart egri grafigi hazirlanmigtir.

Ayirag A: %3’ liikk NaCOs (0.1 N NaOH’da ¢6ziinmiis)
Ayirag B: %1’ lik CuSO4 (%1 lik K-Na-tartarat’da ¢ozliinmiis)
Ayirag C: %2’°lik K-Na-tartarat

Ayirag D: Thtiyaca gore giinliik A, B ve C ayiraglarindan hazirlanir (25:1:1 oraninda).
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Ayirag E: Folin ciocalteus Fenol Ayiraci (1:1 oraninda seyreltilmis)

1 mL oOrnek cozeltisi alinmis ve lizerine D ayiracindan 5 mL eklenip vortekslenmistir.
Karisim 10 dakika karanlik bir ortamda bekletilmistir. Kor i¢in, 1 mL distile su ve 5 mL D
aytraci konularak ayni islemler uygulanmistir. Stirenin sonunda 6rneklerin tzerine 0,5 mL
E ¢Ozeltisi eklenip ve vortekslendikten sonra karanlikta 20 dakika bekletilmistir. Sonra
ornekler kore karsi, 546 nm’de absorbanslar1 okunarak sonuglar elde edilmistir. Okunan bu

absorbanslar standart protein konsantrasyonlarina kars1 grafige gegirilmistir (Sekil 3.2).

1,4
1,2 y=1,513x+0,026
R?=0,997
1

0,8

0OD546

0,6
0,4
0,2

0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 3.2. Protein standart grafigi

3.2.14. Selilaz enzimin karakterize edilmesi

Kismi saflastirilan seliilaz enziminin karakterize edilmesi amaci ile enzim aktivitesi {izerine
sicaklik, pH ve potansiyel bilesiklerin etkisi arastirilmistir. Bununla birlikte ham enzimin

molekiiler agirligl, Vmax Ve Km degerleri de saptanmustir.

3.2.15. Enzim aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

Kismi saflagtirilan seliilazin aktivitesi lizerine sicaklifin etkisini aragtirmak amaciyla,
sicaklik profili olarak 35, 37 (Kontrol), 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve 80°C degerleri
kullanilmis ve enzimin optimum sicaklik degeri saptanmistir. Sicaklik stabilitesini tespit

etmek i¢in enzimin en yiiksek verimi gosterdigi sicakliklik degerinde belli siirelerde inkiibe
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edilerek aktivite tayinleri yapilmistir. Her bir sicaklik derecesinde elde edilen aktivite
degerleri, kontrol olarak kullanilan 37 °C’den elde edilen deger (%100) ile kiyaslanarak %

bagil aktivite olarak hesaplanmistir.

Calismalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama degerler

verilmigtir.

3.2.16. Enzim aktivitesi Uzerine pH’nin etkisi

Seliilaz enzim aktivitesine etkileyen farkli pH degerlerini arastirmak amaciyla 0.1 M glisin-
HCI (pH 2,0 ve 3,0), 0,1 M sodyum asetat (pH 4,0-6,0), 0.1 M Tris-HCI (pH 7,0 ve 8,0),
0,1 M glisin-NaOH (pH 9,0 ve 10,0) kullanilarak pH 2,0-10,0 arasinda aktivite 6l¢timii
yapilmis ve enzimin optimum pH degeri tespit edilmistir. Enzimin pH stabilitesi pH 7,0
degerinde belirli saatlerde belirlenmistir. Her bir pH degerinde elde edilen aktivite
degerleri, kontrol olarak kullanilan pH 6,5’da elde edilen deger (%100) ile kiyaslanarak %

bagil aktivite olarak hesaplanmistir.

Calismalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama degerler
verilmigtir.

3.2.17. Enzim aktivitesi iizerine potansiyel bilesiklerin etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin, tuzlarin ve rediikleyici bilesiklerin etkisini tespit
etmek (zere enzim 1 ve 5 mM MnSO4, MgS04, FeS0O4, ZnSO4, CuS04, CaCl2, LiSO4,
BaCl2, NaCl, KCI, SDS, EDTA, 2-merkaptoetanol ile inkiibe edilerek aktivite tayini
yapilmistir. Aktiviteler % bagil aktivite olarak hesaplanmistir.

Caligmalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler
verilmistir.

3.2.18. Kinetik parametrelerin saptanmasi

Selilaz enziminin Vmax ve Km degerleri farkli konsantrasyonlarda hazirlanan CMC
kullanilarak ¢izilen Lineweaver—Burk grafigi ile tespit edilmistir.

Calismalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler

verilmistir.
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3.2.19. Enzimin molekiiler agirhginin tespiti

Enzimin molekiiler agirliginin belirlenmesi amaciyla Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid
Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir (Laemmli 1970).

Cozeltilerin ve jelin hazirlanmast;

a) Polimer matriksi kurmak igin akrilamid ve N,N’-metilen-bisakrilamid
kullanilmistir. Bunun i¢in; 28,8 g akrilamid ve 1,2 g bis akrilamid tartilip distile su ile
toplam 100 mL igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek,
kahverengi bir sisede karanlik ortamda muhafaza edilmistir. Bu ¢ozelti 2 ay siireyle

bozulmadan saklanabilmektedir (Sarikaya 1995).
b) 1 M Tris-HCI (pH 6,8)

Cozeltiyi hazirlamak i¢in 12,11 g Tris Base tartilmis, bir miktar suda ¢oziildiikten sonra saf

HCl kullanilarak pH 6,8’ e ayarlanmis ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanmaistir.
c) 1 M Tris-HCI (pH 8,8)

Cozeltiyi hazirlamak igin 12,11 g Tris Base tartilmis, bir miktar suda ¢oziildiikten sonra saf

HCI kullanilarak pH 8,8’e ayarlanmis ve distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
d) %10’ luk Amonyum Per Sulfat (APS)

10 g APS tartilmis ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
e) Ornek Tamponu

100 mL stok soliisyonu icin;

1 M Tris-HCI (pH 6,8) 6,5 mL
Gliserol 10 mL
SDS2g

dH20 100 mL
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Her bir 6rnek igin 100 pl stok soliisyondan alinmis ve {izerine 5 ul B-merkaptoetanol
eklenmistir. Spatiil ucu kadar Bromfenol Mavisi eklenip karistirilmistir. Soliisyon +4°C’de

muhafaza edilmistir.

f) Ylritme Tamponu (Running Buffer)
Tris Base 3g
Glisin 14,4 g
SDS 1g
dH20 1L

g) Yikama Cozeltisi
Izopropil alkol 250 mL
Asetik asit 100 mL
dH20 650 mL

h) Boyama Cozeltisi

1,5 g Commassie-brilliant R- 250 mavisi 250 mL izopropil alkolde ¢oziilmiig, daha sonra

tizerine 650 mL distile su ve 100 mL asetik asit eklenmistir.
Jelin hazirlanmast;
SDS-PAGE i¢in 2 tip jel hazirlanir.
1) % 10 Ayirma Jeli hazirlanisi (20 mL, 4 jel igin)
1 M Tris-HCI (pH: 8,8) 5,0 mL
%30 Akrilamid 6,8 mL
dH20 8,0 mL
%20 SDS 100 pL

%10 Amonyum Persulfat 100 pL

41



TEMED 10 puL
2) %4 Yiikleme Jeli hazirlanisi (5 mL, 2 jel i¢in)
dH20 3,05 mL
0.5 M Tris-HCI (pH: 6,8) 1,25 mL
%10 SDS 50 pL
%30 Akrilamid 650 pL
%10 Amonyum Persiilfat 25 pL
TEMED 5 uL

Jellerin hazirlanmasinda dikkat edilmesi gereken en onemli nokta TEMED ve APS’nin
eklenmesidir. TEMED ve APS polimerlesmeyi sagladigi i¢in, eklendikten sonra pipet ile
iyice karistirmal1 ve vakit kaybetmeden ¢ozelti cam plakalar arasma dokiilmelidir. Ornekler
hazirlandiktan sonra, cam plakalar elektroforez (Bio-Rad) mandalina yerlestirilmis ve
sizma olmayacak sekilde iyice sabitlenmistir. Ayirma jeli, mikropipet yardimiyla cam
plakalarin arasina yavas¢a dokiilmiistiir. Jel icerisinde hava kabarcig1 kalmamasina dikkat
edilmistir. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi igin iizerine izopropil alkol dokiilerek ince bir
tabaka olusturulmustur. Polimerlesme tamamlandiktan sonra (yaklasik 30 dakika) alkol
kurutma kagidi yardimiyla uzaklastirmistir. Daha sonra yilikleme jeli de ayni yontemle
plakalarin arasindan dokiilmiis ve polimerlesmesi beklenmeden elektroforez taragi hava
kabarcigr olusmamasina dikkat edilerek yerlestirilmistir. Polimerlesme tamamlandiktan
sonra (yaklasik 30 dakika) tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat ederek

cikarilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforez kosullari;

Seliillaz enziminin molekiiler agirliginin belirlenmesi amaciyla 11 farkli protein igeren (Cell
Signalling Technology Prestained Protein Marker #13953S) cozelti standart olarak

kullanilmistir. Ham seliilaz 6rneginden 75 pl, ependorf tiiplerine konularak {izerlerine 25 pl
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ornek tamponu (bkz. 3.2.19.e) eklenerek hacim 100 ul’ ye tamamlanmistir. Ornekler 5
dakika siireyle kaynar suda bekletilmistir. Daha Once hazirlanmis olan jel, elektroforez
tankina oturtularak alt ve iist hazneleri yiiriitme tamponu (bkz. 3.2.19.) ile doldurulmustur.
Tankin her iki tarafina da konmus olan jellerdeki kuyucuklarin igerilerine, mikropipet
yardimiyla 10 pl 6rnek konmus ve tanka akim verilerek elektroforez islemi baglatilmistir.
Izleme boyasi jelin 1 cm altinda kalacak hale geldiginde ise elektroforez islemi
sonlandirilmistir. Jele, Orneklerin diizgiin sirada ilerlemesi i¢in 150 V sabit akim

verilmistir. Elektroforez islemi yaklasik 1 saat stirmiistiir.

Boyama ve boyanin uzaklastirilmast;

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatli bir sekilde plakalarin arasindan
cikartlmistir. Yiikleme jeli, ayirma jelinden ayrilmis ve marker yiiklenen kuyucugun kenari
isaretlenmistir. Plaklarin arasindan ¢ikarilan jel, igerisine boyama ¢ozeltisi (bkz. 3.2.19.h)
bulunan kaba konarak 1 gece calkalayicida bekletilmistir. Boyanan jel, icinde yikama
cozeltisi (bkz. 3.2.19.g) bulunan baska bir kaba alinarak boyanin uzaklastirilmasi

saglanmustir. Ornegin molekiil agirliklari, standart proteinler baz aliarak belirlenmistir.

3.2.20. Ham enzimin depolanma stabilitesinin belirlenmesi

Ham seliilaz enzimin farkl sicakliklarda depolanma stabilitesini saptamak tlizere bakteriden
tretilen ham enzimin baslangi¢ aktivitesi tayin edildikten sonra enzim Ornekleri oda
sicakliginda (RT), +4 °C’ de ve -20 °C’ de her 15 gilinde bir aktivitelerine bakilarak

depolama stabilitesi belirlenmistir.

3.2.21. Seliilaz enziminin yiinlii kumaslarda bitkisel artiklarin gideriminde

kullanim potansiyelinin belirlenmesi
Liyofilize edilmis seliilazin %100 yiinli kumaslarda bulunan, gesitli biiyiiklikte ve formda
pitrak olarak adlandirilan bitkisel atigin giderilmesi incelenmistir. Bu amacla B.U.U.
Tekstil Miihendisligi’nden temin edilen %100 yinli kumas 30x30 mm boyutunda parcalara
kesilmistir ve ¢esme suyu ile yikanmistir. Liyofilizasyon islemi LAB312 markaTOPT-10
Model cihazi ile -55°C’de 2 giin boyunca yapilmuistir.
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Kumaglar steril petri kaplarina alinmis ve 15 mL sodyum fostat tamponu (pH 4,0 (genelde
bitkisel atik giderimi pH 4.0’de yapilmaktadir) ve pH 7,0) igerisinde ¢ozilen 2 gr liyofilize
edilmis seliilaz enzimi kumaslarin iizerine tatbik edilmis ve kumas pargalar1 1 saat boyunca
37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kumas parcalar1 oda sicakliginda
kurutulmustur. Pitraklarin uzaklastirilip uzaklastiriimadigr 1s1k mikroskop (Nikon Eclipse
E1000) goriintiilemesi ile belirlenmistir ve fotograflanmigtir. Diger yandan, kumaslara el ile
mekanik surtiinme uygulanip, pitraklarin daha fazla giderip giderilmedigini 151k mikroskop
gorlintiilemesi ile belirlenmistir ve fotograflanmistir. Sonuglar kontrol olarak islem
gormeyen ve oOnceden 151tk mikroskobunda fotograflanan kumaglardaki pitraklar ile

karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Selulaz Pozitif Bakterilerin Belirlenmesi

Calismada Tiirkiye’nin farkli illerinden alinan toprak orneklerinden izole edilmis toplam
100 Bacillus sp. suslarindan seliilaz enzimi {retim kapasiteleri kalitatif olarak
aragtirtlmistir. CMC igeren agarli ortamda 24 saat boyunca inkiibe edilen Bacillus sp.
suglar1 arasindan 54 tanesinde agik renkli hidrolitik zonlar goriilmiistiir (Cizelge 4.1). Bu
acik renkli zonlarin varhigi bakterinin seliilaz tirettigini gostermistir. Bunlardan EI = 3 olan
ve 18 mm hidrolitik zon ¢apa sahip Bacillus sp. susu secilmis ve Bacillus sp. 171ES

olarak adlandirilmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda bu sus kullanilmistir (Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Seliilaz pozitif bakterilerin 24. saatteki zon ¢aplari

- 5 -

S — E_~| = o — E_~| = ~ &
$2ol ~ | 5BE|35EE W | $ze| T | SBE|3s5EE *
nnZ XYoo | ONOS npZ XOoo| AN o
1-154 Eskigehir 10 12 1,2 28-201 Trabzon 9 11 1,2
2-155 Eskisehir 10 11 1,1 29-202 Hatay 10 12 1,2
3-156 Eskigehir 10 11 1,1 30-215 Artvin 12 13 1
4-157 Eskigehir 5 10 2 31-216 Artvin 10 11 11
5-163 Kocaeli 3 5 1,7 32-217 Eskigehir 10 13 1,3
6-166 Kocaeli 10 12 1,2 33-221 Kocaeli 9 12 1,3
7-169 Denizli 9 12 1,3 34-224 Istanbul 9 10 11
8-170 Denizli 5 10 2 35-226 Balikesir 3 5 1,6
9-171 Denizli 6 18 3 36-229 Ankara 11 16 1,5
10-173 | Konya 10 13 1,3 37-231 Bilecik 10 12 1,2
11-175 | Konya 10 12 1,2 38-236 Edirne 10 13 13
12-176 | Konya 10 13 1,3 39-239 Sivas 10 12 1,2
13-177 | Konya 6 10 1,7 40-240 Nigde 12 20 1,6
14-178 | Konya 6 10 1,7 41-241 Nigde 10 12 1,2
15-179 | Konya 11 18 1,6 42-242 Adana 11 18 1,6
16-180 | Konya 5 10 2 43-243 Adana 12 15 1,2
17-181 | Kurklareli 9 11 1,2 44-244 Hatay 10 15 15
18-182 | Bilecik 9 11 1,2 45-245 Hatay 10 12 1,2
19-183 | Kurklareli 14 18 1,3 46-258 Hatay 10 13 13
20-184 | Amasya 10 12 1,2 47-259 Amasya 3 5 1,6
21-185 | Kayseri 8 11 1,4 48-260 Adana 10 16 1,6
22-187 | Adana 9 10 1,1 49-261 Mugla 12 15 1,2
23-188 | Nigde 10 12 1,2 50-263 Balikesir 10 13 1,3
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Cizelge 4.1. Selilaz pozitif bakterilerin 24. saatteki zon ¢aplar (devam)

24-189 | Nigde 10 14 14 51-264 Bursa 5 10 2

25-190 | Nigde 10 12 12 52-266 Konya 3 5 1,6
26-191 | Tunceli 5 11 2,2 53-267 Izmir 9 20 2,2
27-192 | Burdur 5 10 2 54-268 Tunceli 10 13 1,3

El*= Hidroliz zonunun ¢ap1 / Koloninin ¢ap1

Sekil 4.1. (A) Selilaz Ureten Bacillus sp. 171ES’in CMC agarli ortamdaki ¢izgi ekim
goruntasd, (B) Tek koloni hidrolitik zon gérintisu

4.2. 16S rRNA Analizi (Filogenetik Analiz)

Bakterinin mikrobiyal dizeyde tir analizi icin RefGen-Biyoteknoloji (Ankara) tarafindan
16S rRNA gen sekansina dayali bir filogentik agac ile tiir diizeyinde isimlendirilmesi
yapilmis ve Bacillus substilis ile %100 benzerlik gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.2). Yeni
izole ettigimiz bakteri Bacillus substilis 171ES olarak adlandirilmistir. Bacillus substilis
171ES susunun 16S rRNA analizini yapmak i¢in bu gen bdlgesine 6zel 27F_D03 (Cizelge
4.2) ve 907R_EO03 (Cizelge 4.3) primerleri kullanilmistir. Cizelge 4.2 ve 4.3'de verilen
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kromotogram Bacillus substilis 171ES susunun 16S rRNA geninin kismi DNA dizisinin bir

boliminun gostermektedir.

’7 171

Bacillus subtilis

0.0050

Sekil 4.2. Bacillus substilis 171ES susunun 16S rRNA bélgelerinin filogenetik agact

Cizelge 4.2. Bacillus substilis 171ES susunun 27F D03 primeri kullanilarak okunan 6S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

TGCTATACATGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCC
GGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATA
AAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
AGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
TGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCG
AATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAAC
CGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
TACGGTCGCAGACTGA
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Cizelge 4.3. Bacillus substilis 171ES susunun 907R_EOQ3 primeri kullanilarak okunan 16S
rRNA geninin kismi DNA dizisi

CCCAGGCGGAGTGCTTATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAACCCCCTA
ACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGTCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCA
CTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGC
CGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAAT
AATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACGGTAC
TTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGC
GGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTC
CCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGG
TCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCG
CCGCGGGTCCATCTGTAAGTGGTAGCCGAAGCCACCTTTTATGTTTGACCATGC
GGTTCAAACAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTATCCCAGTCTTA
CAGGCAGGTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACATCAGGAGCAAG
CTCCCATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGCACGCCGCAGCGTCGTCT

4.3. Selulaz Uretim Ortaminin Belirlenmesi

Bacillus substilis 171ES susunun sellilaz {iretim ortamini belirlemek tizere igerigi farkl
olan 3 tane besi yeri kullanilmistir. 72 saat inkiibasyon sonucunda en iyi besi yeri olarak 2
numarali besi yeri saptanmistir. Bu besi yerinde maksimim enzim aktivitesi 68 U/mL
olarak 40 saatte elde edilmistir. Maksimum (reme de ODsoo 1,8 olarak 40.saatte elde
edilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5). Bu Daha sonraki ¢alismalara
besiyeri 2 ile devam edilmistir.

Cizelge 4.4. Bacillus substilis 171ES’in 3 farkli ortamdaki iireme ve seliilaz enzim
aktivitelerinin karsilastirilmasi

Inkiibasyon 1.Besiyeri 2.Besiyeri 3.Besiyeri
suresi (Nkohla ve ark. (Maryam ve ark. ( Sharma ve ark.
(saat) 2017) 2017) 2017)

ODeoo | U/mL | ODsoo U/mL ODeoo U/mL
16 0,5 11 1,3 57 1,0 46
24 0,6 14 1,5 61 1,4 47
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Cizelge 4.4. Bacillus substilis 171ES’in 3 farkli ortamdaki tireme ve seliilaz enzim
aktivitelerinin karsilastirilmasi (devam)

40 0,5 16 1,8 68 1,6 47
48 0,5 16 1,8 60 15 46
64 0,4 16 1,6 56 15 46
712 0,3 16 15 44 1,4 46
2
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Sekil 4.3. Bacillus substilis 171ES‘in 3 farkli icerikli besiyerinde bakteri iiremelerinin
karsilastiriimasi

80

=

£ 6

2

S 40 o
=

2

D D —
E o

= 16 24 40 48 64 72

inkiibasyon Siiresi (Saat)

== 1.Besiyeri ==@==2. Besiyeri 3. Besiyeri

Sekil 4.4. Bacillus substilis 171ES‘in 3 farkli igerikli besiyerinde seliilaz enzim
tiretimlerinin karsilagtirilmasi
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Bacillus substilis 171ES‘nin bakteri tireme egrisi ve enzim tiretimi Sekil 4.5°de verilmistir.

Maksimum enzim iiretiminin duragan fazda oldugu belirlenmistir.

[02]
=]
o]

70 1,8
) 1,6
£ 60 —_
'5.., 14 o
= (=]
g 12 8
£ )
= 40 1 =
E @
< 30 0,8 g
E 06 .5
E 20
5 0,4

o
o

0 16 24 40 48 64 72
inkiibasyon Siiresi (Saat)

=8 J/mL 0ODe00

Sekil 4.5. Bacillus substilis 171ES‘in besiyeri 2’de seliilaz iiretim kapasitesi ve tireme
degerlerinin zamana bagl degisimleri.

4.4.1. Karbon (C) kaynaklarimin etkisi

Uretim ortaminda bulunan karbon kaynaklarinin bakteri iireme ve seliilaz enzim dretimi
Uzerine etkilerini arastirmak amaciyla 5 farkli karbon kaynagi kullanilmistir. Cizelge 3.1°de
igerigi verilen enzim lretim besiyerinde karbon kaynagi olarak kullanilan CMC yerine,
ayn1 oranda (%]1) karbon kaynagi olarak Fruktoz, Sukroz, Maltoz, Nisasta ve Gliserol
kullanilmigtir. Bakterinin asilanmasi ve Uretimi 3.2.4°de belirtildigi gibi yapilmis olup,
maksimum enzim {iretimin elde edildigi 40 saat boyunca inkiibe edilmis ve bu siire sonunda

alinan 6rneklerde tireme ve seliilaz aktivitesi tayinleri yapilmistir (Cizelge 3.2).
171ES’nin enzim iretimi agisindan karbon kaynagi tercih siralamasi sirayla Maltoz>

Nisasta> Sukroz> Fruktoz> Gliserol> Kontrol seklinde belirlenmistir. Yapilan ¢aligmada

maksimum enzim lretiminin elde edildigi Maltoz igeren ortamdaki enzim {iiretimi (428
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U/mL), kontrol ortamima gore (68 U/mL) 6.29 kat artmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6).
Denemeye alman tiim karbon kaynagi varliginda yiliksek oranda enzim iiretimi elde

edilmistir.

Bakteri tiremesi agisindan ise karbon kaynagi tercih sirasi Maltoz= Nisasta= Gliserol >

Kontrol > Fruktoz = Sukroz olarak saptanmistir (Cizelge 4.5 ve Sekil 4.6).

Cizelge 4.5. Karbon kaynaklarinin ireme ve seliilaz enzim iiretimi {izerine etkileri

Karbon Ureme | Enzim Aktivitesi Kat Artis1
Kaynaklar: (ODs0o) (U/mL)
Kontrol (CMC) 1,8 68 1
Fruktoz 1,7 114 1.68
Sukroz 1,7 170 2.5
Maltoz 1,9 428 6.29
Nisasta 1,9 396 5.82
Gliserol 1,9 98 1.44
500 2,5
450
-E' 400 2
3 350 b g
"3 300 1,5 §
:‘g 250 -
< 200 1 E
£ 150 S
E 100 ' I . 0,5
50
0 . 0
Kontrol Fruktoz Sukroz Maltoz Nisasta Gliserol
(CMC)

Karbon Kaynaklan

m U/mL ==@=0D600

Sekil 4.6. Karbon kaynaklarinin seliilaz aktivitesi ve lireme tizerine etkileri
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4.4.2. Azot (N) kaynaklarimn etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri iremesi ve enzim aktivitesi lizerine etkilerinin aragtirilmasi
amactyla kontrol ortamda birlikte bulunan organik azot kaynalari olan pepton, yeast
ekstrakt yerine sirasiyla; %1,6 pepton, yeast ekstrakt, meat ekstrakt, skim milk powder
(yagsiz siit tozu), tripton ve inorganik azot kaynaklari i¢in kontrol ortamindaki pepton,
yeast ekstrakt ve inorganik azot kaynagi olan NH4SOj4 yerine sirasiyla; %0,25 oraninda
(NH4)2HPO4, NHsNO3 KNO3z NaNOs ve NH4Cl kullanilmistir. Bakterinin asilanmasi ve
uretimi Cizelge 3.2.4’de belirtildigi gibi yapilmis olup, maksimum enzim Uretimin elde
edildigi 40 saat boyunca inkiibe edilmis ve bu siire sonunda alinan 6rneklerde treme ve

seltilaz aktivitesi tayinleri yapilmistir (Cizelge 3.2).

Bacillus substilis 171ES’nin enzim Uretimi agisinda organik ve inorganik azot kaynagi
tercihi sirasiyla Skim Milk> Yeast Ekstrakt > Pepton = Meat Ekstrakt > Tripton> Kontrol
(pepton, yeast ekstrakt ve NH4SO4) > (NH4)2HPO4 = NH4sNO3 = NaNOs > NH4CI> KNO3
seklindedir, Maksimum enzim dretiminin organik azot kaynagi olan skim milk powder
(yagsiz siit tozu) varliginda 532 U/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.7). Bu
ortamda enzim verimi kontrol ile kiyaslandiginda 7,8 kat artmistir. Enzim {iretimi agisindan

organik kaynaklar inorganik kaynaklardan daha etkili olmustur.

Maksimum bakteri iiremesinin ise sirayla; Meat Ekstrakt> Yeast Ekstrakt> Kontrol =
Tripton> Pepton = Skim Milk Powder> KNO3z> NH4Cl = NH4sNO3z = NaNOs> (NH4)2HPO4
ortamlarinda gergeklestigi saptanmustir (Cizelge 4.6).

Inorganik azot kaynaklarinin enzim {iretimi {izerinde etkili olmadigi, buna karsin organik

azot kaynaklarinin yiiksek etkiye sahip oldugu saptanmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli azot kaynaklarinin seliilaz enzim tiretimi ve iiremesi tizerine etkileri

Azot Ureme | Enzim Aktivitesi [  Kat Artisi
Kaynaklari (ODeoo) (U/mL)
Kontrol (pepton + 1
Yeast ekstrakt + 1,8 68
NH4S04 )
Yeast ekstrakt 2,0 118 1.73
Pepton 1,7 100 1.47
Meat ekstrakt 2,2 100 1.47
Sut Tozu 1,7 532 7.82
Tripton 1,8 86 1.26
(NH4)2HPO4 0,03 60 0.88
NHsNO3 0,04 60 0.88
KNOs 0,08 56 0.82
NH.CI 0.04 58 0.85
NaNO; 0,04 60 0.88
600 25

1,5

Enzim Aktivitesi(U/mL)
Ureme(0OD600)

0,5

Azot Kaynaklan

. U/ml =—8= 0D600

Sekil 4.7. Azot kaynaklarinin seliilaz aktivitesi ve lireme {izerine etkileri..
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4.4.3. Metal iyonlarmmn etkisi

Metal iyonlarinin bakteri iiremesi ve enzim iiretimi iizerine etkisini arastirmak {izere
yapilan ¢alismalarda kontrol ortamindaki %0,03 oraninda kullanilan MgSOg yerine sirasiyla
MnSQOg, CaCly, LiSOs, FeSO4, KCI ve NaCl kullanilmistir. Bakterinin asilanmasi ve iiretimi
Cizelge 3.2.4°de belirtildigi gibi yapilmis olup, maksimum enzim iiretimin elde edildigi 40
saat boyunca inkiibe edilmis ve bu siire sonunda alinan orneklerde Ureme ve selilaz
aktivitesi tayinleri yapilmistir (Cizelge 3.2).

Bakterinin enzim iiretiminde metal kaynagini sirast ile LiSO4> KCI> CaCl,> FeSO4>
NaCl> MnSOs seklinde tercih ettigi gorilmistir (Sekil 4.8 ve Cizelge 4.7). Yapilan
calismada, en yliksek enzim firetiminin elde edildigi LiSO4 varliginda enzim iiretimi,
MgSOs bulunan kontrol ortamina gore 1,85 kat artmustir (Cizelge 4.7). Denemeye alinan
metal iyonlar1 varliginda hemen hemen tiim metal iyonlarinin (MnSOg4 harig) enzim Gretimi
uzerinde etkili oldugu belirlenmistir. Maksimum bakteri liremesinin ise sirayla; CaCl, >
LiSO4 = Kontrol = KCI = NaCl = MnSO4 = FeSO4 ortamlarinda gergeklestigi saptanmistir
(Sekil 4.8 ve Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Metal kaynaklarinin seliilaz aktivitesi ve ireme miktari {izerine etkileri

_Metal Ureme | Enzim Aktivitesi Kat Artist

Iyonlari (ODeoo) (U/mL)
Kontrol (MgSOa4) 1,8 68 1
MnSO4 1,8 60 0.88
CaCl» 1,9 84 1.23
LiSO4 1,8 126 1.85
FeSO4 1,8 78 1.14
KCI 1,8 86 1.26
NaCl 1,8 68 1
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Sekil 4.8. Metal iyonlarinin seliiaz aktivitesi ve lireme iizerine etkileri

4.4.4. Organik atiklarimin etkisi

Bakterilerinin lireme kapasiteleri ve enzim iiretimi {izerine organik atiklarmin etkilerini
aragtirmak amaciyla Cizelge 3.1°de igerigi verilen enzim (retim besiyerinde karbon
kaynagi CMC vyerine ayni oranda (%1) 3 farkli organik atik kaynagi kullanilmustir.
Bakterinin agilanmasi ve iretimi Cizelge 3.2.4°te belirtildigi gibi yapilmis olup, maksimum
enzim tiretimin elde edildigi 40 saat boyunca inkiibe edilmis ve bu saat sonunda alinan

orneklerde tireme ve selulaz aktivitesi tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.9).

171ES’nin enzim iiretimi agisindan denemeye alinan organik kaynaklari igeren ortamlar
kontrol ortamina (68 U/mL) gbre verimli bir sonu¢ elde edilmemistir. Misir kogani ve
bugday kepegi 54 U/mL enzim iiretimi saglarken, filtre kagidi i¢eren ortamda enzimdretimi
saptanmamistir. Bakteri {iremesi agisindan ise Kontrol = Filtre kagidi> Misir kogani>

Bugday kepegi seklinde belirlenmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Organik atiklarinin seliilaz aktivitesi ve tireme miktari {izerine etkileri

Organik Ureme Enzim Aktivitesi | Bagil Aktivite
Atiklar (ODe0o) (U/mL) (%)
Kontrol (CMC) 1,8 68 100
Misir Kogani 1,7 54 79
Bugday Kepegi 1,5 54 79
Filtre Kagidi 1,8 - -
g0 2,5
70
£ &0 2 .
2 S
'E 50 15 g
::é 40 %
< 30 1 E
£ =]
g 20 05
10
0 0

Kontrol (CMC) Misir Kocani Bugday Kepegi Filtre Kagidi
Organik Atiklar

m U/mL ==@=0D600

Sekil 4.9. Organik atiklarinin seliiaz aktivitesi ve iireme {izerine etkileri

4.5. Maksimum Seliilaz Uretimi I¢cin Modifiye Ortamin Belirlenmesi

Maksimum selulaz iiretiminin saptandigi besinsel faktorler bir araya getirilerek enzim
veriminin arttirilmasinin  saglanmast i¢in yeni bir modifiye ortam olusturulmustur.
Modifiye ortamda maksimum verimi saglayan karbon kaynagi olarak elde edilen %1
oraninda kullanilan Maltoz, azot kaynag: olarak %1,6 oraninda Skim Milk Powder (yagsiz
siit tozu) ve metal iyonlar1 olarak %0,03 oraninda LiSOa olarak saptanmustir. Uretim
kosullar olarak sicaklik i¢in 37°C, pH igin 7.0, havalandirma i¢in 150 rpm ve inokiilasyon

miktart i¢in %1 olarak alinmis ve bu yeni olusturulan modifiye ortamda enzim iiretimi
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yoluna gidilmistir. Modifiye ortamda (453 U/mL) kontrol ortamina gore (68 U/mL) 6.6 kat

enzim verimin arttig1 saptanmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Kontrol ortami ile modifiye ortamda tireme ve seliilaz enzim {iretim
kapasitesinin karsilagtirilmasi

Kontrol Enzim Ureme Modifiye Enzim  Ureme
Ortam Aktivitesi Ortam Aktivitesi
(Marﬁ)T?\;e ark. (U/mL) (ODeoo) (U/mL)  (ODeoo)
%0,03 MgSO4 %0,03 LiSO4
%1 Pepton + %1,6
900,6 Yeast Yagsiz Sut
Ekstrakt Tozu
%1 CMC %1 Maltoz
%0,2 KoHPO, 68 18 | 902KHPO, | 453 11
%0,25 -
(NH4)SO4
37°C 37°C
pH 7.0 pH 7.0
150 rpm 150 rpm
%1 Asilama %1 Asilama
On Inkiibasyon On Inkiibasyon
18 Saat 18 Saat

4.6. Selilaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi

Enzimin kismi olarak saflastirilma gecilmeden once 171ES susu (3.2.4)’te belirtigi gibi
tiretilmistir. Uretim sonras: kiiltiir ortam1 +4’de santrifiijde 5000 rpm’de santrifiijlenmis,
supernatant ayrilmig ve ham enzim ¢dzeltisi olarak kullanilmistir. Ham enzim ¢ozeltisi
sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon islemlerinden gecirilerek
kismi olarak saflastirilmistir. Saflastirma adimlarinda elde edilen fraksiyonlarin aktivite ve

protein tayinleri standart kosullar altinda gerceklestirilmistir.

Kismi saflagtirmanin ilk basamagi olan amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmistir. Bunun
icin ham enzim ¢dzeltisi ayr1 ayri olarak %60, %70, %80 ve %90 konsantrasyonlarindaki

amonyum siilfat varliginda c¢oktiirmeleri yapilmistir. Enzimin en iyi ¢oktiigli amonyum
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stlfat konsantrasyonu %80 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10). Buna gore %80’lik
coktiirmeden elde edilen enzimin aktivitesi 230 U/ml olup, diger konsantrasyonlardaki
coktiirmelerden yiiksek oldugu i¢in, bundan sonraki asamalarda %80’lik amonyum siilfat
¢oktiirmesi kullanilmis ve elde edilen pellet 50 mM Sodyum-Fosfat (pH 6.5) tamponunda

bir gece boyunca diyaliz edilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli konsantrasyonlarda amonyum stlfat ¢okturmesi

Fraksiyonlar (%o) Enzim Aktivitesi (U/mL)
60 83
70 95
80 230
90 81

Kismi saflastirmada ikinci adim olarak %80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi +4’de
sogutmali santrifiijde 10,000 rpm’de santrifiijlenmis ve elde edilen pellet 50 mM Sodyum-
Fosfat (pH 6.5) tamponunda ¢oziilmiis ve diyaliz tlipiine konarak bir gece boyunca,
tamponu 3 kez degistirilerek, +4°C de diyaliz edilmistir. Diyalizat ultra filtrasyon (MW
cut-off 30,000) tiip ile konsantre edilmis ve enzim 4,8 kez saflastirilmigtir. Kismi olarak

saflastirilan enzim daha sonra karakterize edilmistir.
Saflasgtirma basamaklari ve elde edilen sonuclar Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Seliilaz enziminin kismi saflagtirma basamaklari

Saflagtirma Hacim | Toplam Toplam Spesifik Verim! Saflik?
Basamagi (mL) Protein Aktivite Aktivite (%) (Kez)
(mg) (V) (U/mg)
Ham enzim 100 437 45,300 104 100 1
Amonyum sllfat 12 8,6 2,760 320 6 3
cokturmesi (%80)
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Cizelge 4.11. Seliilaz enziminin kismi saflastirma basamaklar1 (devam)

Diyaliz 10 3,1 1000 322 2,2 31

Ultrafiltrasyon 5 0,5 250 500 0,6 4,8

Verim, toplam aktivite iizerinden hesaplanmustir.

2Saflik, spesifik aktivite lizerinden hesaplannustir.

4.7. Kismi Olarak Saflastirilan Seltlaz Enziminin Karakterizasyonu

Kismi olarak saflagtirilan enzim ¢ozeltisi lizerine sicaklik, sicaklik stabilitesi, pH ve pH
stabilitesi ile farkli metal iyonlarmin etkilerine bakilmistir. Ayrica ham enzimin molekiil
agirligy jel elektroforez yontemi (Laemmli 1974) ile tayin edilmistir. Enzimin Km V& Vmax

degerleri de saptanmustir.

4.7.1. Sicaklik ve sicaklik stabilitesinin etkisi

Enzim iizerine sicaklik derecelerinin etkilerini belirlemek Uzere 35, 37 (Kontrol), 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70 ve 80°C’lerde aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol
olarak kullanilan 37°C sicaklik derecesinden elde edilen sonu¢ %100 kabul edilerek,
aktivite degerleri % bagil aktivite olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuclara gore enzimin

50°C’de maksimum aktivite gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.10).

Kismi olarak saflastirilan enzimin aktivitesi ham enzime gore %15 artmistir. Sicakligin her
5 derece arttirilmasi ile 50 derece ulasana kadar aktivite degerleri artmistir. 55 °C’de enzim
aktivitesi %5 oraninda da elde edilmistir.Yiiksek sicakliklarda enzim aktivitesinde fazla

kayiplar olmamustir.

Cizelge 4.12. Seliilaz enzim aktivitesi izerine sicakligin etkisi

Sicakhik Bagil Aktivite
(°C) (%)
35 94
37 100
(Kontrol)
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Cizelge 4.12. Seliilaz enzim aktivitesi {izerine sicakligin etkisi (devam)

40 102

45 105

50 115

55 105

60 97

65 94

70 89

80 89
120
& 110

I
£ 100
% 90
*an
@ 80
70
O S T S S R
@&
N
Sicaklik (°C)

Sekil 4.10. Sicakligin kismi saf enzim tizerine etkisi

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi 50°C’de enzimin stabilitesine bakilmis ve enzim
cozeltisi su banyosunda 40, 50, 60, 70 ve 120 dakika siire ile tutulmustur. Elde edilen
sonuglara gore kismi saf enzimin 50. dakikada aktivitesini korudugu saptanmistir (Cizelge
4.13). Surenin artmasi ile enzim aktivitesinde diisiis gozlenmistir (Sekil 4.11). Enzimin

1s1ya dayanikli (termostabil) karakterde oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.13. Sicaklik stabilitesinin seliilaz enzimi lizerine etkisi

50 °C Bagil Aktivite
(Dakika) (%)
30 (Kontrol) 100
40 83
50 75
60 64
70 61
120 36
120
100
¥ 80
o
é 60
=
® 40
2]
20
0
30 (Kontrol) 40 50 60 70 120

Sure (Dakika)

Sekil 4.11. Enzim aktivitesi lizerine sicakligin stabilitesi

4.7.2. pH ve pH stabilitesinin etkisi

Seliilaz enziminin optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla enzim 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,
6.5 (kontrol), 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 pH’larda hazirlanan substrat ¢ozeltilerinde aktivite tayini
yapilmistir. Yapilan ¢alismalar sirasinda pH 6.5°de elde edilen sonuglar kontrol olarak
kabul edilmis ve diger sonuglar buna gore % bagil aktivite olarak hesaplanmistir. Cizelge

4.14 ve Sekil 4.12’da de gorildiigii gibi enzimin optimum pH degerinin 7.0 oldugu
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saptanmistir. Enzim bu pH degerinde %8’luk bir aktivite artis1 gostermistir. Enzim nétral

bir enzimdir.

Cizelge 4.14. Enzim iizerine pH’nin etkisi

pH Bagil Aktivite
(%)
2 78
3 84
4 85
5 94
6 97
6,5 100
(Kontrol)
7 108
8 102
9 89
10 86
120
;@“ 110
I
‘g 100
:é 90
b
@ 80
70
" » B © © {\0\\ A D 9 N
&
roﬁ’\{h
pH

Sekil 4.12. Saf enzim aktivitesi lizerine pH’ nin etkisi bagil aktivite
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Selulaz enziminin pH stabilitesini belirlemek amaciyla enzim pH 7.0°da 120 dakika
boyunca su banyosunda inkiibe edilmistir. Enzim 30 dakika boyunca aktivitesini korurken,
stirenin artmast ile 120 dakika sonunda %80 oraninda kayip oldufunu saptanmistir.

(Cizelge 4.15 ve Sekil 4.13)

Cizelge 4.15. pH stabilitesinin seltlaz enzimi Gizerine etkisi

pH 7.0 Bagil Aktivite
(Dakika) (%)
30 (Kontrol) 100
40 72
50 56
60 45
70 35
120 20
120
100
*
:;-'_.- 80
é 60
<
B 40
2]
20
0
30 (Kontrol) 40 50 60 70 120

Sure (Dakika)

Sekil 4.13. Saf enzim aktivitesi lizerine pH’nin stabilitesi bagil aktivite
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4.7.3. Enzim aktivitesi ilizerine potansiyel bilesiklerin etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin, tuzlarin ve rediikleyici bilesiklerin etkisini tespit
etmek (zere enzim 1 ve 5 mM MnSO4, MgS04, FeSO4, ZnSO4, CuS04, CaCl2, LiSO4,
BaCl2, NaCl, KCI, SDS, EDTA ve 2-Mercaptoethanol gibi farkli bilesenlerle inkiibe
edilmistir. Igerisinde hig¢bir potansiyel bilesik bulunmayan substrat ¢ozeltisi ile elde edilen
aktivite degeri kontrol olarak kullanilmis (%100) ve elde edilen degerler buna gore %

olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.16 ve Sekil 4.14).

5 mM konsantrasyonundaki ¢ogu potansiyel bilesiklerin enzim aktivitesini 1 mM’a gore
daha fazla arttirtig1 tespit edilmistir. Bununla beraber MnSO4 ve BaCl, metal iyonlarinin
enzim aktivitesi lizerine etkili bir sekilde aktivator etki yaptigi, bu metalleri FeSO4, CuSOs,
CaCl,, ve KCI izlerken, diger metal iyonlarinin inhibitér etki yarattigi saptanmustir.
Anyonik bir deterjan olan SDS enzimi etkili bir sekilde aktive ederken, selatlayici ajan olan
EDTA ise enzim aktivitesini inhibe etmistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Potansiyel bilesiklerin enzim {izerine etkileri

Potansiyel Bagil aktivite
Bilesikler (%)
1ImM smM

Kontrol (potansiyel 100 100
bilesik icermiyor)

MnSO4 166 394
MgSO4 87 90
FeSO4 92 117
ZnSO4 87 92
CuSOg4 97 109
CaCl; 98 102
LiSO4 90 98

64



Cizelge 4.16. Potansiyel bilesiklerin enzim tizerine etkileri (devam)

BaCl; 90 258
NaCl 90 92
KCI 111 92
SDS 111 204
EDTA 87 90
2-Mercaptoethanol 90 95
450
400 I
350
£ 300
Q
S 250 %
% 200 I
B 150 i
-] T - - - 1 mM
100 == T = = & EE T = = T TE
5mM
50
0
» F TP D P EE PO
FEFEFS T T T
{\60\ @Q‘&
W Potansiyel bilesikler @\‘5‘

Sekil 4.14. Farkl1 potansiyel bilesiklerin saf enzim {izerine etkileri

4.7.4. Enzim aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Seliilaz aktivitesi lizerine substratin konsantrasyonunun etkisi saptamak amaciyla 0,001-0,2
mM arasindaki konsantrasyonlarda CMC optimum sicaklik ve pH’da (37°C ve pH 6.5)
belirlenen inkibasyon siresinde ortama ilave edilerek enzim aktivitesi standart deney

kosullarinda olgtilmiistiir (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. Selulaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Substrat Konsantrasyonu Enzim
(mM) Aktivitesi
(U/mL)
0,001 38
0,025 53
0,05 56
0,1 60
0,125 60
0,2 60

Substrat konsantrasyonunun 0,001 mM’dan 0,2 mM’a kadar belli bir oranda artirilmasi ile
enzim aktivitesinin kademeli olarak arttigi gorildi. Seltilazin maksimum hizini (Vmax) ve
Michaelis-Menten sabitesini (Km) saptamak igin, 1/V’ye karst 1/[S] olarak Lineweaver-
Burk y = ax + b dogru grafiginden yararlanildi. Lineweaver-Burk grafigi, 1/V’ye kars1 1/[S]
olarak cizildi (Sekil 4.15). Bu grafikten elde edilen dogrunun denklemi ise, y = 0,0001x +
0,0157 olarak, tamamlayicilik katsayis1 (R?) ise Rz = 0.9972 bulundu. Denklemde dogrunun
dikey ekseni kestigi nokta 1/Vmax = 0,016 degerini verdiginden, Vmax degeri 63,7 U/mL
olarak, Km degeri ise 0,0064 mM olarak saptanmustir.
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Sekil 4.15. Selllaz aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver-Burk
grafigi ve Michaelis-Menten Grafigi)

4.7.5. Enzimin molekiiler agirhginin tespiti

Ham enzim 6rneginin molekiiler agirligint belirlemek amaciyla, elektroforez jeline enzim
ornegi yaninda molekiiler agirliklar1 bilinen standart protein ¢ozeltisi de uygulanmis ve
elektroforez islemi sonucunda olusan bantlarin (Sekil 4.16) Rf degerlerinden yararlanilarak
asagida verilen formiile gore enzim ve standart protein ¢ozeltisinin goreceli hareketlilik

degerleri hesaplanmustir.

Proteinin Aldig: Yol (cm)

Rf =
f Izleme Boyanin Aldig: Yol (cm)

Molekiiler agirliklar: bilinen standart proteinlerin goreceli hareketlilik degerleri ve molekiil
agirliklan ile bir standart egri elde edilmistir (Sekil 4.17). Elde edilen grafigin analizi
yapilarak, 6rnegin molekiiler agirligi saptanmistir. Enzim 6rneginin molekiil agirliginin
Sekil 4.16°da goriildiigii gibi tek bir bant halinde saptanmistir. Koyu bant halinde goriilen

enzimin molekiler agirhiginin yaklasik olarak 73 kDa oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. SDS-PAGE sonrasi elde edilen jelde protein bant goriiniimii
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Sekil 4.17. Standart proteinlerin Rf degerleri ve molekiil agirliklarina gore olusturulan
standart egri
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4.8. Ham Enzimin Depolanma Stabilitesinin Belirlenmesi

Ham enzimin depolanma sicakligini saptamak {izere bakteriden iiretilen ham enzimin
aktivitesi tayin edildikten sonra enzim Ornekleri elliser mL olacak sekilde oda sicakliginda
(RT), +4 °C’ de ve -20 °C’ de olmak iizere 3 ayr1 gruba ayrilmis ve her 15 giinde bir
aktivitelerine bakilarak depolama stabilitesi belirlenmistir. Yapilan ¢aligmada oda
sicakliginda (RT) 30 giin sonra, +4°C’de ise 75 giin sonra enzimin aktivitesi hemen hemen
korunurken, bu sire -20 °C’de 90 giine kadar bulunmustur. Siirenin artmasi ile enzim
aktivitesinde diistisler gozlenmistir. En iyi korunmanin -20 °C’de oldugu saptanmis ve 120
giinde sadece %14 oraninda bir aktivite kaybi olmustur. En fazla kayip ise oda
sicakligindaki depolamada olmustur. (Cizelge 4.18 ve Sekil 4.18).

Cizelge 4.18. Ham enzimin depolanma stabilitesi

Oda Sicakh@
+40C -20°C
S ~ (RT)
©
£ i3
S 2 | Bagl Aktivite | Bagl Aktivite | Bagil Aktivite
(%) (%) (%)
0 100 100 100
15 97 100 100
30 o1 97 100
45 89 96 97
60 87 94 96
75 77 92 94
90 73 85 92
105 72 74 89
120 66 72 86

69



120

100 i =

H
H

[o2]
]
-

HH B
Bk 4w

L

Bagil Aktivite(%)
B o]
[e=] [an]

]
[=]

o

0 20 40 60 80 100 120

Zaman (Giin)

Oda Sicakhg (RT) +4°C -20°C

Sekil 4.18. Farkli sicaklikta ham enzimin depolanma stabilitesi

4.9. Seliilaz Enziminin Yiinli Kumaslarda Bitkisel Artiklarin Gideriminde Kullanim
Potansiyelinin Belirlenmesi
Liyofilize edilmis seliilazin %100 yiinlii kumaslarda bulunan pitrak, diken, ot, yaprak, yem
artiklarindan olugan bu bitkisel kaynakl atiklarin giderilmesi incelenmek Uzere ¢esme suyu ile
yikanmis yln kumaslara 15 mL sodyum fostat tamponu (pH 4.0 ve 7.0) igerisinde ¢oziilen
2 gr liyofilize edilmis seliilaz enzimi tatbik edilmistir. Kumaglar 1 saat boyunca 37°C’de
inkube edildikten sonra oda sicakliginda kurutulmustur. Bitkisel atiklarin uzaklastirilip
uzaklastirilmadigi 151tk mikroskop (Nikon Eclipse E1000) goriintiilemesi ile belirlenmistir.
Ayrica, kumaslar el ile mekanik pargalanmasi uygulanmis ve bitkisel atiklarin daha fazla
giderip giderilmedigini 151k mikroskop goriintiilemesi ile de belirlenmistir. Sonuglar kontrol
olarak higbir islem gérmemis ve 6nceden 151k mikroskobunda fotograflanan kumaslardaki
bitkisel atiklar ile karsilastirilmistir. Yapilan ¢alismada kumaslarin enzim ile 37°C’de 1 saat
inklbasyon sirecinden sonra bitkisel atiklarin tam olarak giderilmedigi gorilmiistiir. Fakat
kumaglara el ile mekanik pargalanma uygulanmasiyla bitkisel atiklarin 6nemli 6lcude

uzaklastig1 goriilmiistiir. Genellikle pH 4.0’de enzimatik olarak bitkisel atiklarin giderimi

70



yapilmasina ragmen bu ¢alismada pH 7.0 ile daha iyi sonu¢ alinmistir (Sekil 4.19 ve Sekil
4.19).

Kontrol 1 Saat inkiibasyon El ile Mekanik
37°C | Parcalama

Kontrol 1 Saat Inkiibasyon El ile Mekanik
37°C Parcalama

Sekil 4.20. pH 7.0’de yiin kumastaki pitrak goriintiileri
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5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde enzimler rutin olarak gida, yem, deterjan, tabaklama, tekstil, deterjan, ilag ve
kozmetik endiistrileri gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir ve belirli uygulamalara gore
smiflandirilmaktadir. Bu endiistriyel uygulamalar, kiiresel enzim pazarinin %80'inden
fazlasin1 olusturmaktadir (Van Oort, 2010). Endustriyel enzimlere olan talep, surdurilebilir
¢Ozlimlere olan artan ihtiya¢c nedeniyle siirekli artmaktadir. Mikroorganizmalar bir¢ok
enzimin en biiyiik ve yararli kaynaklarindan biridir ve olmaya devam etmektedir (Demain
and Adrio, 2008; Adrio and Demain, 2005). Mikrobiyal enzimler bitki ve hayvan
enzimlerinden daha aktif ve stabildir. Ek olarak, mikroorganizmalar alternatif bir enzim
kaynagini temsil ederler c¢ilinkii biyokimyasal cesitlilikleri ve gen manipiilasyonuna
yatkinliklari  nedeniyle fermantasyon yoluyla kisa siirede biiylik miktarlarda
kultarlenebilirler (Anbu ve ark., 2013). Mikrobiyal enzimler, ekonomik uygulanabilirlik,
yiiksek verimleri, sabitligi, iiriin modifikasyonu ve optimizasyonu kolayligi, mevsimsel
dalgalanmalarin olmamasi nedeniyle diizenli tedarik, mikroplarin ucuz ortamlarda hizl
blyilimesi, stabilite ve daha fazla katalitik aktivite nedeniyle bitki veya hayvan enzimlerine
tercih edilir (Gurung ve ark., 2013).

Endustride kullanina enzimler arasinda selillaz enzimi 6nemli bir yere sahiptir. Selllaz,
seliilozun ve baz ilgili polisakkaritlerin ayrigmasi olan seliilolizi katalize eden mantarlar,
bakteriler ve protozoanlar tarafindan tretilmektedir. Cogu memeli, selilloz gibi diyet
liflerini kendi baslarina sindirme sinirli kabiliyetine sahiptir. Sigir ve koyun gibi
ruminantlar gibi bir¢cok otgul hayvanda seliilazlar simbiyotik bakteriler tarafindan tretilir.
(Barkalow ve ark., 2008). Endustride sellilazlar daha ¢ok hayvan yemi, tekstil endustrisi,
yiyecek ve icecek sektorlerde kullanilmaktadir. Artan talebi karsilamak i¢in daha verimli
enzim (lreten yeni mikroorganizmalar dogadan izole edilmekte ya da mevcut

mikroorganizmalar kullanilarak genetik manipiilasyonlarla verim arttirima gidilmektedir.

Bu ¢alismada dogal kaynaklarimiz olan toprak 6rneklerinden daha dnceden izole edilmis
Bacillus sp. suslarinin seliilaz enzim potansiyelerini belirlemek (izere kalitatif olarak

taranmis ve 100 Bacillus sp. suslarindan 54 Bacillus sp. susunun sellilaz potent oldugu
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belirlenmistir. Bunlar arasinda en ylksek seltlaz uretimine sahip (EI 3 ve 18 mm zon ¢api)
Denizli ili topragindan izole edilmis Bacillus sp. susu 16S rRNA dizi analizi ile tiir
diizeyinde tespit edilmis ve Bacillus substilis ile %100 benzerlik gostermistir. Bu bakteri
Bacillus subtilis 171ES olarak adlandirilmistir. Bu bakterinin en iyi gelistigi tiretim ortami
Maryam ve ark. (2018) tarafindan Onerilen besiyeri olarak saptanmis ve bu besiyerinin
besinsel optimizasyonu sonucu yeni bir modifiye ortam gelistirilmistir. Enzim kismi
saflagtirillarak karakterize edilmistir. Ayrica enzimin yiinlii kumaslarda bitkisel artiklarin

gideriminde kullanim potansiyeli arastirilmistir.

Calismada, Bacillus substilis 171ES’in maksimum enzim {iiretiminin duragan fazda oldugu
saptanmustir. Bakterinin maksimum enzim aktivitesi 68 U/mL ile 40. saatte elde edilmistir.

Enzim {iretiminin ve bakteri tiremesinin paralel oldugunu belirlenmistir.

Seliillaz Ureten mikroorganzimalar toprak, su, kompost gibi dogadan farkli kaynaklardan
izole edilebilir. Sellilaz enzimin izolasyonu bir¢ok arastirmaci tarafindan gesitli dogal

kaynaklar1 kullanilarak aragtirilmigtir.

Arif ve ark.(2006) yaptig1 ¢alismada, 5 giinliik inkiibasyondan sonra, 9 bakteri susunun
(EB1-EB9) ve 2 aktinomiset susunun (Act 1 ve 2) CMC agarinda biiylime belirtileri
gosterdi ve kongo kirmizisi testinde pozitif sonuglar gostermistsr. EB3 susu, hidrolitik
bolge ¢apinin koloni ¢apina en yiiksek oranini vermistir. EB3 susu, B. pumilus ile ylksek
diizeyde 16S rDNA benzerligi (%99) sergilemistir. EB3'ten maksimum seliilaz aktivitesi,
0.079 U/mL ile 24 saatlik fermantasyondan sonra elde edilmistir. Seliilazin B. pumilus
EB3'lin bliylime fazinda tretildigi gézlenmistir. Bu, seliilazin biiytimeyle iligkili bir iiriin

oldugunu gosteren bir sonugtur.

Lugani ve ark. (2015) cesitli yerlerden toplanan toprak ve inek giibresi orneklerinden
toplam 20 izolat elde etmislerdir. Bu izolatlar, pH 7'ye sahip CMC ile zenginlestirilmis
besin agar ortami kullanilarak ve 37°C'de 48 saat inkiibe edildi. 16 izolat selllaz pozitif
olarak bulunmustur. inek giibresi numunesinden elde edilen Y3 izolat: ile hidrolitik zon
capinin koloni ¢apimna (2,34: 0,24) maksimum orani, 9,75 mm elde edildi. Y3 izolat1 ile

maksimum 2.48 IU/mL enzim aktivitesi bulmuslardir.
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Afzal ve ark. (2019) karboksimetil seliiloz (CMC) ile takviye edilmis besin agarinda H.
indicola termitinin arka bagirsagindan 15 bakteri susu izole etmislerdir. Bu izolatlarin 7'si,
Kongo kirmizis1 ve NaOH ¢6zeltileri ile boyanmis CMC agar plakalar tizerinde iyi selillaz
aktivitesi sergilemislerdir. Iyi seliilolitik aktiviteye sahip izolatlar, 40°C'de 6 saat
inkiibasyondan sonra >1.0 cm'lik bir hidrolitik bdlge tireterek seliilazlarin ekstraselliiler bir
Ozelligini gostermisir. Yedi sus arasinda HI-08, maksimum hidrolitik bolgesi capini
gosterdi ve daha sonraki iglemler i¢in se¢ilmistir.

Al-Kharousi ve ark, (2015) 3 cinse ait dort mantar tiirii, kitaplardan ve arsivlerden izole
etmiglerdir ve tanimlanmigtir. Chaetomium sp. ve Penicillium sp. Afrika Kkitap
arsivlerinden, Aspergillus niger ve A. nidulans ise Ummanl kitaplarindan izole edilmistir.
Izole edilen tiim mantarlar seliilaz iiretebilmistir. En yiiksek seliilaz iireticisi Chaetomium
sp., ileri seliilaz fermantasyon caligmalari icin alinmustir. 144. saatte yiiksek seliilaz
aktivitesi gézlenmistir. Chaetomium sp.'nin biyokiitlesi 72. saat sonra dnemli 6l¢iide artt1 ve

maksimum miselyum agirlig1 168. saatte elde edilmistir.

Nargotra ve ark. (2016) Bacillus subtilis SV1 ile maksimum selulaz tretimini (CMCase)
(2.201 IU/mL+ 0.06) 72 saat inkiibasyon sonrasi saptamislardir.

Reddy ve ark. (2017) 4 adet bakteri kagit ve kagit hamuru endiistrisi atik su kontamine
topraklarindan izole etmisler. 37°C'de 2-3 giin inkiibasyon siire sonrasi, yaptiklari
selulolitik aktivite testi sonucunda, bakterilerin dordii de seliilaz pozitif olarak bulmuslar.
Izolat I (JCEN 1) ve izolat IV'iin (RW) sirasiyla en biiyiik seliilolitik indekse (2.5 ve 2.0),
izolat 1l (JCENZ2) ve izolat I1lI'e (JCEN3) en kuguk seltlolitik indekse (0.85 ve 0.75) sahip
oldugunu bulmuslardir.

Maryam ve ark. (2018) Bacillus cellulosilyticus ile seliilaz Uretimini 48 saatlik 35°C'de
inkiibasyon sonrasi saptamiglardir. En genis zon 7.75 El olan PC-BC6 tarafindan
gozlenmistir. Diger yandan PC-BC1, PC-BC3, PC-BC4, ve PC-BC8 sirayla EI degereri
4.83, 3.13, 3.47, ve 5.40 olarak saptanmustir.

Mikroorganizmanin iireme ortam igerigi enzim tiretimi lizerinde arttiric1 bir etkiye sahiptir

(Gulati ve ark. 2007). Bakterilerin blytmesini ve Urettikleri son drinlerini etkileyen ana
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faktorler karbon kaynagi, azot kaynagi ve diger inorganik tuzlardir. Bu nedenle, kritik
ortam bilesenlerinin optimizasyonu, istenen {iriinlerin iretiminde ¢ok onemli bir rol
oynamaktadir. (Tabssum ve ark. 2018). Buna ek olarak, sicaklik ve pH gibi bir¢ok faktor
mikrobiyal buyume ve enzim Uretimi icin ¢ok dnemlidir. Bu nedenle, yuksek enzim Uretimi

elde etmek i¢in optimal ¢alisma kosullarinin tasarlanmasi bir 6n kosuldur (Pandey, 1992).

Bu calismada seliilaz tliretim kapasitesini arttirmak i¢in liretim ortaminda farkli besinsel
faktorler arastirildi ve elde edilen sonuglara gore yeni bir modifiye ortam olusturulmustur.
En iyi karbon kaynagi olarak maltoz bulunmustur. Maltoz bulunan besiyerinde, kontrol
ortama gore seliilaz aktivitesinde 6.29 kat verim artig1 gbzlenmistir. Karbon kaynaklarinin
yerine gesitli organik atiklar denenmustir, fakat organik atiklar kontrol ortama gore daha

diisiik enzim verimleri elde edilmistir.

Azot kaynaklarinin etkisini saptamak {izere, kontrol ortamda birlikte bulunan organik azot
kaynalar1 olan pepton, yeast ekstrakt ve inorganik azot kaynagi olan NH4SO4 yerine ¢esitli
inorganik ve organik azot kaynaklarit ayr1 ayri denemeye alinmis, fakat enzim tiretiminde
inorganik azot kaynaklari tek baslarma kullanildiginda verimli bir etkiye sahip
olmadiklarii saptanmis ve kontrol ortama gore daha diisiik enzim verimleri elde edilmistir.
Organik azot kaynagi olarak skim milk powder (yagsiz siit tozu) varliginda ise kontrol
ortama verim gore 7.8 kat enzim artis1 saglanmistir. Metal iyonu olarak LiSOs varliginda
1,85 kat enzim verim artig1 sapanmistir. Denemeye alinan azot kaynaklarindan organik

azot kaynaklari, inorganik azot kaynaklarina gore daha etkili oldugu ifade edilebilir.

Calismada maksimum selllaz enzim dretiminin gozlendigi besinsel faktorler bir araya
getirlirerek olusturulan modifiye ortamda 171ES susu enzim {iretimi agisindan
degerlendirilmis ve sellilaz enziminin aktivitesi 453 U/mL olarak bulunmustur. Bu
ortamdan elde edilen deger kontrol (68 U/mL) ile kiyaslandiginda 6,6 kat bir enzim iiretim

artis1 elde edilmistir. Bu artis olduk¢a 6nemli bir artis olarak bulunmustir.
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Cesitli aragtirmacilar seliilaz iiretimi {izerine farkli karbon, azot kaynaklar1 metal iyonlar1 ve
organik atiklar1 kullanmiglar. Bu arastirmalar neticesinde birbirinden farkli sonuclar elde

etmislerdir.

Shankar ve Isaiarasu (2011) 37°C'de 72 saatlik inklibasyondan sonra Bacillus pumilus
EWBCMI tarafindan, karbon kaynak olarak galaktoz varliginda maksimum seliilaz (0.5851
[U/ml) {iretimiyle sonu¢lanmistir. Minimum seliilaz {iretimi, seliiloz varliginda kaydedildi
(0.0419 TU/ml). Organik azot kaynaklarina gelince, malt ekstresi varliginda maksimum
enzim dretimi (0.5666 1U/ml) ve lre ve glisinde minimum seltlaz tretimi (0.0851 1U/ml)
gosterilmistir. inorganik azot kaynaklari ise amonyum molibdatta maksimum enzim iiretimi
(0.3036 1U/ml) ve potasyum nitratta minimum iiretim miktar1 (0.1555 IU/ml) gostermistir.
Test edilen metal iyonlar1 arasinda maksimum miktarda enzim iiretimi, kalsiyum kloriir
(0.1851 I1U/ml) ilave edilen ortamina kaydedilmistir. Aliminyum siilfat (0.1555 IU/ml)
seliilaz Uretiminde en iyi ikinci metal iyonu iken, nikel silfat (0.0148 1U/ml) takviyeli

ortamda minimum miktarda seliilaz liretimi rapor etmislerdir.

Bai ve ark. (2012) Inek giibresinden izole edilen Bacillus substilis tarafindan seliilaz
tiretimi i¢in farkli karbon kaynaklar olarak fruktoz, laktoz, maltoz, mannitol, siikroz ve
nisasta incelenmistir. Laktoz sunuldugunda maksimum seliilaz iiretimi 23.96 U/ml
gozlenmistir. Azot kaynaklar olarak maya ekstrakti, kazein, jelatin, pepton, sigir eti
ekstrakti, potasyum nitrat, amonyum nitrat, amonyum kloriir, amonyum siilfat gibi farkl
azot kaynaklar1 kullanilmiglardir. Pepton, seliilaz tiretimini 29.63 U/ml'ye kadar arttirdig:
icin en iyi azot kaynagi olarak bulmuslardir. Hangi dogal substratlarin daha iyi seliilaz
tretimi sagladigim1 belirlemek amaciyla, farklt dogal substratlar olarak seker kamisi
baggase, filtre kagidi, piring kepegi, bugday kepegi ve hindistancevizi lifi kullanilmistir. 72
saatlik inkubasyondan sonra, Bacillus subtilis CEL PTK1 bugday kepeginden maksimum

miktarda seliilaz (20.96 U/ml) {irettigini bildirmislerdir.

Annamalai ve ark. (2013) ve Jo ve ark. (2008), pirin¢ kabugu ve piring kepeginin sirastyla
Bacillus halodurans CAS 1 ve Bacillus amy-loliquefaciens DL-3 tarafindan seliilaz tiretimi

icin en iyi karbon kaynalar1 oldugunu bildirmislerdir.
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Sadhu ve ark. (2013), seker kamis1 baggazinin Bacillus sp. tarafindan seliilaz tiretimi igin

en iyi karbon kaynagi oldugunu bildirmislerdir.

Sethi ve ark. (2013) Topraktan izole edilen Bacillus substilis iiretilen kontrol ortaminda
karbon kaynagi olan glukozun yerine nisasta, friikktoz, maltoz ve siikroz gibi ¢esitli karbon
kaynaklar1 kullanmiglardir. Elde edilen sonuglar, glukozun 24 saatlik inkiibasyondan sonra
diger karbon kaynaklarina kiyasla en yiiksek seliilaz iiretimini sagladigini rapor etmislerdir.
Azot kaynaklar1 i¢in pepton yerine amonyum siilfat, lire ve maya 0ziitii kullanmis olup,
amonyum siilfatin seliilaz iiretimi i¢in en iyi azot kaynagi oldugu bulmuslardir. Azot,
baslica hiicre proteinlerinden biridir ve seliilaz aktivitesinin amonyum siilfat tarafindan
uyarilmasi, protein sentezine dogrudan girislerinden kaynaklaniyor olabilir rapor

etmislerdir.

Asha ve Sakthivel (2014) karbon kaynagi olarak %2 CMC ile takviye edilmis iiretim
ortami, Bacillus substilis'ten maksimum seliilaz enzimi (34 U/ml) Uretimine neden
olmustur. Farkli organik ve inorganik azot kaynaklarinin (iire, tripton, maya 0ziitii, pepton,
amonyum Kloriir, amonyum sulfat, amonyum nitrat ve potasyum nitrat) varligi enzimin
dretimini 6nemli Olgiide etkiledi. Maya ekstrakti (%0.5) maksimum biiylime ve enzim

Uretimi gostermistir.

Wasem ve ark. (2014) tarafindan rapor edilen sonuglara gore, Bacillus substilis CB-2 susu
ile en yiksek selulolitik aktiviteyi rapor etmislerdir. Maksimum seliilaz enzim tiretimi %2
karbon kaynagi olarak islenmemis pamuk sapi, organik azot kaynagi olarak maya ve

inorganik azot kaynagi olarak amonyum stilfat elde etmislerdir.

Karbon kaynagi olarak tarimsal atik maddelerin Bacillus vallismortis tarafindan bakteri ve
seliilaz tiretimi lizerindeki etkisi Gaur ve Tiwari (2015) tarafindan seker kamis1 baggase,
piring kepegi, bugday kepegi, pirin¢g kabugu ve misir kepegi kullanilarak arastirilmistir. 48
saat inklibasyondan sonra seltilaz Gretimi icin en uygun substrat olarak %2 seker kamisi
baggaz (4105 U ml?), ardindan piring kabugu (3509 U ml?) ve piring kepegi (3110 U ml™?)
bulundu. Bugday kepegi (2890 U ml?) ve musir kepegi (2545 U ml) minimum seliilaz

tiretimi rapor edilmistir.
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Lugani ve ark. (2015) en iyi selulolitik izolat Bacillus sp. Y3 bugday kepegi, piring kepegi,
glukoz, laktoz ve CMC gibi farkli karbon kaynaklar ile 37°C'de 72 saat inkiibe edilmistir.
Karbon kaynak olarak CMC bulundugunda maksimum seliilaz aktivitesi (4.49 IU/mL)
bulmuglardir. Bu nedenle, seliilazin liretimi indiikleyicisi olarak islev gorecek substratin
mevcudiyetine bagli olan indiiklenebilir bir enzim oldugu sonucuna varilabilir. Azot
kaynaklari olarak %1 pepton, maya oOziiti, (NH4)2SOs, NH4Cl ve NaNOs da
arastirmiglardir. Pepton ile maksimum 4.72 IU/mL seliilaz aktivitesi bulmuslardir.
Maksimum seliilaz {iretimi i¢in inorganik kaynaklara kiyasla organik azot kaynaklarmin

kullaniminin, maksimum seliilaz iiretimi i¢in daha uygun oldugu bulmuslardir.

Harinathan ve ark. (2017)’nin yaptig1 bir ¢alismada, Aspergillus niger tarafindan 120 saat
inkibasyondan sonra sellilaz Uretimi Gzerindeki karbon, organik ve inorganik azot
kaynaklar1 ve metal iyonlarin etkisi arastirllmistir. Kontrol ortami (13.34 IU/ml) ile
karsilastirildiginda seliilaz tiretimi, laktoz igceren ortamda (13.8 IU/ml) az da olsa artis
gosterir iken, glukoz i¢eren ortamda daha diisiik seliilaz tiretimi (3.33 [U/ml) gosterilmistir.
Yedi tiir organik azot kaynagi arasinda pepton takviyeli ortam, kontrol ortamina gore
(12.02 1U/ml) daha yiiksek seliilaz tretimi gostermistir (12.23 IU/ml). Ure, en diisiik
seliilaz tiretimini gosterdi (5.08 IU/ml). Bes tip inorganik azot kaynaginin arasinda sodyum
nitrat takviyeli ortam ile seliilaz {iretimi miktarinda kademeli bir artig (13.56 1U/ml) elde
edilmistir. Test edilen metal iyonlarindan (% 0.02), maksimum seliilaz verimi miktari,
kalsiyum kloriir takviyeli ortamda kaydetmislerdir. Diger yandan, minimum miktarda

enzim Uretimi Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) kullanilarak kaydetmislerdir.

Shajahan ve ark. (2017) CMC (14.27 TU/mL) ve maya ekstrakt1 (12.59 TU/mL) takviyeli
ortam, kaplica’dan izole edilen Bacillus licheniformis NCIM 5556 tarafindan maksimum
seliilaz aktivitesi ile sonuglanmis ve seliilaz tiretimi i¢in optimum karbon ve azot kaynaklari
olarak se¢mislerdir. Cesitli metal iyonlarinin seliilaz aktivitesi lizerindeki etkileri olarak da
CaCl2-6H20 kullanilan ortam en yiiksek seliilaz aktivitesi (13.10 IU/mL) elde etmislerdir.
MnCl2.4H,0 ise, seliillaz enzim iiretimi {izerinde herhangi bir etki gostermedigini rapor

etmislerdir.
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Roopa ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada palmiye lifleri (600 pg ml™), saman
(260 ug mIt) ve muz cigeklerine (420 ug ml?) kiyasla bir substrat olarak kullanildiginda,

enzim aktivitesinin maksimum oldugu bulmuslardir.

Yaptigimiz c¢alisma ile diger bilim insanlarinin yaptig1 calisma sonuglari kiyaslandigindan
sellilaz tiretiminin birgok faktdre bagli oldugu sonucuna varilabilir. Bakteriyel tiir ve susun
yani sira kiiltiir ortamin igerdigi karbon, azot kaynaklar1 ve metal iyonlar1 gibi besin
faktorleri, ayrica inkiibasyon stiresi ve sicakligi gibi faktorlere de baglhidir. Farkli sonuglarin
incelenmesi mikroorganizmalarin kullandigt metabolik yollarin farkli oldugunu da

gOstermektedir.

Her enzimin optimum aktivite gosterdigi Ozellikleri vardir. Bu o6zelliklerin bilinmesi
enzimin endiistriyel alanlarda kullanigshh olup olmayacagini hakkinda fikir vermektedir.
Enzimin aktiviteleri lizerinde olduk¢a Onemli olan parametrelerden sicaklik ve pH
bulunmaktadir. Her enzimin optimum aktivite gosterdigi bir sicaklik ve pH degeri vardir.
Diger yandan bazi1 enzimler aktivite goOsterebilmeleri i¢in ortamda metal iyonlarina
gereksinim duymaktadirlar. Metal iyonlari, amino asitlerin amin veya karboksilik asit grubu
ile etkilesime girerek enzimatik aktiviteyi arttirabilir veya inhibe edebilir. (Ishida ve ark.,
1980). Metal varliginda aktivite gosteren enzimlere metallo enzimler adi verilmektedir ve
endiistriyel enzimlerin ¢ogu metallo enzimlerdir. Enzimlerin Km ve Vmax degerleri en
onemli kinetiksel 6zellikleri gostermektedir. Bu degerler enzimin belirli bir substart ile ne
kadar ¢abuk doyuma ulastigi (Km) ve ulasabildigi en hizli (Vmax) reaksiyonunu ifade
etmektedir. Km ve Vmax degerlerin bilinmesi bir enzimin hiicre iginde ne yaptigini ve o
sartlardaki degisikliklere nasil tepki verdigi hakkinda fikir verebilmektedir. Km degeri
diistiikge enzimin substartina olan ilgisi artmaktadir. Diger yandan Km degeri arttikca
enzimin substrata olan ilgisi ise diismektedir. Diisiik Km’e sahip enzimler substratlarina

kars1 yiiksek affiniteye sahip oldugundan endiistride 6nem tagirlar.

Bu calismada Bacillus substilis 171ES’den seliilaz enziminin 6zelliklerini saptamak (izere
enzim 3 basamakta kismi olarak saflagtirilmistir. Bunun i¢in sirasiyla; amonyum siilfat
coktiurmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon islemleri yapilmistir. Enzim %0,6 verimle, 4,8 kez

saflastirilmistir.
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Kismi saf enzim iizerine sicaklik ve stabilitesi, pH ve stabilitesi arastirtlmistir. Ayni
zamanda cesitli potansiyel bilesiklerin etkileri arastirilmig, enzimin Km ve Vmax degerleri

saptanarak ve ham enzimin molekiil agirligi belirlenerek enzim karakterize edilmistir.

Calismada 171ES bakterisinin iirettigi selillaz enzimi i¢in optimum sicaklik degeri 50°C
olarak saptanmigtir. Enzim termofil bir enzimdir. Kismi olarak saflastirilan enzimin
aktivitesi ham enzime gore %15 artmistir. 37°C-50°C sicakligin her 5 derece arttirilmasi ile
aktivite degerleri de artmistir. 55°C’de ise enzim aktivitesi %5 oraninda artis elde
edilmistir. 50°C’de 30 dakika kadar aktivitesini korudugu saptanmistir. Enzimin optimum
pH degeri ise 7.0 olarak saptanmis ve enzim aktivitesi %8 oraninda artis elde edilmistir.
Enzim notral bir enzimdir. Enzim pH 5.0 ve pH 8.0 arasinda aktivitesini korudugu
belirlenmistir. pH stabilite denemelerinde pH 7.0’da 30 dakika boyunca aktivitesini
korurken siirenin artmasi ile 120 dakika sonunda %80 oraninda kayip oldugunu
saptanmigtir. Metal iyonlar1 enzim aktivitesi lizerinde kofaktor olarak gorev yaptigindan
enzim tzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Bu ¢alismada MnSOs ve BaCl> iyonlarinin
enzim aktivitesi aktivator gorev yaptigi saptanmistir. Aniyonik bir deterjan olan SDS
varliginda da enzim aktivitesinde artig olmustur. Enzimin kinetik 6zellikleri arastirildiginda
Vmax degeri 63,7 U/mL olarak hesaplanmigtir. Km degeri ise 0,0064 mM olarak
bulunmustur. Bacillus substilis 171ES’den iiretilen sellilaz enziminin molekdl kitlesi SDS-
PAGE ile yaklagik 73 kDa olarak tespit edilmistir. Ham enzimin depolanma stabilitesinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada oda sicakliginda (RT) 30 gun sonra enzimin
aktivitesi hemen hemen korunurken, bu siire +4°C’de 75 giin, -20 °C’de ise 90 giline kadar

bulunmustur.

Farkli arastiricilar ¢esitli mikroorganizmalarla yaptiklari g¢alismalarda da sellilazlarin

ozelliklerini ortaya ¢ikarmiglardir.

Yin ve ark. (2010), Bacillus subtilis YJ1 tarafindan iiretilen ham enzimi %60-80 amonyum
sulfat ile cokturdikten sonra %42.7 verim ile 50.4 kez saflastirndigini gormiislerdir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ardindan Micro-Prep iyon degisimi ve Bio-Gel P-100 ile

enzimi daha da saflagtirilmistir. %9.7 verim ve 289 saflik kez rapor etmislerdir. 32.5
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kDa'lik bir molekiil agirligina sahip saflastirilmig seliilaz, pH 6.0 ve 50-60°C'de optimal bir
pH'a ve sicakliga sahiptir. Saflastirilan seliilaz, pH 6.0-7.5 ve <50°C'de stabil oldugunu
rapor etmislerdir. Enzim aktivitesi Mn?* ve Co?" ile arttirilmus, fakat SDS, p-CMB, DTT,

Hg*, Cd?*, Fe?* ve Fe®* tarafindan inhibe edilmistir.

Asha ve Sakthivel (2014) Bacillus substilis SU40 tarafindan tiretilen enzim, %90 amonyum
stlfat ¢Otirme ve ardindan bir Biosep kolonu kullanilarak boyut dislama kromatografisi ile
saflastirilmiglardir. %20,28 bir son verim ve 85.02 kez saflastirildigin1 rapor etmislerdir.
Saflagtirilan seliilaz enzimi, SDS-PAGE ile teyit edilen 51.4 kDa'lik bir molekiil agirligina
sahiptir. Saflastirilan enzim, genis bir pH araligi (5-10) Uzerinde aktifti ve pH 8.0'da
maksimum aktivite sergilemistir. Enzim, 30 dakika boyunca 7-9 pH araliginda aktivitesinin
%S50'sinden fazlasini korumustur. Enzim 35°C-75°C sicaklik araliginda aktifti ve 45°C'de
optimumdu. Bu sonuca gore enzimin kayda deger bir termostabiliteye sahip oldugu
gorilmektedir. Mn?* ve Zn?* gibi metal iyonlar1 enzimin aktivitesini arttirmamistir. Ca®* ve
Na" metal iyonlar1 enzim iiretimi lizerinde maksimum uyarici aktivite gostermistir. SDS,
Tween 20 ve Triton X-100 gibi yiizey aktif maddeler enzimatik aktiviteyi arttirmistir.
EDTA varliginda enzimatik aktivite azaldi, bu da enzimatik aktivite icin iki degerlikli
katyonun gerekliligini gdsteriyordur. Seliilaz enziminin Km Ve Vmax degerleri 1.97 mg/ml

ve 75.41 mg/ml/s olarak rapor atmislerdir.

Gaur ve Tiwari’nin (2015) kullandigi Bacillus vallismortis RG-07 tarafindan iiretilen
seltilaz enzimi (NH4)2SOs ¢oktiirme, iyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografisiyle
saflastirilmistt ve toplam %28.8’lik son verim ile 39.1 kez saflastirilmistir. Saflastirilmis
selillazin molekiil agirligi, SDS-PAGE ve aktivite jeli analizi ile 80 kDa olarak
saptanmistir. Enzim aktivitesi i¢in optimum sicaklik ve pH 65°C ve 7.0 olarak
belirlenmigtir. 95°C ve pH 9.0'da bile aktivitesinin %95 ve %75'ini korudugunu
gdzlenmistir. Enzim aktivitesi Ca?*, merkaptoetanol, Tween-60 ve sodyum hipoklorid
tarafindan da uyarilirken Hg tarafindan kuvvetle inhibe edilmistir. Saflastirilmis enzimin
kinetik analizi, Km Ve Vmax'in sirasiyla 1.923 mg ml? ve 769.230 ug ml™* dk* oldugunu

rapor etmislerdir.
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Abdullah ve ark. (2016) Bacillus PC-BC6'dan uretilen selllaz, %80 amonyum siilfat
kullanilarak kismen saflastirmislardir. Uretilen seliilaz1 2.5 kez saflastirilmis ve % 4.4
verim elde edildigini rapor etmislerdir. Enzimin, optimum sicaklik 50°C olarak saptanmis
ve pH 5.0-9.0 araliginda genis aktivite ve stabilite gosterdigini belirtmislerdir. Metal
iyonlar1 arasinda MnSO4 ve CaCl; enzim aktivitesini arttirdigin1 ayn1 zamanda SDS ve

EDTA da enzimin aktivitesini arttirdigin1 da rapor etmislerdir.

Azadian ve ark. (2016)’nin yaptigi c¢alismada, B. licheniformis tarafindan iretilen
karboksimetilselilaz (CMCase) enzimi %85 (NH4)2SO4 ¢oktiirme, iyon degisimi ve jel
filtrasyon kromatografisiyle saflastirilmistir. Enzim, 412.32 U/mg'lik spesifik bir aktivite
ile yaklasik 8.85 kez saflastirilmistir. SDS-PAGE kullanilarak 37 kDa'lik bir molekiil
agirligina sahip tek bir bant gostermistir. CMCase enzimi, 70°C ve pH 9.0'da maksimum
aktivite ile genis sicaklik (40-80°C) ve pH (6.0-10.0) araliklarinda oldukga aktif ve stabil
oldugunu rapor etmislerdir. Reaksiyon karisiminda Ca*? ve Cu*? metal iyonlarmin varlig
enzim aktivitesini biiyiik dl¢iide uyarirken Mn*?, Zn*2 ve Tx100 metal iyonlar1 enzim
aktivitesinin orta derecede artmasina neden olmustur. Aktivite Co*?, Hg?*, K* ve H.0;
tarafindan kuvvetle inhibe edildigi bulunmustur. Enzim aktivitesi EDTA tarafindan da
biiylik ol¢iide inhibe edildi, bu da g¢aligmada saflastirilan seliilazin bir metaloenzim

oldugunu sonuca varmislardir.

Afzal ve ark. (2018)’nin yaptig1 ¢caligmada ham seliilazin %80 amonyum siilfat ¢oktiirme,
afinite ve boyut dislama kromatografisi ile %32.33 toplam verim ile ve 12.02 kez
saflagtirnlmistir. SDS-PAGE ile B. licheniformis'in saflagtirilmis seliilazinin molekiil
agirhigr yaklasik 55 kDa olarak rapor etmislerdir. Saflastirilmis seliilazin kinetik analizi, Km
Ve Vinax strastyla 2.28 mg mL™ ve 454.05 pg mL* dk? olarak bulmuslardir. Enzim 45°C'de
optimal aktivite gOstermistir. Maksimum seliilaz aktivitesi ve stabilitesi, 1 saatlik
inkiibasyonda pH 7.0'da belirlenmistir. Saflastirilmis seliilazlarin aktivitesi ve stabilitesi,
Mg?*, Ca*" ve Na' gibi alkali metal iyonlarmin varhginda arttirildi. Civa iyonu Hg*?
varliginda seliilaz aktivitesinin maksimum inhibisyonu gozlenmistir. Benzer sekilde, Zn?*,
Ni2*, Co?* ve Cu?*, kontrol ile karsilastirildiginda seliilaz aktivitesini ve stabilitesini hafifce

inhibe edilmistir.
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Yaptigimiz calismada ham enzimin depolanma sicakligini saptamak iizere ham enzimin
aktivitesi oda sicakliginda (RT), +4 °C’ de ve -20 °C’ de olmak iizere 15 giinde bir
aktivitelerine bakilarak depolama stabilitesi belirlenmistir. En iyi korunmanin -20 °C’de

oldugu saptanmis ve 120 giinde sadece %14 oraninda bir aktivite kayb1 olmustur.

Zdarta ve ark. (2017) seliilazin 4°C ve 25°C'de depolanma stabilitesi, enzimin aktivitesini
30 giin boyunca her 5 giinde bir dlgerek degerlendirmislerdir. 30 gilinliik depolamadan
sonra, 4°C’de aktivitesinin yaklasik %75 korurken, 25°C'de ise aktivitesinin yaklasik %40
korudugunu saptamislardir.

Islam ve ark. (2019) seliilaz enzimi, oda sicakliginda 28 giin depolandiktan sonra kontrol
aktivitenin (1.60 U/ml, %100) sadece %68'ini (1.10 U/ml) korudugunu rapor etmislerdir.

Li ve ark. (2019)nin seliilaz enzimini bir ay boyunca 4°C'lik bir buzdolabinda sakladig: bir
calismada, enzim aktivitesinin 7 gilinliik depolamadan sonra ilk seliilaz aktivitesinin
%72.7'sine diistiiglinii kesfettiler. 30 giinliik depolamadan sonra ise seliilaz aktivitesi

%56.8'1 korudugunu rapor etmislerdir.

Literatiirlerde gortldiigi gibi Bacillus tiirlerinden elde edilen seliilazlar ile ilgili ¢ok ¢esitli
sonuclar rapor edilmektedir ve bu da Bacillus tiirlerinin gesitli 6zelliklerde seliilazlar

tiretebildigini gostermektedir.

Yiin kumaslar pitrak denilen bitki atiklar icermektedir. Bu bitkisel atiklarin yiinlii
kumaslardan “yiin karbonizasyon™ denilen bir islem ile uzaklastirilmaktadir. Bu islemin
prensibi, seliilozu kolayca ¢ikarilabilen bir hidroseliiloza doniistiirmek ve bunun i¢in giiglii
bir asit olan stlfirik asit kullanilmaktadir. Kimyasal karbonizasyon yerine, seliilazlar gibi
enzimlerin kullanimi yiin lifi hasarini, atik yiikiinii ve enerji tiiketimini azaltmak amaciyla

arastirtlmaktadir (Gouviea ve ark. 2008).
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Bu calismada liyofilize edilmis seliilazin %100 yiinlii kumaslarda bulunan bitkisel atiklarin
giderilmesi incelemek {izere, yiin kumaglara seliilaz muamele ve el ile mekanik parcalama
uygulanmasindan sonra bitkisel atiklarin uzaklastirilip uzaklagtirilmadigi 151k mikroskop
gorlntiilemesi ile belirlenmistir. Yaptigimiz calismanin sonucunda kumaslarda bulunan
bitkisel atiklarin el ile mekanik uygulamasi sonucunda onemli Ol¢iide uzaklagmasini
saglanmistir. Diger yandan, genellikle endiistride bitkisel atiklarin uzaklastirlmasi
calismalar1 pH 4.0’de yapilmaktadir, ancak bu ¢alismada pH 7.0°de daha verimli sonug elde
edilmistir. Bu da etki enzimin yapisindan kaynaklaniyor olabilir. Bu konudaki ¢alismalar

detaylandirilarak enzimatik olarak bitkisel atiklarin tamamen giderimi yoluna gidilebilir.

El-Sayed ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir benzer ¢alismada bitkisel safsizliklarin
(seliiloz) islenmemis yiinden giderimi, seliilaz enzimleri kullanilarak gerceklestirilmislerdir.
Enzim uygulama yontemi, geleneksel seyreltik stlftrik asit kullanarak karbonizasyon
islemi ile karsilastirmislardir. Islenmemis yiin kumas: siilfiirik asit ile islenmesi, bitkisel
maddelerin yiinden neredeyse tamamen c¢ikarilmasiyla sonuglanirken, karbonize kumasin
gerilme mukavemeti, islenmemis yiin kumaslara gore azalmaktadir. Yiiniin 20 mL/L
selillaz (Biotouch L) ile islenmesi, bitkisel safsizliklarin yaklasik %75'ini ¢ikarmistir
(seliilaz 1isleminden sonra %1.05'e kiyasla islenmemis yiin tizerinde %4.0 safsizlik igerigi).
Seliilaz isleminden sonra gerilme mukavemeti, hicbir muamele edilmemis yiin (%13.88
cN/tex) ve karbonize yiin (%10.45 cN/tex) ile karsilastirildiginda gerilme mukavemeti
(%14.08 cN/tex) artmistir.

Bu ¢alismalar sonucunda yeni adlandirilan Bacillus substilis 171ES‘dan yiksek verimde
seltilaz enzimi icin yeni ve verimli bir modifiye tiretim ortami elde edilmistir. Enzim kismi
olarak saflastirilip karakterize edildiginde enzimin termofil ve diisiik Kn’e sahip olmasi gibi
onemli oOzellikleri nedeni ile endiistrinin farkli alanlarinda kullanim potansiyelini
arttirmaktadir. Ayrica ilk kez bu ¢alisma ile Tiirkiyede dogal kaynaklarindan izole ettigimiz
bakterinin yiinlii kumaslardaki bitkisel atik giderim potansiyeli ortaya c¢ikarilmistir.
Dolayisiyla, tekstil endistrisinde énemli bir yere sahip olan Tiirkiye’de seliilaz enziminin

genis capta iiretilmesi ve lilke ekonomisine katkida bulunmasi miimkiin olabilecektir.
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