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Bu calismada Van Golu ve Hazer Denizi su ve toprak numunelerinden ao-
amilaz ve CMCaz Ureten akalifilik, halofilik ve termofilik Bacillus sp. suslarinn
izolasyonu ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Bu amagla bakterilerin
besiyerlerinde Ureme ve enzim Uretme yetenekleri ve optimum sicaklik, pH, zamana
gore enzim aktivites, spesifik aktivite ve substrat spesifisitesi, degerleri
belirlenmistir. Son olarak tim bakterilerin toplam proteinlerine ait bant profilleri
SDS-PAGE ile belirlenmistir. Ayrica enzimlere ait aktivite bantlari da zimogram
analizi ile gosterilmistir.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF NEW BACTERIAL STRAINS
WITH PRODUCING FEED ADDITIVE ENZYMESUSED IN ANIMAL
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In this study, akaliphilic, halophilic and thermophilic Bacillus sp. strains
isolated and characterized from the soil and water samples collected from the Van
Lake and Khazar Sea. In this purpose, bacterial growth and enzyme production on
plates besides this optimum temperature and pH range, enzyme activity with respect
to time, specific activity and substrat specificity values of enzymes have been
determined. The protein band profiles of al bacterial strains have been determined
by SDS-PAGE. Besides this activity bands of enzymes have been determined by
zymogram analysis.
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1. GIRIS Vahid DANESH

1. GIRIS

Biyoteknoloji hayvansal Uretimde genis bir kullamm aam bulmustur.
Ozellikle besin degeri iyilestirilmis yem hammaddeleri ile hayvanlann
performansinin artirilmasi, birim hayvandan elde edilen Urtin miktarinin artirilmasi ve
hayvan sagliginin iyilestirilmesi biyoteknolojik uygulamalarin ana hedefleri
olmustur. Enzimlerin hayvan beslemede kullamilmaya baslanmas: ile yem
hammaddelerinin  basta kanathlar olmak Uzere ciftlik hayvanlarn tarafindan
sindirilebilirligi artms, yem maliyeti azalmis ve dogaya daha az atik salinim
saglanmistir (Bonneaua ve Laarveld, 1999).

Hayvanlarda yemden yararlanma yetenegini arttirmak amaciyla uygulanan
yontemlerden biris yemlerin sindirilme derecelerinin artirnlmasidir. Bu amacla
enzimler son yillarda, cesitli Ulkelerde yem katki maddesi olarak kullaniimaktadir.
Enzimler, canli hicreler tarafindan Uretilen ve spesifik biyokimyasal reaksiyonlarda
gobrev yapan biyokatalizorlerdir.

Enzimler sindirim sisteminde nisasta, protein ve yaglar parcalayarak
sindirimi  kolaylastirmaktadilar. Yem katki maddes olarak kullamlan enzimler
cogunlukla mantar ve bakteri kokenlidirler. Bunlardan proteaz, glukanaz, selilaz,
pektinaz, amilaz, fitaz ve lipaz gibi cesitli enzimler tek basina veya kombine olarak
karma yemlere katilmak suretiyle yem sanayinde kullamimaktadir (Karademir ve
Karademir, 2003). Yemlere enzim ilavesiyle hayvanlarin yeterince veya hig
salgilayamadiklari  enzimler saglanarak, yemlerdeki sindirimi gu¢ yapisal
karbonhidrat unsurlari ile diger organik ve inorganic unsurlardan daha iyi
yararlamlmasi, istenilmeyen kimi maddelerin  etkisiz hale getirilmesi
amaclanmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda kullamlan enzim preparatlarn  baslica
Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, ve
Sreptococcus faecium bakterileri, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus oryzae
ve Trichoderma reesei mantarlar ile Saccharomyces cerevisiae mayasindan elde
edilir (Mcallister ve ark., 2001). Bu mikrobiyal enzimlerin aktivitelerini basta

sindirim kanalinin pH’st olmak Uzere sicaklik, rutubet, ilave edildigi yemin
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kompozisyonu, verildigi hayvamin yasi ve turi gibi faktorler etkilemektedir. Yem
katkisi olarak kullanilan enzimler genellikle ince bagirsak kosullarinda (pH 5,5 —7,0)
yuksek aktiviteye sahiptir (Diler, 2007).

1.1. Ekstrem Mikroorganizmalar

Gelismeleri  icin ekstrem cevre kosullarina  gereksinim  duyan
mikroorganizmalar ekstremofiller ve bu mikroorganizmalarca Uretilen enzimler
ekstremozimler olarak adlandiriimaktadir.  Ekstremofiller, diger bir ¢ok
mikroorganizmanin yasayamayacagi ortamlarda gelisebilen mikroorganizmalardir.
Ekstrem cevre kosullar;; cok yiksek (55- 121 °C) ya da ¢ok disik (-2-20 °C)
sicaklik, yiksek tuzluluk (2-5 M NaCl) ve cok yuksek akali (pH > 8) ya da ¢ok
yuksek asitli (pH < 4) kosullardir. Cesitli ekstremofiller, yiuksek basing, yuksek
radyasyon ya da toksik bilesik iceren ortamlarda, yerytzinden cok derinde bulunan
kayalarda ya da su seviyesi ve besin miktann ¢ok diusik olan kuru ortamlarda
yasamlarimt  sirdurebilen mikroorganizmalardir (Madigan ve Marrs, 1997,
Rothschild ve Manicinelli, 2001). Ekstremofiller bu zor sartlara yapisal ve molekiler
dizeyde adapte olmuslardir. Ekstremofil mikroorganizmalar yasadiklari cevre
kosullarina gore; termofiller (thermophiles), halofiller (halophiles), pskrofiller
(psychrophiles), barofiller (barophiles), alkalifiller (alkaliphiles), metalofiller
(metalophiles) ve asidofiller (acidophiles) gibi isimlerle ifade edilmektedirler. Bazi
ekstremozimler ve uygulama alanlar1 Cizelge 1.1.’de verilmistir (Demirjian ve ark.,
2001).
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Cizelge 1.1. Baz1 ekstremofil gruplarca uretilen enzimler ve uygulama aanlarn
(Demirjian ve ark., 2001)

Ekstremofil Enzim Endustriyel uygulamalar
Termofil Amilazlar Tatlandiricilar igin glikoz ve fruktoz
(55- 113°C) Ksilanazlar Kagit beyazlatma

Proteazlar Firincilik, bira, deterjan

DNA polimerazlar | Genetik muhendisligi
Psikrofil Proteazlar Peynir olgunlastiriimasi, stt Gretimi
(-2-20°C) Dehidrogenazlar Biyosensorler

Amilazlar Deterjanlarda polimer degradasyonu
Asidofil (pH< 3) Sulfur oksidaz Komir destlfurizasyonu
Alkafil (pH> 8) Selulazlar Deterjanlarda polimer degradasyonu
Halofil - Poli (a-glutamik asit )(PGA) Uretimi
(2-5M NaCl) Poli (B-hidroksi butirik asit)(PHB)

dretimi

Barofil (Y Uksek TUm Jellerin ve nigasta grandllerinin
basing) mikroorganizma olusturulmast
Metalofil (Y Uksek Tdm Maden cevheri elde edilmesi,
metal mikroorganizma Biyomineralizasyon
konsantrasyonu)

1.1.1. Termofil (Sicak Seven ) Mikroorganizmalar

Termofil organizmalar termotolerant veya termofil, hipertermofil ve ekstrem

termofil olmak lzere U¢ grup icerisinde siniflandirilmaktadiriar (Sekil 1.1). 60-115°C

arasinda yasayan organizmalar genel olarak termofil seklinde adlandirilirlar. 80 °C

veya daha ylksek sicakliklarda yasayan organizmalar hiper termofil olarak

tammlanirken, 60-80°C arast ekstrem termofil, 50-60°C arasi termofil veya
termotolerant seklinde stmflandirilmaktadir (Arikan ve ark., 2003).
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Hipertermofiller
Ekstrem Termofiller Pyrodictium sp
Methanothermus Pyrolobus fumari
Thermococcus celer
Termofiller
B stearothermophilus
Mezofiller ;
E. cok
Psikrotroflar 5. aureus
Listeria monocytogenesf!
Psikrofiller ;
Polaromonas vaculate

Optimum

Okaryortik algler

Biiylime oram

Maksimum

-10 0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 120
Sicakhk

Sekil 1.1. Bakteri gelisimi ile sicaklik iliskisi (Anonymous, 2012a)

Son yillarda yapilan bir gok calismada, ekstremofil mikroorganizmalar iginde
en cok termofilik bakteriler dikkat c¢ekmektedir ve bunlann biyokatalitik
potansiyelleri ve enzimleri Uzerinde bir¢ok arastirma yapilmistir (Gomes ve Steiner,
2004). Termofilik mikroorganizmalarin mezofilik mikroorganizmalara gore, yuksek
Ureme hizlari, son Urindn kolay kazamlmasi, yiksek isleme stabilitesi ve verimi,
nisasta ve sellloz gibi dogal polimerleri dogrudan fermente edebilmeleri gibi 6nemli
avantgjlarn vardir. Yuksek sicakhiklarda (60-110 °C) gelisebilen termofilik
mikroorganizmalar, volkanik ve jeotermal kaynaklar oOrnegin, solfatarik aanlar
(yanardaglarin puskirmes sirasinda baslangici gosteren gaz tiitme bdlgeleri), nétral
sicak su kaynaklart ve deniz dibi sicak su kaynaklar v.b. yiksek sicakliga sahip
deniz ve karasa ortamlarinda dogal olarak bulunurlar. 50-60 °C arasindaki
sicakliklarda optimum olarak gogalabilen bu mikroorganizmalar ilimli termofiller
olup, bu mikroorganizmalarin bir ¢ogu; fungi, protozoa, alg, Streptomycetes ve
Cyanobacter gibi cesitli prokaryotik ve okaryotik taksonomik gruplara dahildirler.
60-80 °C arasindaki sicakliklarda gelisebilen ekstrem termofiller genellikle Bacillus,

Clostridium, Thermoanaerobacter, Thermus, Fervidobacterium, Thermotoga ve
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Aquifex cinderine aittirler. 80-110 °C arasindaki sicakliklarda gelisebilen
hipertermofiller; Aquifex ve Thermotoga cinsi bakteriler ile arke bakterilerden;
Desulfurococcus, Sulfolobus, Pyrodictium, Pyrobaculum, Thermoproteus,
Methanopyrus, Pyrococcus, Thermococcus, Methanococcus ve Archaeoglobus u
icermektedir. Bazi termofil aerobik ve anaerobik sporlu bakteriler, 1940 lardan dnce
sicak karasal ortamlarindan izole edilmiglerdir (Brock, 1986).

Yaklasik 20 yil Once, termal kaynaklardan spor olusturmayan aerobik
bakteriler elde edilmistir ve ilk termofil organizma olan ve 80 °C’'de optimum
gelisme gosteren Sulfolobus acidocaldarius (arke bakteri) izole edilmistir (Brock ve
ark., 1972). Ik olarak tammlanan, spor olusturmayan termofil anaerob bakteri
Methanobacterium ther moautotr ophicum' dur (Zeikus ve Wolfe, 1972).

Anaerobik termofiller, aerobik termofillere gbre daha c¢ok cesitlilik
gostermektedir ve ekstrem yuksek sicakliklarda gelistiriimeleri daha kolaydir.
Zorunlu anaerobik mikroorganizmalar yiksek tuz konsantrasyonu ve distik pH’da
adaptasyon gostermektedirler (Lowe ve ark.,, 1993). Distik sicakliklarda
aktivitelerini devam ettirebilen enzimler psikrofilik enzimlerdir ve ¢esitli endUstriyel
uygulamalarda kullamimaktadirlar. Termofilik enzimler ise proteazlara, deterjanlara
ve organik ¢ozlculerin etkilerine kars1 dayaniklidirlar (Sellek ve Chaudhuri, 1999).

1.1.1.1. Termofillerin YUksek Sicaklik Direnci

Mikroorganizmalar, diger tum canlilar gibi yasamak zorunda olduklar
ortama uyum saglar ve yasamlarini surdirdrler. Termofil mikroorganizmalarin diger
canlilar gibi aym enzimleri icerdikleri ancak bunlarin enzimlerinin daha termostabil,
proteoliz ve denattirasyona dayarnikli oldugu anlasilmistir (Kumar ve Nussinov,
2001). Termofillerin hiicre membranlarindaki doymus yag asitlerinin oraninin fazla
oldugu, yag asitlerinin hucre icin hidrofobik bir ortam olusturdugu ve yuksek
sicakliklarda yasayabilmek icin hiicreyi daha dayanikli hale getirdikleri anlasilmistir
(Herbert ve Sharp, 1992).

Bir ¢ok hipertermofilik bakteri iceren arkelerin hiicre duvarlarinda eter bagi

ile baglanmis yag aditleri bulunmakta, bu yapr doymus yag asitleri igeren
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membranlara gore daha yiksek sicakliklarda bile bozulmadan kalabilmektedir (De
rosa ve ark., 1994). Termofillerin DNA’ larinin pozitif siper sarmallar olusturan ters
DNA giraz icerdigi ve bu yapimin, DNA’nin erime noktasini yukselttigi ve bdylece
mikroorganizmay: daha yuksek sicakliklara dayamkli hale getirdigi saptanmustir.
Termofillerin ayrica, disllfit baglar: ve hidrofobik etkilesimler ile sicakliga dayanikli
hale gelebildigi belirlenmistir (Lopez, 1999; Kumar ve Nussinov, 2001).

Hipertermofilik bakteriler optimum olarak 80-110 °C arasinda gelisirler. Bu
organizmalar tarafindan sentezlenen enzimlerin (hipertermofilik enzimler) yapisa ve
fonksiyonel Ozellikleri yiksek sicakliklara dayanabilecek sekilde gelismistir ve bu
enzimler 70 °C’'nin Uzerinde optimum bir aktiviteye sahiptirler. Hatta bu enzimlerin
bazilar1 110 °C'nin Uzerinde dahi aktivite gosterebilmektedirler. Bunun yani sira
termofilik bakteriler ise genellikler 50-80 °C arasinda gelisim gostermekte olup bu
organizmalarca sentezlenen enzimler mezofilik ve hipertermofilik enzimler arasinda bir
sicaklik direnci gosterirler. Bu enzimlerin optimum sicaklik aktivitess 60-80 °C’dir.
Gerek hipertermofilik, gerekse termofilik enzimler tipik olarak 40 °C'nin atinda etkin
bir aktivite gosteremezler (Vieille ve Zeikus, 1996; Burg, 2003; Gomes ve Steiner,
2004).

1.1.1.2. Termostabil Enzimler

Termofilik organizmalardan elde edilen enzimler, termostabilites yuksek
enzimler olacaktir. Termostabil enzimler, genellikle sicak su ortamlar: ya da sira disi
karasal ortamlarda yasama uyum saglamis bakteri ya da arkea tlrlerinden izole
edilmektedir. Endustrinin hemen her aaminda kullamlan enzimler genellikle
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Cunkld mikroorganizma kaynakl
enzimlerin bitkisel veya hayvan kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok
yuksek olmasi, istenmeyen yan Urtin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari,
fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantgjlan vardir (Wiseman,1987). Ayrica
termostabil enzimlerin endistriyel islemlerde kullanilmalar: ile yiksek sicaklikta
bakteriyel ve viral kontaminasyon riski de azaltilmis olur. Termostabil proteinler
degisik denatire edici sartlara karsi yuksek tolerans gosterirler. Bu proteinler
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mezofilik proteinlere nazaran daha yuksek a heliks ve  tabakasi icerigine sahiptirler.
Ayrica bu proteinler cok yavas katlanma hizi gosterirler. Bu 6zelligin degisik
denattire edici sartlara kars1 dogal yapiy1 korumada 6nemli oldugu sanmilmaktadir.
Termostabil enzimler biyolojik olarak oldukca guc bir sekilde parcalanabilen ve
¢oziinmeyen cevresal kirleticilerin olusumunu da engeller (Fujiwara, 2002).

Termostabil proteinlerin  sicakliga dayaniklilik —stratejileri  mevcuttur.
Termostabil proteinler ve mezofilik olanlar1 benzer sekonder ve tersiyer yapilarina
sahiptir. Termostabil ve mezofilik proteinler arasindaki bircok karsilastirmal
analizler aminoasit iceriklerinin ve yan zincir etkilesimlerinin az oranda fakat agik
bir sekilde farkli oldugunu gostermektedir. Termostabil proteinler cok sayida yUkla
ve hidrofobik aminoasitleri ihtiva eder (Fujiwara, 2002).

Ticari olarak kullamlan enzimlerin %59 unu  proteazlar, %28'ini
karbohidrazlar (monosakkaritler, disakkaritler ve polisakkaritler), %3’ tni lipazlar ve
%10 unu ise diger enzimler olusturmaktadir. Karbohidrazlar grubuna giren a-amilaz
dretimi %13 ile 6nemli bir yer tutmaktadir (Wiseman, 1987). Agirlikli olarak
calisilan ekstrem termofilik ve hipertermofilik arkea ve bakterilerden elde edilen

biyoteknolojik agidan 6neme sahip termostabil enzimler Cizelge 1.2. ‘ de verilmistir.

Cizelge 1.2. Termofilik mikroorganizmalara ait bazi enzimlerin endustriyel
uygulamalar: (Demirjian ve ark., 2001)

Mikroorganizma Enzimler Uygulama
Amilazlar Tatlandinicilar icin glukoz,
[11ml1 termofiller (50-60°C) fruktoz hidrolizi
Ksilanaz Kagit beyazlatma
Beta-gal aktozidaz Sit ve siit Urdnlerinde laktoz
Termofiller (60-80 °C) hidrolizi -
Proteazlar Ekmekcilik

Deterjan sanayisi

Hipertermofiller (<80 °C) DNA polimerazlar Genetik mihendidligi
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1.1.2. Alkalifil Mikroor ganizmalar

Alkalifiller, akalifiller ve haoakalifiller olarak 2 gruba aynlirlar.
Alkdifillerin pH’'larinin 9.0 veya daha yukarida olmasi gerekmektedir. Dogada
ekstrem cevrelerde akalifilik mikroorganizmalar, nétrofilik mikroorganizmalar ile
bir arada bulunurlar. Alkalifil mikroorganizmalarin izolasyonunda kullamlan
besiyerlerinin bazik (alkali) olmas gerekir. Genel olarak pH 10.0 civarinda optimal
bluyume gosterirler. Bununla birlikte haloalkadifillerin blyime pH’larn da 9.0 ve
Uzerindedir. Ayrica haloakalifiller yiksek tuz konsantrasyonlarinda da Ureme
gostermektedirler (%33 w/v NaCl ve daha Uzeri). Alkalifiller notr topraklardan,
diskilardan ve hatta asidik topraklardan bile izole edilmislerdir. Haloalkalifiller cogu
dikkate deger oOrnekler, soda colleri ve soda golleri gibi akali cevrelerde
gorulmektedir (Horikoshi, 1999). Mikroorganizmalar degisik pH araligina gore Sekil
1.2 oldugu gibi siniflamirilabilir.

Ekstrem  Asidofiller Matrofiller Alkalofiller Ekstrem

asidofiller alkalafiller
. e TR e

Thiabacillis Fu la e Md Ll _Iq:l_'l‘:i sﬂ-th r' . Bﬂﬂ MW

pian L E. coll : :
Th npu-rmrj. ! & 1 Pm-l'ﬁ MFM . MW

0 I 2 3 4 5 & 7 ] 9 1l 12 13 14
pH

Sekil 1.2. Mikroorganizmalarin gelisebildikleri pH araliklarina gore simiflandiriimasi
(Anonymous, 20123)

1.1.3. Halofil Mikroorganizmalar

Halofilik kelimesi; halo, yunanca tuz, phil ise seven, arkadas anlamina
gelmektedir. Halofilik proteinlerin aktivite, kararlilik veya ¢6zinurltk icin ortamda
en az 2.5 M NaCl’a gereksinimi vardir. Tuza tolerangli protein treten 3 tip halofilik
organizma tammlanmustir. Bunlar sirast ile;

1- Aerobik halofil arkea
2- Anaerobik halofil metgjenik arkea
3- Halofil bacteria
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Bu mikroorganizmalar sitoplazmalarinda neredeyse doyma derecesine
yaklasan oranlarda KCl icerir (Madern ve Ebel, 2000).

Ekstremofilik mikroorganizmalarin, yiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan
dyeleri olan haofiller Gic domainde de (Archaea, Bacteria, Eukarya) yer almaktadir.
Horikoshi ve Grant, (1998) ve Kushner (1978)’ e gore; halofilik olmayanlar (0-1 M),
az halofiller (0,2-2,0 M), 1liml1 halofiller (0,4-3,5 M), ekstreme yakin halofiller (1,4-
4,0 M), ektsrem halofiller (2,0-5,2 M), haotolerantlar (0->1 M) ve degisken
halofiller (0->3 M) olarak scmiflandirilmislardir.

Halofilik mikroorganizmaar tuzlalar, hipersalin gol gibi bolgelerde
bulunurlar. Bu ortamlarda, Dunaliella (%10 w/v), Artemia salina, Ephydra gibi
Okaryotik organizmalar da yer alir. Bakteriler icerisinde ise %15 w/v tuz
konsantrasyonunun atinda biylyemeyen Salinibacter ruber son yillarda en ekstrem
halofilik bakteri olarak tarilanmustir (Horikoshi ve Grant, 1998). Halobacterium,
Haloferax, Haloarcula gibi genuslar ise Archaea domaininde yer alir ve bunlar tuzun
cokme noktasina yakin konsantrasyonlarda yasayabilirler (Horikoshi ve Grant,
1998).

Ekstrem halofilik mikroorganizmalar biyolojik tuza tolerangliligin model
organizmalaridir ve farkli sicaklik, tuz konsantrasyonlarinda optimum aktivite
gbsteren proteaz, lipaz, amilaz, DNaz, esteraz, selilaz, pullulanaz ve ksilanaz gibi
hidrolitik enzim kaynaklaridir. Halofilik mikroorganizmalarin izolasyonlar1 diger
ekstremofilik tlrlere gére daha kolaydir. Y Uksek tuz konsantrasyonuna sahip disik
miktarda organik madde iceren ortamlar ve aerobik, 1liman sicaklik (40°C) izolasyon
icin yeterlidir (Dyall-Smith, 2008) .

1.1.3.1. Halofillerin Biyoteknolojik Potansiyelleri

Ekstremofiller genellikle biyoteknolojik potansiyeli olan bir grup olarak uzun
zamandir galisiimaktadir. Bu grubun bir Uyes olarak halofiller diger ekstremofillere
gore kultivasyonunun kolaylig1 agisindan ve aspetik kosullara gereksinimlerinin daha
az olmasi agisindan 6nemli avantglara sahiptir. Halotolerant veya halofilik

mikroorganizmalar biyoteknolojinin cesitli  alanlarda potansiyel uygulamalara
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sahiptir. Bakteriyorodopsinin teknik uygulamalarinin bazilart  holografik depo
materyali, uzaysal 1sitk modulatorleri, optic hesaplama ve optic hafiza olarak
kullanmmudhir. Biyostirfektanlar ve ekzopolisakkaritler petrolin mikrobiyolojik geri
kazanimi konusunda ilgi gérmektedir. Diger kullanmis1 biyomalzemeler enzimlerdir.
ornegin; yuksek tuzda aktif olan yeni izomerazlar ve hidrolazlardir (Margesin ve
Schinner, 2001).

Diger ekstermofillere nazaran daha kolay kultire edilebilmeleri, aseptik
kosullara olan ihtiyacin az olmasi halofilleri ¢ok ¢alisan ekstremofilik bir grup olarak
ortaya gikarmaktadir. Ekstremofillere alinan patentlerin %20'si halofillerle ilgilidir
(Horikoshi ve Grant, 1998). Laboratuar kullammi agisindan halofilik arkea
Halococcus cinsine ait bir tirden elde edilen restriksiyon enzimine dair patent
alinmigtir. Cogu halofilik arkealar yiksek miktarda tuzlu ortamda aktivite gosteren
amilaz, amiloglukozidaz, proteaz ve lipaz gibi ekzoenzim Uretir. Boyle enzimler ise
yuksek tuz iceren ortamlarda parcalanmas gereken makromolekiller igin bir
kullamm alanmi olusturur (Oren, 2002). Gegtigimiz yillar igerisinde biyoteknoloji
endustrisinde halofil enzimlerinden endonikleazlar hari¢c diger enzimler pek ilgi
gormemistir. Halofil enzimleri daha ¢ok bilimsel ¢alismalarda gen kaynagi olarak
kullamlmis ve enzim ile ilgili genler degisik vektorlerde eksprese edilerek yapi ve

fonksiyon iliskileri incelenmesinde kullanlmistir (Horikoshi ve Grant, 1998).

1.2. Yem Katki Maddeleri

TUm dinyada hayvan beslemede kullanlan yemlere ¢esitli amaclarla bir cok
katki maddes katilmaktadir. Kendileri tek basina bir yem olarak kabul edilmeyen bu
maddeler, et-siit ve yumurta verimleriyle yem tiketimi ve yemden yararlanmayi
arttrmanin yaninda, yemin tadini iyilestirme, yemin peletlenmesini kolaylastirma,
yemlerin ve Urlnlerin kalitesini iyilestirme gibi bir ¢cok yararlar saglar. Yem katki
maddelerinin  bir kistu dogal ve zararsiz olmasina karsin, ¢ogu sentetik
kimyasallardan olusur ve dikkatli kullanilmazlarsa, hayvanlarda ve hayvansal

urdnleri tiketen insanlarda ciddi saglik sorunlar: yaratabilir.

10
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Y em katki maddeleri;
- Yemden yararlanmay: artirmak,
- Elde edilen hayvansal Urlnlerinin miktar ve kalitesini yikseltmek,
- Hayvanlar saglikli tutmak ve
Elde edilen Urinin birim maliyetini daha dustk dizeye indirmek amaciyla
kullamlan maddelerdir (Erkek ve ark., 1996; Yacin ve ark., 1996).
Uygulamalarda kullarilan yeni alternatif katki maddeleri enzimler, organik
asitler, probiyotikler, oligosakkaritler ve bitki ekstraktlaridir. Bu katki maddelerinin
etki mekanizmalar: Cizelge 1.3.”de verilmistir.

Cizelge 1.3. Son yillarda kullammi yaygilasan yem katki maddeleri

Katki maddesi Etki mekanizmasi
Enzimler Polisakkaritleri anti-besleme etkilerini elimine etmek
Probiyotikler Gastro-intestinal sistemde mikrofloray: diizenlemek
Organik asitler Bakteri gelisimini inhibe etmek
Oligosakkaritler Gastro-intestinal sistemde mikrofloray: diizenlemek
Bitki ekstraktlar Bakteriostatik etki, bagisiklik sistemini guclendirici etki
1.2.1. Enzimler

Enzimler, karbon, oksjen, hidrojen ve azottan olusan, hicrelerde
biyokimyasal reaksiyonlar: katalize eden, biyokimyasal olaylarin vicutta yasam ile
uyumlu bir sekilde gergeklesmesini saglayan biyolojik sistemlerin reaksiyon
katalizorleridirler. Biyolojik katalizorler olarak da tarumlanan enzimler, bedeyici
moleklllerin yikildigi, kKimyasal enerjinin depolandigi ve seklinin degistirildigi, basit
prekirsorlerden biyolojik makromolekiillerin yapildigi metabolik yollarda yizlerce
reaksiyon basamagim katalize ederler. Enzimler katalizor olarak, kimyasal
reaksiyonlart hizlandirmada ve bir molekilu diger bir molekile donlstirmede
kullamlir. Bu islevi enzim kendis degisiklige ugramadan yerine getirir (Karademir
ve ark., 2002; Nelson ve Cox, 2004).
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Enzimlerin bazilari basit proteinlerdir. Bunlarin katalitik etki gdsteren
kisimlar1 dogrudan dogruya proteinin polipeptid zinciridir. Bazi enzimlerin ise
katalitik etki gosterebilmeleri icin proteinden baska metal iyonuna;, bazilarimn
protein olmayan organik bilesige, bazilarinin da hem metal iyonuna hem de organik
bilesige ihtiyaclar1 vardir. Bu iyon ve bilesiklere genel olarak kofaktor denir (Ziyan,
1998).

Enzimin etki gosterdigi maddeye ‘substrat’ adi verilir ve enzimin
adlandinlmalar: etkiledigi maddenin isminin sonuna —az (-ase) eki getirilerek
yapilir. BUtun enzimlerin sifresi genler tzerindedir. Dolayisiyla amino asit dizilimi
kendine 6zgurdir. Dogada her metabolik reaksiyon enzimler tarafindan kontrol
edilir. Enzim reaksiyon sirasinda degisiklige ugramadan yapisini korur ve baska bir
substrat ile tekrar reaksiyona girer. Kimyasal katalizor maddelerin buyUk ¢ogunlugu
bircok reaksiyonu katalizleyehilir.

Bir enzim molekllt genel anlamda globiler yapida bulunur ve molekdl ici
veya arasi baglar ile sekonder ya da tersiyer yapida tutulur. Proteinlerin bu yapilar
sicaklik ve pH'daki degismeler ile bozulabilir. Bu yuzden, bir enzimin katalitik
aktivites pH ve sicakliga duyarhidir. Sicakligin yiukselmesi, reaksiyona girecek
molekullerin kinetik enerji ile ylklenmesini saglar. Boylece etkilesime girecek
molekullerin reaksiyon icin karsilasma sansimt  artirir.  Enzim - molekdlintin

mekanizmasi Sekil 1.3.’de gosterilmistir.

Erzim + Substrat —= Enzim - Subslrat == Enzim + Orin

N2 Tl e

Madde Erwim - Substrat
(Bubstraf) kompleksi

Sekil 1.3. Enzim-molekil mekanizmasinmn gérinimi
Her enzimin katalitik aktivitesinin en yiksek seviyede oldugu bir sicaklik

degeri vardir. Buna optimal sicaklik denir. Bu degerden yuksek sicakliklarda enzim

yapist molekdl ici veya arasi baglarin kopmast sonucu bozulmaya baslar. Aym
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zamanda her enzimin en iyi calistigi bir pH araligr (optimum pH) mevcuttur. Bu,
enzimin molekdl yamsinin pH’daki degisime bagli olarak etkilenmesinden
kaynaklanmaktadir (Aehle, 2004).

Katalitik RNA molekillerinin  kicuk bir grubu hari¢ bitin enzimler
proteindirler. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonlarinin
butinlGgtne baglidir; bir enzim denatiire edilirse veya alt Unitelerine aynistirilirsa
katalitik aktivites genellikle kaybolur; bir enzim amino asit komponentlerine
yikilirsa katalitik aktivites daima bozulur. Bu nedenle enzim proteinlerinin primer,
sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilari, katalitik aktiviteleri icin esastir. Enzimler,
diger proteinler gibi 12.000'den 1.000.000 Uzerine kadar degisen molekiler agirliga
sahiptirler (Nelson ve Cox, 2004).

Enzimlerin yem katki maddesi olarak kullamlmasiyla, hayvanlarin yeterince
veya hi¢ salgilayamadiklart enzimlerin saglanarak yemlerin sindirilme derecelerinin
artinlmasi, sindirimi gii¢ olan ham seliloz ile diger organik ve inorganik besin
maddel erinden dahaiyi yararlamilmasi amaglanmaktadir (Demirel ve Gurbtiz, 1999).

Enzimler proteini, nisasta ve yaglarnn pargaliyip sindirimini kolaylastirirlar.
Yem katki maddesi olarak genellikle mantar ve bakteri kokenli enzimler
kullamimaktadir. Enzim preparati olarak proteaz, glukanaz, seliilaz, pektinaz, amilaz,
fitaz ve lipaz gibi cesitli enzimlerin karma yemlere tek bir tanes ilave edilebildigi
gibi birkacinin katilmast da mumkindir. Enzimlerin - yemlerin - sindirilme
derecelerini, metabolik enerji degerlerini artirarak bu sayede yemden yararlanmayi
artirchklar yapilan calismalarla ortaya konmustur (Sevgili ve Ozen, 1999). Yem
katki maddes olarak kullamlan enzimler, substratlar ve etkileri Cizelge 1.4. 'de

verilmistir.
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Cizelge 1.4. Y em katki maddesi olarak kullamlan enzimler (Ozen, 2007)

Enzimler Substrat Etkis
Gluk Bagirsak viskozitesini azaltir; althik kalitesini
p-Glu anaz Arpaveyulaftaki | ve yemden yararlanmay: iyilestirir; yumurta
(CMCaz, Likenaz) R S
B-glukan tavuklarinda yumurtakirliligini azaltir.
Busday ve Bagirsak viskozitesini  azatir; yemden
Ksilanaz yulgafta)l/d yararlanmayr  arttinr;  athk  kalitesini
pentozanlar iyilestirir .
Pektinaz Yemlerdek Bagirsak viskozitesini azaltir.
pektin
Sdlillaz Y emlerdeki Seltilozu parcalayarak diger besin
sellloz maddel erinin ortaya gitkmasint saglar.
Proteaz Bitkisel proteinler | Protein sindirilebilirligini arttirir.
o -Amilaz Nisasta Endojen enzimleri destekler; nisastadan
yararlanmayi arttirir.
. Soya
o-Galaktosidaz oligosakkaritleri Enerjiden yararlanmay arttirir.
Fitaz Fitik asit Bitkisel fosfattan yararlanmay: arttirir

Mikrobiyal enzimlerin aktivitelerini basta sindirim kanalimn pH’st olmak
Uzere sicaklik ve rutubeti etkilemektedir. Enzimler genellikle ince bagirsak pH’si
kosullarinda (pH: 5.5-7.0) yUksek aktiviteye sahiptirler (Alp ve ark., 1999).

Her enzim farkli bir madde Uzerine etkilidir. Bu nedenle yemlere enzim
ilaves yapilirken rasyon bilesimine gore segim yapilmalidir. Arpave gavdar agirlikli
kanatl: yemlerinde glukanazlarin (Demirel ve Gurbiz, 1999) yiksek dizeyde ham
seltloz iceren kalitesiz kaba yemlerde sellilazlann, yiksek oranda nisasta iceren
kuzu-buzag: baslangi¢ yemlerinde amilazlarin kullanimi faydalidir. Enzim kullamm
yem maddelerinin sindirimini artirirken metabolizable enerji (ME) degerlerini de
artirmis olur (Coskun ve ark., 2000).

Gen¢ hayvanlarda enzim sistemi yasla birlikte gelismektedir. Bu nedenle

genc hayvanlarda disaridan verilen lipaz, amilaz, proteaz gibi enzimler etkili
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olmaktadir (Demirel ve Girbtiz, 1999). Enzimlerin etkisini belirleyen diger bir faktor
hayvanin turtdir. Enzimler kanatlilarda diger tirlere gore, daha etkin sekilde
kullanilmaktadir. Kanatlilarda besinlerin sindirim sisteminden gegis hizi yuksektir
(Erguin, 2001). Ruminantlardaki gibi gelismis bir mikrobiyal sindirime ve bitki hiicre
duvarini parcalayacak enzimlere sahip degillerdir. Dolayisiyla besin maddel erinden
yeterince faydalanamazlar (Sevgili ve Ozen, 1999). Enzimler genel olarak yemlerin
sindirilebilirligini arttirmak suretiyle, yemden yararlanma yetenegini yukseltmek
amaciyla kullanilmaktadr.
Enzimilavesi ileg;

-Tahil tanelerinin  hicre duvarindaki sindirilemeyen polisakkaritlerin

parcalanmast saglamir (Demirel ve Gurbuiz, 1999).

-Bu polisakkaritlerin artirdigr bagirsak viskozitesi dusdrdlr, altlik kalitesinin

olumsuz etkilenmesi dnlenir (Coskun ve ark., 2000).

-Yemlerin sindirilebilirligi ve metabolik enerji degerleri yukseltilir (Demirel

ve Gurbuiz, 1999).

-Y emden yararlanma yetenegi artirilhir (Sevgili ve Ozen, 1999).

- Fosforun yararliligi artirilir (Ceylan ve ark., 1999).

1.2.1.1. Nisasta ve Amilazlar

Nisasta, hemen hemen bitin bitki hiicrelerinde bulunmasina karsin, bitkisel
tohumlar, yumru kokler nisastaca daha zengindir. Depo polisakkarit olan nisasta
glukoz monomerlerinden olusan bir homopolisakkarittir (Kalaycioglu ve ark., 2000).

Nisasta soguk suda ¢oztiinmeyen grantller formunda olup, organizmalar igin
depo materyali olarak bitki hiicrelerinde depolanan 6nemli bir karbonhidratir. Misir,
patates, piring ve bugday gibi birgcok hububatin ana bilesenidir (Polaina ve MacCabe,
2007).

Nisasta suda coztinmeyen granlller halinde plastidierde bulunur. Bu
granullerin buyuklugl, sekli ve kompozisyonu bitkinin cinsine, bulundugu organa
veya bitkinin icinde bulundugu biiyiime evresine gore degisir. Ornegin bugdayda

granul ¢apr 10 um'den kigik olanlar ve 10-35 um arasinda olanlar olarak iki farkl
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tip bulunurken, patateste ¢apr 5-100 um arasinda degisebilen tek tip grandl vardr.
(Smith, 2001).

Amilazlar, endoamilazlar ve ekzoamilazlar olmak tzere iki gruba aynlirlar.
Endoamilazlar nisasta molektlinin i¢c kismim rastgele noktalardan parcalar ve
degisik zincir uzunlugunda diz ve dallanmis oligosakkaritleri olustururlar.
Ekzoamilazlar ise, nisasta molekilini indirgen olmayan ucundan parcalarlar.
Guniimuzde nisastayr degisik Urtinlere pargalayan bir¢cok enzim bilinmektedir (Gupta
ve ark., 2003).

Nisasta ekstraksiyon ve fraksiyonlama ile iki farkli maddeye parcalanr:
Amiloz ve amilopektin. Nisasta grantilleri amiloz ve amilopektin olarak adlandirilan
a-D-glukoz birimlerinden meydana gelmis iki tip molekilden olusmaktadir. Amiloz,
glukoz birimleri arasinda o-1,4- glikozidik bag ile baglanmasindan olusan ve
dallanma gostermeyen diz bir yapidadir. Amilopektin ise glukoz birimleri arasinda
a-1,4 baglantisina ilaveten a-1,6-glikozidik dallanma bag noktalarimi da icermektedir
(Sekil 1.4). Amiloz ve amilopektin icerigi bitki tlrlerine baglichr. Ornegin, bugday
nisastast yaklasik %25 amiloz icerirken, musir nisastast %97-99 oranminda
amilopektine sahiptir (Polainave MacCabe, 2007).

CH,OH
0,
CH,0H CH,OH ol e
0 0 0 .
1 4 0
o-\{H e INPH 0- CH,OH sCH,OH
OH OH 0 0
1 ]
5 N&H x K oH i
OH OH
Amiloz Amilopektin

Sekil 1.4. Amiloz ve amilopektin glukoz polimerleri

1.2.1.1(1). Nisastayr Par calayan Enzimler

Amilazlar, nisasta molekillindeki dekstrin ve sekerlerin 1,4 glikozidik

baglarint parcalarlar. Endustride kullamlan amilazlar  bakteri ve mantar
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kalturlerinden Uretilmektedir. Amilazlarin o ve p olmak tzere iki farkl: tirevi vardir.
a-Amilaz enzimi nisasta zincirlerindeki o —1,4 glikozidik baglar1 parcalarken, -
amilaz enzimi ise zincirin sonundaki indirgenmeyen maltozu parcalar. Baz
aminoglikozidazlar ise zincirin sonunda kalan glikoz artiklarini hidrolize ederler
(John ve Sons, 1998). Amilazlar nisastayr pargalama mekanizmasina gore siniflara
ayrilirlar:

a) a-Amilazlar (E.C. 3.2.1.1): a-Amilazlar nisasta polisakkaritini rastgele
parcalayarak, dekstrinler, oligosakkaritler ve monosakkaritler meydana getirir (Gupta
ve ark., 2003). Nisasta molekultindeki amiloz zincirinin a-1,4 baglarina rastgele etki
ederek son Urin olarak 1/10'u glikoz ve 9/10'u maltoz olan bir karisimi meydana
getirir. a-Amilazlar 1,6 glikozidik bag ile karsilastiginda bu baga etki etmeden gecer.
Amilopektin hidrolizi sonucunda glikoz ve maltoza ek olarak bir dizi dalli sinir
dekstrinler olusmaktadir. Dort veya daha fazla glikoz igerikli bu dekstrinler orijinal
yapinin 1,6 glikoz baglarint icermektedir. Belirli sayida glikoz Unites kalinca
dallanma noktasina amilazlar etki edemediginden bu dekstrinlere simir dekstrin (limit
dekstrin) denilmektedir. Nisastanin enzimatik hidrolizi sonunda olusan drinler o-
optik konformasyonu gosterdiginden bu enzimlere a-amilazlar denilmektedir. Ayrica
bu enzimler nisastamin i¢ kisimlarindaki o-1,4 baglarina etki yaptiklart igin
endoenzimlerdir (Aiyer, 2005).

b) p-Amilazlar (E.C. 3.2.1.2): Nisasta molekulinin indirgen olmayan ucunda
arch ardina gelen maltoz birimlerini uzaklastiran enzimlerdir. Etkileri, B-1,6 baglarina
gelince durur. Boylece sinir dekstrinler meydana gelmektedir. Hidroliz sonucu agiga
cikan trtnler B-optik konformasyonu gosterdiginden bu enzimlere de f-amilazlar ach
verilmistir. Genel olarak p-amilazlar nisastamn dis kismuindaki 1,4 baglarina etki
ettikleri icin ekzoenzimlerdir. a-amilaz ve B-amilaz ile birlikte kullandiginda nisasta
maltozaindirgenir (Aiyer, 2005).

¢) Amiloglikozidazlar (Glikoamilazlar) (E.C. 3.2.1.3): Glukoamilaz olarak da
adlandirilan bu enzim genel olarak funguslar tarafindan olusturulmaktadir. Nisasta
zincirinin ucundaki indirgen olmayan kisimdan, ardisik olarak glikoz birimlerini
uzaklastiran bir ekzoenzimdir. Amiloglikozidazlarin Urin olarak sadece glikoz
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olusturmas: bu enzimleri, a- ve B- amilazdan ayirmaktadir. Hem a-1,4 baglarim
etkiler hem de yavas bir hizladaolsaa-1,6 baglarint hidroliz eder.

d) Pullulanazlar (E.C. 3.2.1.41): Substrat molekiltnin sadece a-1,6 baglar
Uzerinde spesifik aktivite gosterdikleri icin ‘simir dekstranazlar' olarak da
adlandirilirlar (Aiyer, 2005). Pullulanazlar, glukoz ve maltoz verimini artirirlar.

e) a-Glukozidazlar (E.C. 3.2.1.20): Amiloz ve amilopektinin parcalanma
urdnleri olan kisa zincirli oligosakkaritlerdeki a-1,4 baglarint hidroliz ederek serbest
glikoz birimleri olusturan enzimlerdir (Aiyer, 2005).

f) CGTazlar (Siklodekstrin glukanotransferaz) (E.C. 2.4.1.19): Nisastayi,
siklodekstrin adi verilen ve 6,7 veya 8 glikoz Unitesinden olusan siklik D-glikozil
birimleri olusturan enzimlerdir. Bacillus macerans amilazlari bunlara 6rnektir
(Aiyer, 2005). Amilotik enzimler ile bu enzimlerin nisastay: hidrolizi sonucu agiga

cikan drunler Sekil 1.5.” de verilmistir.

4 % G,
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/ Ty \E}
AT T CGTaZ
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a-amilaz :,J'\ O*DUr b d"
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"J b-amilaz a-glikozid az

a-limit dekstrin { hranching/
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) of maltazve  dlikoz %" qC _#maltnz
glikoz  MAatoZ et uq_‘ ; i
dekstrin “’ G.
lineer 8 olikoz
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Sekil 1.5. Amilotik enzimlerin nisastayi hidrolizi ve agiga cikardiklari Grinler
(Bertoldo ve Antranikian, 2002)
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1.2.1.1(2). Yem Katki Maddes Olarak Amilaz Enziminin Kullanim

Y Uksek dizeyde ham seliloz (HS) iceren kalitesiz kaba yemlerde fibrolitik
enzimlerin, yiksek oranda nisasta iceren kuzu-buzagi baslangic yemlerinde
amilazlarin  kullanmminin - yemlerdeki  sindirimini, yemlerdeki mevcut besin
maddelerinin emilimini ve ME degerlerini artirdigi ifade edilmektedir (Karademir ve
Karademir, 2003) sltten kesimdeki domuzlarda pankreasta amilaz ve proteaz
dretiminin distigtl ve domuzlarin sitten kesim sonrasi yemlerine bu enzimlerin
ilaves faydalidir (Godfrey ve West, 1996). Ruminantlarda nisastanin rumen yerine
ince bagirsakta hidrolizi asidoz riskini azaltmaktadir. Fakat hidrolize olmamus
nisastamn kolon (kalin bagirsak) ve sekuma (kor bagirsak) ulasmast durumunda
hayvan nisastadan yeterince faydalanamadigi gibi fermentatif asidoza da sebep
olabilmektedir (Channon ve Rowe, 2004). Kimes hayvanlarinda ise pankreatik
amilaz ve proteaz Uretiminin kuluckadan cikistan sonra hizla gelismesine karsilik
blyUmenin ilk 10 gununde bu enzimlerin eksikligi gozlenebilmektedir (Nir ve ark.,
1993). Canogullar1 (1999) misir ve soya fasulyesi kispesine dayali etlik pili¢ karma
yemlerinde %0.1 dizeyinde a-amilaz enzimi kullamminin, kuru madde tiketimi,
canli agirlik kazanci, but ve goglsteki deri ve yag oranlart bakimindan daha kaliteli
karkas elde edilebilecegini bildirmistir. Yine benzer bir calismada amilaz ve asit
proteaz enzimlerince takviye edilmis rmisir-soya yemlemes ile civcivlerin canl
agirhik kazancinin %20, yemden yararlanma orammn ise %5 dizeyinde arttigi
bildirilmistir (Kobayashi ve ark., 2002). a-Amilaz enzimi de igeren ticari enzim
karisimlar: ile yapilan bir calismada ise et¢i tavuklarda canli agirlik ve yemden

yararlanmada bir artis meydana geldigi bildirilmistir (Alam ve ark., 2003).
1.2.1.2. Seliloz ve Selulaz (Glukanaz) Enzimleri
Dunya tzerinde en ¢ok bulunan dogal organic kaynak olan seltiloz, bitkisel

kaynakli olup basit bir disakkarit olan sellobiyoz tekrarlanan Unitelerinden
olusmaktadir. Seltloz fibriler yapida, sert bir madde olup, bitkilerin hiicre duvarinda
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yer almakta ve bitki biyokitlesinin yaklasik %40 1 olusturmaktadir (Niehaus ve
ark., 1999).

Seliloz, nisastadan farkli olarak diz bir zincir seklinde olup herhangi bir
sarmal yapr gostermez. Seltloz zincirleri hidrojen baglar ile baglanarak bir arada
tutulurlar. Bazi durumlarda seliloz neredeyse saf olarak bulunur. Birgok durumdaise
seliloz lifleri hemiseliloz ve lignin gibi diger yapisal biyopolimerler arasina
katilabilmektedir. Selilozun Onemli bir Ozelligi, diger polisakkaritlerden farkl:
olarak kristal yapi olusturabilmeleridir (Bhat, 2000).

Y aklasik 15,000 glikoz biriminin 3-1,4-glikozidik baglar ile linear bir sekilde
baglanmasi ile olusan selllozun suya kars1 afinitesi yiksek olmasina ragmen, suda
hi¢ ¢ozinmemektedir. Selilozu hidrolize eden selllaz enzimleri blyUk olclde
fungus ve bakterilerden elde edilmekte ve cesitli biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmaktadir (Niehaus ve ark., 1999). Selilozu parcalayan selllaz enzimleri
ekzoglukanazlar (sellobiyohidrolazlar, CBH, (E.C. 3.2.1.91)), endoglukanazlar
(endo-B-1,4 glukanaz, CMCaz, (E.C. 3.2.1.4)) ve B-glukozidazlar (E.C. 3.2.1.21)
olmak Uzere U guruba ayrilirlar (Lynd ve ark., 2002).
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Sekil 1.6. Selllazlarin selllozu hidroliz mekanizmasi (Nousiainen ve Buchert, 2004)
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a) Ekzoglukanazlar (Sellobiyohidrolazlar (CelloBioHydrolase CBH):
Selliloz polimerinirini bltin halinde veya endoglukanazlar tarafindan parcalanan
bolgelerdeki ara Urtnlerin uclarindan parcalamaya baslarlar (sekil 1.6). Son Grtnleri
sellobiyozdur. Bu grup enzimlerin i¢ kisimlarinda tineli andiran bir bosluk
bulunmaktadir ve seliloz polimerinin ucunu bu bosluk icine aarak aktivite
gosterirler.

b) Endoglukanazlar (endo-g-1,4 glukanaz, CMCaz) (E.C. 3.2.1.4): Sellloz
polimerinin orta kismindan (genelde amorf bolgeden) saldirir ve parcalarlar. Son
urdnleri sellobiyozdur. Bu grup enzimlerin oyuklar vasitasiyla polimeri kavradiklari
ve parcaladiklart bildirilmektedir. Bazi endoglukanazlar ise seliloz baslayict
moduller (CBM, Cellulose Binding Modul) vasitasiyla seliloz polimerine
baglandiktan sonra polimeri parcalama islemini gerceklestirirler. Bu grubun
aktivites daha yuksektir.

c) Betaglukozidazlar (BGL) (E.C. 3.2.1.21): Ara Urin olan sellobiyozlar
glukoza pargalarlar. Aspergilus tirlerinin -glukozidazlari, ortamda olusan glukozla
inhibe olmazken Thrichoderma reesel B-glukozidazlari ortamda olusan glukoz ile
inhibe olurlar (Lynd ve ark., 2002). Seltlozun selllaz enzimlerince glukoza kadar
parcalanmasinin sematik modeli Sekil 1.7’ de verilmistir.

"-_i,-:ll']c-_{

Amorf vap1

Exosellchiohimolaz \ / Endoghikonaz

Selilloz (rilf.um:'l et

Exoghikosidaz Exosellobiolidrokz
E';t:]lc.nhiu/

[f-Ghikosidaz

Ghikos

Sekil 1.7. Selilozun selulazlar yardimiyla glukoza kadar parcalanmast (Duran ve
Korkmaz, 1999)
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1.2.1.2(1). Yem Katki Maddes Olarak Selilaz Enziminin Kullanim

Hayvan yemlerine enzim katilmasi ile ilgili ilk uygulama 1980 yilinda
Finlandiya' da yapilmistir. B—Glukanaz enziminin arpadan Uretilen tavuk yemlerine
karistirlmast ile birlikte, 6zellikle tavukguluk sektdriinde enzim kullammi dnemli
boyutlara ulasmistir. Bu uygulamayr domuz yemleri izlemistir. Ruminantlar
uygulamanin nispeten daha az gerceklestirildigi sektdr olmustur. Hayvan yemi
dretiminin boyutlar1 disunuldigt zaman enzimler igin ¢ok biydk bir potansiyel
ortaya cikmaktadir. Tek mideli hayvanlarin besinlerinde suan yaklasik %10’ [uk bir
uygulama soz konusudur (Wolfgang, 2004).

Ozellikle hayvan yemi Uretiminde tavukculuk sektoriiniin hizli gelisimine
paralel olarak yem gereksinimi 6nemli boyutlara ulagsmistir. Tavuk yemi Uretiminde
ana hammadde olarak misirdan yararlamimakla birlikte bugday, arpa ve cavdar da
kullanmlmaktadir.

Misir yerine aternatif yem hammaddes olarak arpa 6n plana gkmaktadr.
Tavuklarda arpada bulunan B-glukam [B(1,3)(1,4) glukan] parcalayacak enzim
sistemi yeterince gelismedigi icin yem uUretiminde enzim kullammi zorunlulugu
ortaya gikmustir. Ozellikle glukanaz ve ksilanaz enzimi bu konuda 6n plana
cikmaktadir (Wolfgang, 2004).

B—Glukan p-1,3 ve p-1,4 seklinde baglanmis lineer glikoz birimlerinden
olusur. Likenaz enzimi bu baglarin hem B-1,3 hemde B-1,4 baglarin kopartarak etki
gosterir. Bakteriler arasinda Cellulomonas sp., Bacillus sp. ve Thermoactinomyces
sp. ekstraselUler selllolitik akviteye sahip organizmalarnt olusturur. Mantarlar
arasinda Trichoderma reseali en dnemli seltlaz Ureticisidir. Arpamin yaklasik %3-4' U
B-(1,3)(1,4) glukandan olusmaktadir. B-(1,3)(1,4) glukan tavuk ve domuzlar
tarafindan sindirilemedigi icin sindirim sisteminde viskos bir yap1 olusmakta ve
diskimn yogunlugu artmaktadir (Wolfgang, 2004). Ruminant ve monogastrik
hayvanlar yemlerinde sindirilebilirligi  artirmak amaci ile, lignoselUlozik
materyallerin ~ 6n  islemden  gecirilmesinde, hububatlarin  kabuklarindan
arindirilmasinda, ruminant ve monogastrik hayvanlarin seltilozda yararlanmalarin

artirmak icin silg) yapiminda [B(1,4) glukanaz] kullanlirlar.
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1.3. Bacillus Turlerinin Genel Ozdlikleri

Bacillus hicreleri comak sekilli, diz veya hemen hemen dize yakin, ¢cogu
olumsuz ortam kosullar1 icin ¢ok direncli, endospora sahip, acik havada spor
olusturmasi engellenmeyen, gram pozitif, peritrik kamcili, aerobik veya fakuiltatif
anaerob bir bakteridir. Birgok tirinde hicre duvan capraz baglarla bagh
mezodiamino pimelik asitten olusur (Ozgelik, 1995). Cogunlukla mezofilik olmakla
birlikte psikrofilik ve termofilik turleri de vardir (Ayhan, 2000).

Veetatif hicreler, tek basina veya zincir seklinde bulunabilir. Yuvarlak veya
koseli sekilde biten hicrelerin buyukltkleri 0,5%x1,2 pm'den 2,5x10 pm'ye
degismektedir. Hlcreler, Gram-pozitif boyanir, ancak bazilar1 kiltirin yasina bagli
olarak Gram- negatif reaksiyon verebilirler (Rosovitz ve ark, 1998).

Optimum biytme sicakliklart 25°C ile 37°C'de arasinda degismektedir.
Ancak termofilik ve psikofilik turleri 75°C’ den daha yuksek ve 3°C’ den daha disUk
sicaklik derecelerinde blyiyebilme yetenegine sahiptirler. Bazi tirleri 2 ile 10
arasinda degisen alkali ve asidik ortamlarda gelisebilirler (Sneath, 1986).

Bacillus tdrlerinin  koloni  6zellikleri cevresel sartlara bagli olarak
degismektedir. Besiyeri ¢esidi, koloninin yas1 gibi 6zeliklere gore, yan seffaf, opak,
diizguin ya da purtzlt koloniler gorulebilir. Koloni renkleri kreme yakin beyazdan
sariya dogru olabilir (Sekil 1.8). Cogu Bacillus turti pigment olusturmaz, ancak baz
turler farkli bes yerlerinde sar, yesil, mavi-siyah v.b pigmentler Uretebilirler
(Rosovitz ve ark, 1998; Sneath, 1986).

B. megaterium B. mycoides B. subtilis
Sekil 1.8. Baz1 Bacillus tirlerine ait koloni sekilleri (Rosovitz ve ark, 1998)
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1.3.2. Bacillus Turlerinin Genetik Yapist

Bacillus genetigi calismalarinda siklikla kullanilan B. subtilis turd oldukcaiyi
tammlanmis olup, genom biyukltgunin 4,2 Mbp oldugu ve 4100 protein kodlayan
genicerdigi bildirilmistir (Wipat ve Harwood, 1999).

Genel ve 6zel transdiksiyon, plazmid DNA aktarimi, plazmid ve bakteriyofg
vektorleri ile ilgili molekiler genetik arastirmalarda B. subtilis tlrinin yan: sira B.

brevis, B. cereus ve B. coagulans gibi tirler de kullamlmaktadir (Sneath, 1986).

1.4. Arastirmanin Amaca ve Kapsami

Bu calismamin amaci farkli bolgelerde bulunan tuzlu ve bazik ortamlardan
(tuz ve sodal1 gollerden) bakteri izolasyonunu gerceklestirmek ve bu bakterilerce
Uretilen endistriyel 6neme sahip enzimlerin (a-Amilaz, ksilanaz, likenaz, selilaz,
proteaz, indlinaz), tammlanmasini ve karakterizasyonunu gerceklestirerek hayvan

besleme alaninda yem katki maddesi olarak kullanma olanaklarim arastirmaktir.

Arastirmanin kapsami asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

1. Farkli bolgelerden (Urmu Goli-iran, Tuz Golii ve Van Golu-Tirkiye, Hazer
Denizi-iran) su ve toprak numunelerinin alinmasi.

2. Elde edilen numuneler 80 °C’'de 10 dk inklbe edilerek vejetatif hicrelerin
oldurtlmesi (pastorizasyon).

3. Numuneler LB zengin besiyerine aktarilarak bakteri sporlarimin aerobik
ortamda ¢imlenmesinin saglanmasi.

4. Zengin sivi bes yerlerinde ¢imlenen bakteriler kati besiyerlerine ainarak
koloni olusturmalarinin saglanmasi.

5. Tek tek secilen kolonilerin nisastay, CMC, ksilan, likenan, indlin, gibi
substratlar iceren kat1 besiyerlerine ekilerek ilgili enzim aktivitelerinin tespit
edilmesi.
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6. Bakterilere ait adh gecen enzimlerin DNS yontemi ile fiziksel 6zellikleri
(optimum pH, optimum sicaklik, sicaklik direnci, zamana gore enzim
aktivites vb.) belirlenmesi.

7. SDSPAGE ve zymogram andizleri ile enzimlerin bant profillerinin
karsilastirilmas: ve molekiler agirliklarinin ve enzim tUretme kapasitelerinin

(spesifik aktivite) belirlenmes.
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2.ONCEKI CALISMALAR

2.1. AmilazlaTlgili Yapilmis Onceki Calismalar

Campbell (1952), 35°C'de ve 55°C'deki Ureyen hem Bacillus
stearothermophilus hemde Bacillus coagulansdan elde edilen amilazlarin
karsilastirmasim yapmistir. 55°C’ de Uretilen amilazlarin 35 °C’ de uretilenlerden bir
sekilde daha yiiksek optimum aktiviteye sahip olduklarim ortaya koymustur. 35°C’ de
elde edilen amilazlarin 90°C’ye maruz birakildiklarinda 2 saat sonra aktivitelerini
kaybettikleri fakat 55 °C’ de elde edilen amilazlarin ise 24 saat sonuda aktivitelerini
%50 oramnda koruduklarim belirtmistir.

Morgan ve Priest (1981), izolasyonunu yaptiklari Bacillus licheniformis
NCIB 6346 susundan saflastirdiklar a-amilaz enziminin optimum sicakligim 70-90
°C arasinda oldugunu bulmuslardir. Enzimin optimum pH 7.0'de aktif oldugunu
gozlemlerlerken pH 7.0-10.0 arasinda stabil oldugunu gormuslerdir. Enzimin
molekller agirligim ise 62.65 kDa olarak belirlemislerdir.

Zhang ve ark. (1983), besin ortaminda glisin bulundugu zaman Bacillus
amyloliquefaciens susunda a-amilaz Uretiminde artis gerceklestigini gostermislerdir.
Arastinicilar glisin etkisinin ise murein tabakasimin sentezinde rekabetci inhibisyona
neden oldugunu ve amilaz Gretimini arttirchigini belirtmislerdir.

Bajpa ve Bajpa (1987), Bacillus licheniformis TCRDC-B13 susundan elde
edilen enzimin yiksek sicaklikta ve genis pH araliginda nisastanin sivilastirilmasinda
kullamslt oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar, termostabil a-amilazin son birkag
yilda cok fazla kullamm alanina sahip oldugunu, kagit ve tekstil endUstrisinde,
nisastamn sivilastirllmasinda, yiyecek endustrisinde, tutkal sanayisinde ve seker
uretiminde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Vihinen ve Mantsala (1990), Bacillus stearothermophilus dan elde edilen a-
amilazin  aktivite  gosterdigi  optimum  sicakhigin  50-70°C  oldugunu
belirtmislerdir.Y aptiklari  calismada Bacillus stearothermophilus'da a-amilaz
aktivitesinin en yiksek oldugu sicakligin 70-80°C oldugunu bulmuslardr.
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Kim ve ark (1995), alkalifilik Bacillus sp. izolatindan pH 11.0 ve 12.0 daen
iyi aktivite gosteren maltotrioz treten alkali a-amilaz Gretimini gerceklestirmistir.

Sidhu ve ark (1997), termostabil amilaz Uretimi amaci ile sus gelistirme
deneyleri yapmislar ve etilmetan stilfonat ile mutasyon ¢alismalari sonucunda, enzim
Uretiminde 40 kat daha yuksek miktarda Grin almay: basarmislardir.

Lin ve ark (1998), Bacillus sp. TS-23 susunda SDS-PAGE ile, amilolitik
aktivite gosteren molekuler agirhiklari 150-45 kDa olan iki amilaz banch
bulmuslardir. Arastirmacilar enzim sentezinin 42-60°C sicaklikta, optimum 55°C de
meydana geldigini Bacillus sp.TS-23 susunun 55°C de Uredigini bulmuslardir. Bu
sonuclarda amilaz Uretimi ve bakteri Uremesi icin optimum sicakligin ayni oldugunu
gbstermislerdir.

Mamo ve ark (1999), Etiopyada sicak su kaynaklarindan izolasyonunu
yaptiklart termofilik Bacillus sp.’den izole edilen amilaz enziminin optimum 75-
80°C’de ve pH 5.0 -8.0 arasinda calistigini saptamislar ve 105°C’ de termal stabilite
lizerine Ca'? etkisinin olmadigini belirtmislerdir.

Duedahl-Olesen ve ark (2000), Bacillus clausii’ den optimum pH 9.5 ve 55°C
de aktivite gosteren, molekuler agirligt 101 kDa olan, nisastadan maltoheksoz
olusturabilen amilaz izolasyonu ve karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir.

Hagihara ve ark (2001), Optimum pH 8.0-9.5 ve 55-60°C’de aktivite
gosteren, selatorlere ve kimyasal oksidantlara karsi oldukga direncli oldugunu
bildirdikleri a-amilazin molekdl agirligint 55 kDa olarak bulmuslardir.

Deutch (2002), tuza karsi toleransi bulunan Bacillus dipsosauri’den
Urettikleri amilazin optimum pH 6.5 ve 60°C aktivite gosterdigini ve 1.0 mol L-1
KCl de blyuk bir aktivite toleransina sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Amoozegar ve ark (2003), % 15 (w/v) N&SO, gibi stres atinda uretilen
ekstraselltler amilazin enziminin optimum aktivite sicakligimin 50°C ve optimum pH
aktivitesinin ise pH 7.5-9.0 arasinda oldugunu rapor etmislerdir.

Das ve ark (2004), Bacillus subtilis susundan, molekller agirligi 42.8 kDa
optimum aktivite sicakligi 52-55°C ve pH 9.0 olan, akali a-amilaz izolasyonu
yapmuslardir.
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Konsula ve Kyriakidis, (2004), mezofilik Bacillus subtilis susundan
izolasyonunu yaptiklar: ekstrasellller termostabil alfa-amilaz enziminde en yiksek
aktivitenin 135°C ve pH 6.5 da gerceklestigini bulmuslarchr. Artan termostabilitenin
varligi bu enzimicin de rapor edilmistir.

Bernhardsdotter ve ark. (2005), Bacillus sp. L1711 susundan EDTA
varhginda aktivites yiikselen ve akali selator direncli fakat Ca™ varhiginda
termostabilites  yikselmeyen amilazin izolasyonunu ve o6zeliklerini  rapor
etmislerdir.

Hutcheon ve ark (2005), halofilik arkeon Haloarcula hispanica’dan elde
edilen alfa-amilazin %23 tuz konsantrasyonlarinda stabil olduklarim hatta Ure
varliginda dahi stabilitesinin devam ettigini bulmuslardir. Normalde tuz bulunmayan
ortamlarda trenin enzim inhibisyonunu gercgeklestirdigi belirtilmistir.

Saxenave ark (2007), izole ettikleri amilaz enziminin, maksimum aktivitesini
pH 10.0 ve 90°C’ gerceklestirdigi ve enzimin 80-100°C arasinda %100 stabil
davranig gosterdigini saptamislardr.

Asgher ve ak (2007), Bacillus subtilisden izolasyonunu yaptiklar:
termostabil alfa-amilazin optimum aktivitesinin pH 8.0 ve 70°C oldugunu bulmuslar
ve 60°C’ de 1 saat sireyle stabilitesini korudugunu saptamslardr.

Aygan (2008), optimum sicakligi 150 °C ve optimum pH’st 10.5 olan

Bacillus sp. AB-17 susunaait amilaz izolasyonunu gerceklestirmistir.
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2.2. Selulazla Ilgili Yapilmis Onceki Calismalar

Robson ve Chambliss (1984), Bacillus sp.’den Uretilen sellilaz enziminde
aktivite analizi yapmislar ve maksimum selilaz aktivitesin pH 4.8 ve 58°C'de
gerceklestigini bulmuslardir.

Hreggvidsson ve ark. (1996), izole ettikleri termofilik selllaz enziminn
molekller agirligimn 49 kDa, optimum aktivite pH’1min 7.0 oldugunu saptamislardir.
Enzim 100°C de 3.5 saat inkube edildiginde orijinal aktivitesini %50 korurken, 90°C
de 16 saat inkube edildiginde %80 korudugunu gostermislerdir. Enzim yiksek
diizeyde termostabil olarak tammlanmustir.

Hakamada ve ark. (1997), akadlifilik Bacillus sp. KSM-S237'den izole
edilmis termostabil alkali selilazin optimum aktivitesini pH 8.6-9.0 ve 45°C'de
gosterdigi bildirmislerdir.

Yernool ve Eveleigh (1998), iki termostabil endoselllaz izolasyonu yapmus
ve molekller agirliklart 29 ve 30kDa olan enzimlerin optimum pH 6.0-6.6 ve
95°C’ de aktif olduklarini bulmustur.

Bok ve ark. (1998), Thermotoga neapolitana bakterisinden molekiler
agirhiklart 29 ve 30 kDa olan iki termostabil endoselllaz izolasyonu yapms ve
enzimlerin optimum pH 6.0-6.6 ve 95 °C’ de aktif olduklarini bulmuslardir.

Mawadza ve ark. (2000), iki Bacillus susundan Uretilen selllazin
karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Her iki enzimin molekdl agirligi 40 kDa
olup, enzimlerin otimum aktivitelerini pH 5.0-6.5de ve 65 ve 70°Cde
gosterdiklerini belirlemislerdir.

Singh ve ark. (2001), termostabil alkali CMC-az enzimini Bacillus sp. VG1
susundan izole etmisler ve enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin 9.0-
10.0, yarilanma émrinin ise 100°C’ de 12 dakika oldugunu bulmuslardir.

Endo ve ark. (2001), Bacillus sp. KSM-N252 susundan izole edilen
endoglukanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH’mn 10.0 ve sicakligin 55 °C
oldugunu saptayarak, enzimin molekuler agirhigiin 50 kDa oldugunu

belirlemislerdir.
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Cora ve ark. (2002), Aspergillus niger’den molekiler agirliklar1 83 ve 50
kDa olan, optimum aktivitesini pH 3.0-9.0 araliginda gosteren CMCaz enzimi izole
etmislerdir. Enzimin optimum aktivite sicakligint 40°C bulmuslardir.

Hakamada ve ark. (2002), akalin endoglukanaz enzimini Bacillus
circulans dan izole ederek pH 8.5'da ve optimum sicakliginin 55 °C oldugunu ve
molekller agirliginin 43 kDa oldugunu saptamislardir.

Huang ve Monk (2004), Caldibacillus cellulovorans dan izolasyonunu
yaptiklarr CMCaz enziminin 85.1 kDa molekdl agirliga sahip oldugunu ve
maksimum aktivitenin ise 80°C’ de gergeklestigini bildirmislerdir.

Singh ve ark. (2004), Bacillus sphaericus JS1susundan alkali selilaz enzimi
izole ederek enzimin Uretimi ve karakterizasyonunu gercgeklestirmislerdir. Enzimin
SDS-PAGE anaizinde molekiler agirligimin 42 kDa oldugu saptanmis ve enzimin
termostabilite, pH stabilitesi ve hidrolitik kapasites agisindan, deterjan sanayi igin
uygun oldugunu belirtmislerdir.

Akita ve ark. (2005), Bacillus halodurans C-125 susundan izole edilen
enzimin ince tabaka kromatografiss analizinde endo Ozellik gosterdigini
bulmuglardir. Enzim optimum aktivitesini 60°C de pH 6 ve 8 de gostermistir.
Enzimin orijina aktivitesini 50 ve 60°C de 2 saatlik inkibasyondan sonra %100
korudugunu saptamislardir.

Grigorevski De Lima ve ark., (2005) Streptomyces drozdowicz tarafindan
Uretilen seltlaz enziminin aktivitesini bulmak icin , mikroorganizma 30°C’ de temel
karbon kaynaklari ve temel nitrojen kaynaklarimin bulundugu kdltirde Gretilmis
slipernatant da maksmum CMSaz aktivitesinin 50°C'de pH 5 de oldugu
gosterilmistir.

Kim ve ark. (2005), akalifilik Bacillus sp. susundan HSH-810'dan alkali
seltlaz izolasyonu yapmislar ve enzimin pH 10.0'da ve 50°C’de optimum aktivite
gosterdigini belirtmislerdir.

Zverava ve ark. (2006), haloalkalifilik anaerobik bakteriden izole ettikleri
selllaz enziminin molekiler agirliginin 75 ve 84 kDa oldugunu bildirmislerdir.

Hirasawa ve ark. (2006), akalifilik Bacillus agaradhaerens susundan izole

edilen endoglukanaz enziminin molekuler agirliginin 38 kDa, optimum aktivite
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gosterdigi pH araliginin 7.0-9.4 ve optimum aktivite sicakligimin 60°C oldugunu
bulmuslardir.

Kang ve ark. (2007), Pyrococcus horikoshii’den, kristalin seltiloza karsi
aktivites yuksek hipertermofilik selilaz (CMCaz) izolasyonu gerceklestirmisler ve
enzimin distlfit bagina sahip oldugunu belirtmislerdir. Enzimin optimum pH 5.5-6.0
arasinda ve 90°C de aktivite gosterdigini saptamislardir.

Oyekola ve ark. (2007), izole ettikleri endoglukanaz enziminin pH
optimumunun 6-6.5, sicaklik optimumunun ise 50°C oldugunu saptamislardir.

Aygan (2008), Bacillus sp. C-14 susundan izole edilen endoglukanaz enzimin
molekul agirligim 61 kDa olarak belirlemis, optimum aktivitesini ise 50 °C’ de ve pH
11.0'de gozlemistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3. 1. Materyal

3.1.1. Bakteri ve Besiyerleri

Bu calismada kullamilan halofilik, termofilik ve alkalifilik Bacillus sp suslar
Hazar Denizi ve Van Golu su ve toprak orneklerinden izole edilmistir. Bakteriler
55°C’ye ayarlanms inkibatorde LB sivi besiyeri (%1 tryprone, %0.5 yeast extract,
%0.5 NaCl, pH 9) ve LB-Agar (%1.5 agar) besiyerlerinde Uretilmistir. Calismada

kullanilan besiyerlerinin hazirlars1 EK-1' de verilmistir.

3.1.2. Aletler

Caismada kullanilan aletlerden santrif(j Hettich (D-78532, Tuttlingen,
Almanya)’ den, otoklavlar NUve (Kumrular Sok. 26/2, Kizilay, Ankara) ve Hirayama
(2-6-5 Toyono-Cho, Kasukabe-shi, Saitama 344-0014, Japonya)’ dan, inkibatér Nive
(Esenboga Yolu 22. km. Akyurt, 06287 Ankara)’den, su banyosu Memmert
(Memmert GmbH + Co. KG, AuRere Rittersbacher Str. 38, 91126 Schwabach,
Almanya)’'den, Spektroftometreler Pharmacia (Cambridge Science Park, Milton
Road, Cambridge CB4 4FJ, Ingiltere)’dan, hassas terazi Ohaus (29 Hanover Road,
Florham Park, NJ 07932, ABD) dan, vorteks ve manyetik karstirict CAT (M.
Zipperer GmbH, D-7813 Staufen-Etzenbach, Almanya)’ den, steril kabin Bilser
(izmir)'den, calkalayict Ika (Janke&Kunkel GmbH&Co KG, 79219 Staufen,
Almanya)’ dan, pH metre Nel (Stiimer Sok., 42/1, Yenisehir, Ankara)’ den, otomatik
pipetler Biohit ve Socharex’ den, deepfreez ve no-frost buzdolalr Arcgelik’ den temin
edilmis olup tamamu C.U. Ziraat Fakiiltes Zootekni Bolimu Hayvansal
Biyoteknoloji ve Genetik M Uhendisligi Laboratuarlari'nda mevcut bulunmaktadir.
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3.1.3. Kullamlan Cozeltiler

Calismada kullamlan ¢ozeltiler ve hazirlanislart EK-2' de verilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bacillus sp. Suslarimn izolasyonu ve Kati Besyerlerinde Enzim

Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.1.1. Topraktan Alkalifilik, Halofilik ve Termofilik Bacillus sp. izolasyonu

Bacillus sp. izolasyonu amaciyla Van ve Orumiyeh Golleri ile Hazar
Denizin'nin farkli boélgelerinden toprak érnekleri alinmistir ve bu oérneklerden 1'er
gr tartilhip 5 ml steril distile su ile kanstirnldiktan sonra slspansiyon haline
getirilmistir. Bacillus sp. sporlu bir bakteri oldugundan, elde edilen slispansiyon
80°C’de 10 dakika inkube edilerek pasttrizasyon uygulanmustir (Lennete ve ark.,
1985). Sicaklik uygulamasindan sonra pH’st 9 ve %5 NaCl olan LB sivi besiyerine
bu stispansiyondan bir miktar ekilerek 1 gece 55 °C’ de inkibe edilmistir (Sekil. 3.1).

Sekil 3.1. LB (Luria-Bertani) besiyerlerinde bakterilerin aerobik kosullarda
uretilmesi
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Ertes gun tek koloni olusumunu saglayabilmek icin Ureme gozlenen
bakteriler kiltirinden seri sulandirmalar yapilarak, pH' st 9 ve %5 NaCl olan LB
agar besiyerine yayma seklinde ekim yapilmis ve 55 °C’ye ayarlanmis etlive
konularak tekrar 1 gece siireyle inkiibasyon gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda
besiyerinde tek dusmus farklt morfolojik gorinime sahip 50 koloni segilmis ve
numaralandirilmistir. Ardindan pH’'st 9 olan LB agar besiyerine steril kirdan ile
ekim yapilarak enzim aktivitesinin sgptanmast amaci ile stok kdltir seklinde

saklanmuglardir.

3.2.1.2. Kat1 Besiyerinde Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Tannmlanmalar: yapilan stok Bacillus sp. suslart nisasta iceren (pH:9, %5
NaCl) LB agar besiyerine gizgi ekim teknigi kullamlarak asilanmislar ve 55°C’ de 24
saat Uremeye birakilmislardir. Inkiibasyon sonunda koloniler treme gézlendikten
sonra iyodin buhar: ile boyanarak amilaz aktivite zonlan tespit edilmistir (Hols ve
ark., 1994; Arikan ve ark., 2003).

3.2.1.3. Kat1 Besiyerinde CM Caz Aktivitesinin Belirlenmesi

Stok Bacillus sp. suslart %0.1 w/v CMC (karboksimetilselUloz) iceren pH'su
9, %5 w/v NaCl ayarlanmis LB agar besiyerine gizgi ekim teknigi kullanilarak
asilanmislar ve 55°C’de 24 saat Uremeye birakilmislardir. inkilbasyon sonunda
koloniler %0.1'lik kongo kirmizist ile 15 dakika boyandiktan sonra 1M’ lik NaCl ile
15 dakika boyanin geri alinmasi islemi uygulanmustir. Kolonilerin etrafinda kirmiz
zeminde sarn zon olusumu CMCaz enzim aktivitesince pozitif oldugu seklinde
degerlendirilmistir (Hols ve ark., 1994; Arikan ve ark., 2003).

3.2.2. Enzimlerin Uretimi ve Kantitatif Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

%0.5 w/v nisasta iceren LB/Nisasta/Agar (pH: 9) besiyerine ekilerek amilaz
aktivitesine sahip oldugu belirlenen ve Bacillus sp. olan izolat LB (pH: 9) sivi
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besiyerinde 55 °C’ de 1 gece (250 devir/dakika) calkalayicida Uretilmistir. Daha sonra
bakteri kdlttrt 4950 rpm’de 10 dakika boyunca santriflj edilerek cokturilmis ve
hiicresiz slipernatant elde edilmistir. Enzimi de iceren bu stipernatant amilaz enzimi
analiz calismalarinda kullamlmastir.

%0.1 w/v CMC iceren LB/CMC/Agar (pH: 9) besiyerine ekilerek CMCaz
aktivitesine sahip oldugu belirlenen ve Bacillus sp. olan izolat LB (pH: 9) sivi
besiyerinde 55 °C’ de 1 gece (250 devir/dakika) calkalayicida Uretilmistir. Daha sonra
bakteri kalttrd 4950 rpm’de 10 dakika boyunca santrifilj edilerek ¢oktlrtlmis ve
hiicresiz stipernatant elde edilmistir. Enzimi de iceren bu stipernatant CM Caz enzimi
analiz calismal arinda kullanilmastr.

3.2.2.1. Enzimlerin Zamana Gor e Optimum Aktiviteleri

Zamana gore enzimleri optimum aktivite gosterdigi degerinin belirlenmesi
amaci ile enzim aktivite sahip oldugu belirlenen ve Bacillus sp. olan izolatlar icin LB
(pH: 9) sivi1 besiyerinde 55 °C’de inkibasyonlar gerceklestirilmistir. Her 12 saatte
(12, 24, 36, 48, 60, 72) 10 ml siv1 besiyerinden alinarak 4950 rpm’de 10 dakika
sureyle ¢okturilmis ve hiicresiz stipernatant elde edilmistir. Enzim (1 ml) ve substrat
(1 ml % 2'lik nisasta ve CMC) karisimi pH 9’ da 30 dakika inkuibe edildikten sonra
ornek karisimina esit hacimde 3ml DNS eklenerek 5 dakika kaynatma islemi
uygulanmistir.  Sogutulan ornekler 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede
degerlendirilmistir. En yiksek absorbansin elde edildigi zaman degeri baz alinarak
ylzde (%) olarak rolatif aktivite saptanmustir.

3.22.2. Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicakhk Degerlerinin
Belirlenmes

Enzimleri optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin belirlenmesi amaci
ile 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C'lik sicaklik degerlerinde inkibasyonlar
gerceklestirilmistir. Analizler 30-100°C araiginda su banyosunda 30 dakika

stiresince gerceklestirilmistir.

36



3.MATERYAL VE METOD Vahid DANESH

Enzim (1 ml) ve substrat (1 ml %2'lik nisasta, ksilan ve CMC) karigimi
(bakteri Uremesinin gerceklestigi optimum pH degerinde veya yakin hazirlanmis)
yukarida belirtilen sicakliklarda 30 dakika inkube edildikten sonra 6rnek karisimina
esit hacimde DNS eklenerek 5 dakika kaynatma islemi uygulanmigtir. Sogutulan
ornekler 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede degerlendirilmistir. En yiksek
absorbansin elde edildigi sicaklik degeri baz alinarak yizde (%) olarak relatif aktivite
saptanmistir.

3.2.2.3. Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerinin Belirlenmesi

Santrifd)j ile Bacillus sp.’ler cokturllerek elde edilen enzimlerin optimum
aktivite gosterdikleri pH degerlerinin saptanmast icin Na-fosfat (pH 5.5-8) ve tris
(pH 7.5-12.0) tamponlar: kullamlarak farkli pH degerlerine sahip (pH 6.0-12.0) ve
icerisinde % 2 Nisasta veya CMC bulunan substrat ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Aktivite
tayini icin 1 ml enzim ve 1 ml substrat tUpte karistirilarak enzimin yukarida
belirlenen optimum sicaklik degerinde 30 dakika inkibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda enzim substrat karisimina toplam hacim kadar DNS ayiraci eklenerek, 5
dakika kaynar suda kaynatilmis, sogutma isleminden sonra 540nm dalga boyunda
spektrofotometre kullanmlarak, kore karsi absorbans degerleri kaydedilmistir. En
yuksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri baz alinarak ytzde (%) olarak

relatif enzim aktivitesi bulunmustur.

3.2.2.4. izole Edilen Bacillus sp. Suslarimin Farkli Enzim Aktivitelerinin

Karsilastirilmas

Izolasyonlar: yapilan akalifilik, termofilik ve halofilik Bacillus sp. suslarinin
substrat spesifisitelerini belirlemek amaciyla ilgili substratlar enzimlerin optimum
aktivite gosterdikleri sicaklik ve pH degerlerinde 30 dakika boyunca su banyosunda
reaksiyona tabi tutulmuslardir. Enzim (1 ml) ve substrat (1 ml %2’lik nisasta ve
CMC) karisimi optimum aktivite sicakliginda 30 dakika inkibe edildikten sonra
ornek karisimina esit hacimde DNS eklenerek 5 dakika kaynatma islemi
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uygulanmistir.  Sogutulan ornekler 540 nm dalga boyunda spektrofotometrede
degerlendirilmistir. Enzimsubstrat karisimindan elde edilen spektrofotometrik
degerden substrata ait spektrofotometrik deger cikarilarak enzimin substrat spesifisite
degeri elde edilmistir.

3.2.2.5. izole Edilen Bacillus sp. Suslarinin Spesifik Aktiviteleri

Spesifik aktivite Lowry ve ark (1951) yontemine gore yapilmistir. Alkali
ortamda bakir iyonu (Cu*?) proteinlerdeki peptid baglar: ile bir kompleks olusturur
ve Cu™ eindirgenir. indirgenmis bakir ve proteinlerin yan zincirinde yer alan Tyr,
Trp ve Cys aminoasitleri Folin-Fenol reaktifini indirgeyerek renk olusumuna neden
olur olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilicir ve 660
nm’ de spektrofotometrik olarak 6lculOr.

Lowry yontemiyle, 6rnek ve standart tiplerine 1 mL protein ¢ozeltis ve
standart ¢ozeltiler, kor tipine de ImL saf su koyulur. Sonra tim ttplere 3 mL C
reaktifi eklenir. (C reaktifi 100:1 oraminda A ve B reaktifi karistmindan olusturulur,
A reaktifi %2 NaCO3, % NaOH, % 0.16 Natartarat; B resktifi ise %4
CuS0,.5H,0' dir). Oda sicakliginda 30 dakika bekletilir. Tum tiplere 300 uL Folin-
Fenol reaktifi vortekslenerek eklenir ve sonra oda sicakliginda 45 dakika bekletilir.
Absorbandar 660 nm’de kore kars1 okunur. Protein miktarlart olusturulan standart

kalibrasyon grafiginden yararlanarak hesaplanir.
3.2.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve Zymogram Analizi
Enzimlerin molekdler agirliklart ve enzim fraksiyonuna ait aktivitenin

(zimogram) analizi icin SDS-PAGE jd sistemlerinden yararlamlmistir (Laemmli,
1970).
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3.2.3.1. Hiicredis1 Proteinlerin TCA Muamelesi ile Elde Edilmesi

Bakterilerden hicredisi proteinler Ek 1.8.de verilen protokole gore TCA
muamelesi ile elde edilmistir. Protein Ornekleri Uzerine hacmin yans: kadar
kaynatma soltsyonu (Ek. 2.20.) ilave edilerek SDS-PAGE’ de elektroforez icin hazir
hale getirilmistir.

3.2.3.2. SDS-PAGE Sisteminin Hazirlanmas (L aemmli, 1970)

%12'lik toplayici jel asagida verilen oranlarda kimyasalarin ilavesiyle
hazirlamr: 12 ml akrilamid (% 30 w/v; 30 gr akrilamid ve 0.8 gr bisakrilamid
tartilarak toplam 100 ml olacak sekilde saf suda ¢ozulir.)

5.62 ml Tris(2 M, pH 8.8)
0.3 ml SDS (%10 w/v)
12.1 ml saf su

Karisim hazirlandiktan sonra, polimerizasyonu saglamak igin tzerine 200 pl
amonyum perstilfat (%10 w/v) ve 20 ul TEMED ilave edilerek daha dnce hazirlanan
iki cam levhadan olusan diizenek arasindaki bosluga bir pastor pipeti yardimiyla
Ustten 4-5 cm bosluk kalacak sekilde dokiilur. Uzerine ince bir katman olusturacak
sekilde su ile sattire edilmis butanol ilave edilerek donmasi icin 45 dk beklenir. Jel
donduktan sonra Gstteki bltanol bir teksir kagidina emdirilerek alimir. Bu arada
asagida verilen oranlarda kimyasallarin karisimiyla toplayici jel bir erlen icerisine
hazirlanr:

1.8 ml Akrilamid

3.65ml Tris(0.5M, pH 6.8)
0.15 ml SDS (%10)
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9.4 ml saf su

Polimerizasyonu saglamak i¢in 100 ul amonyum perstlfat (% 10 w/v) ve 10
ul TEMED eklenerek bir pipet yardimyla toplayici jelin Gzerine dokulur. Jel taragi
yerlestirilerek donmasi icin 45 dakika beklenir. Jel donduktan sonratarak c¢ikarilarak
yarisina kadar elektrot solisyonu konmus olan tankin igerisine kisa cam i¢ tarafa
gelecek sekilde yerlestirilir. Karsi tarafaiki cam levha yan yana konularak uzun cam
ic tarafa gelecek sekilde yerlestirilir. Daha sonra iki cam levhanmin arasina jelin
Uzerine ¢ikacak kadar, disina ise 2-3 parmak yuksekliginde elektrot sollisyonu ilave
edilir.

3.2.3.3. Zimogram Analizi icin SDS-PAGE Sisteminin Hazirlanmasi

CMCaz ve amilaz enzimlerinin zimogram analizleri CMC ve nisasta igeren
SDS-PAGE ' de gerceklestirilmistir. Bu amacla uygun konsantrasyonda hazirlanan jel
karistmina %2'lik CMC (w/v) ve nisasta (w/v) c¢ozeltilerinden 3 mL eklenerek
polimerizasyon gergeklestirilmistir (Saul ve ark., 1990). Polimerizasyon isleminden
sonraki uygulamalar standart SDS-PA GE uygulamasina gore yapil mstir.

3.2.3.4. Elektroforez Aletinin Cahstirilmast

Protein Ornekleri SDS-PAGE kuyularina bir otomatik pipet yardimyla
konularak elektroforez tankinin kapag: kapatilmis ve birer uglar gui¢ kaynagina bagl
olan kablolarin diger uclarn da elektroforez tankina baglanmustir. Gu¢ kaynagi,
proteinler toplayici jelde ilerlerken 25 mA ve 100 V’da, ayiric jelde ilerlerken 40
mA ve 100 V' da calistirnlmustir. Cift jel kullanildigir durumlardaise toplayici jelde 40
mA ve 100 V, ayirnc jelde ise 60 mA ve 100 V' da calistirilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Bakterilere ait toplam proteinlerin SDS-PAGE'’ de elektroforezi

3.2.3.5. Protein Bantlarimin Belirlenmesi

Proteinler jelin sonuna geldikten sonra gi¢ kaynaginda elektrik akim
kesilerek cam levhalar jele zarar vermeden dikkatlice gkarilmistir. Arasinda jel
bulunan iki cam dikkatlice birbirinden ayrlarak jel bir kabin igerisine konulmus ve
Uzerini Ortecek kadar stain (EK-2.18) boyama soltisyonu ilave edilerek jel bu boyada
45-60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda jel elle hafifce sallanarak jelin
boyayr iyice amas saglanmistir. Jel boyama solisyonundan ainarak yikama

soliisyonu (EK-2.19) icerisine konmus ve birkag saat beklenmistir.
3.2.3.6. SDS-CMC-PAGE Jelde CM Caz Aktivitesinin Tayini

CMCaz aktivitesinin belirlenmes igcin SDS-CMC-PAGE (%0.2 CMC)’ deki
enzimlerin aktiflesmes igin renatirasyon solusyonu (50mM NaH,PO, ve 50mM
NaHPO, karistirlarak pH 7.2'ye ayarlanmis, %20 izopropanol alkol) ile 1 saat
calkalanarak SDS'in uzaklagsmast saglanmustir. Jel sodyuom fosfat solusyonuna
(50mM NaH,PO,4 ve 50mM NaHPO, karistirilarak pH 7.2' ye ayarlanmig) alinmis ve
oda sicakliginda 60 dakika bekletilmistir. Sire sonunda tekrara sodyum fosfat
solusyonuyla (50mM NaH,PO, ve 50mM Na&HPO, kanstirlarak pH 7.2'ye

41



3.MATERYAL VE METOD Vahid DANESH

ayarlanmis, 5 mM beta-merkapto etanol ve ImM EDTA) muamele edilerek +4°C’ de
1 gece tutulmustur. Jel sodium fosfat solusyonundan cikarilarak stre¢ filme iyice
sarilmis ve 4-5 saat 55°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra jel
Congo-red boyama sol tisyonuyla yaklasik 1 saat boyanmustir. Daha sonra jel boyama
soliisyonundan alinarak 1M NaCl ile yikanarak fazla boya uzaklastirilmistir. Bitin
jel kirmiziya boyandigi halde etrafi boyanmayarak sari renkte kalan bant CMCaz

enziminden sorumlu banttir.

3.2.3.7. SDS-Nisasta-PAGE Jelde a-Amilaz Aktivitesinin Tayini

a-Amilaz aktivitesinin  belirlenmesi  icin  SDS-NisastaaPAGE  (%0.2
nisaasta)’ deki enzimlerin aktiflesmesi i¢in renattirasyon solusyonu (50mM NaH,PO,
ve 50mM NaHPO, karstirilarak pH 7.2' ye ayarlanmis, %20 izopropanol akol) ile 1
saat calkalanarak SDS'in uzaklasmasi saglanmistir. Jel sodyuom fosfat solusyonuna
(50mM NaH,PO,4 ve 50mM NaHPO, karistirilarak pH 7.2’ ye ayarlanmus) alinmis ve
oda sicakliginda 60 dakika bekletilmistir. Sire sonunda tekrara sodyum fosfat
solusyonuyla (50mM NaH,PO, ve 50mM NaHPO, kanstinlarak pH 7.2'ye
ayarlanmis, 5mM beta-merkapto etanol ve 1mM EDTA) muamele edilerek +4°C’ de
1 gece tutulmustur. Jel sodium fosfat solusyonundan cikarilarak stre¢ filme iyice
sarilmis ve 4-5 saat 55°C’de inklbasyona birakilmistir. Siire sonunda jel iyodin
boyasi ile (EK-2.2) 5-6 dakika boyanmis ve enzyme ait bantlar ortaya cikarilmistir
(Leeveark., 1994).

42



4.BULGULARVE TARTISMA Vahid DANESH

4BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bacillus sp. Suslarinin Izolasyonu

Alkalifilik, halofilik ve termofilik Bacillus sp. izolasyonu amaciyla Van GolQ,
Orumiye GOlu ve Hazar Dnizinin farkli bolgelerinden alinmis toprak ve su
orneklerinden 55°C sicaklikta, %5 NaCl ve pH:9'da gelisim gosteren bakterilerin
izolasyonlart yapilmistir. izolat Bacillus sp. suslari farkli sicaklik, tuz ve pH
kosullarinda gelisim performanlar: belirlenmistir (Tablo 4.1.).
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4.2. Van Golun’ den izole Edilen Bacillus sp. VA1-29 Susuna Ait Bulgular

4.2.1. Bacillus sp. VA1-29 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH:9) arastirmast yapilan
Bacillus sp. VA1-29 susunaait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.2' de verilmistir.

Cizelge 4.2. Bacillus sp. VA1-29 susuna ait enzim profili
Enzim

Sus a-Amilaz | CMCaz | Ksilanaz | Likenaz Intlinaz Proteaz

VA1-29 - T - - - -

Tablodan anlasilacag: Uzere Bacillus sp. VA1-29 susunun sadece CMCaz
enzimini drettigi belirlenmistir. Bakteriye ait CMCaz enzim aktivite zonlarnn LB-
CMC-Agar besiyerinde Congo-red boyamas ile gosterilmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Bacillus sp. VA1-29 izolatinin LB/CMC/Agar’ da CM Caz enzim aktivitesi
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4.2.2. Bacillus sp. VA1-29 Susu Tarafindan Uretilen Enziminin Bazi Enzimatik
Ozellikleri

Bacillus sp. Val-29 susu tarafindan CMCaz enziminin dretimi, bakterinin
Ureme periyodunun 12. saatinde maksimum dizeyde cikmistir (Sekil 4.2a). Enzimin,
optimum aktivitesini 50°C ve pH 7.5-8.0 araliginda gostermistir (Sekil 4.2b ve )
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Sekil 4.2. Bacillus sp. VA1-29 susu tarafindan Uretilen CMCaz enzimine ait bazi
Ozellikler (a2 Zamana gore enzim aktivites garafigi, b: Farkli sicaklik
degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde aktivite grafigi)

4.2.3. Bacillus sp. VA1-29'un SDS-CM C-PAGE ve Zimogram Analizi

Bacillus sp. VA1-29 CMCaz enziminin zimogram analizi sonucu molekuler
agirhigr yaklasik 33 kDa olan bant elde edilmistir (Sekil 4.3.).

116.0 .

66.2 ..
450 e
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25.0  pe—
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Sekil 4.3. Bacillus sp. VA1-29 izolatina ait SDS-PAGE ve zimogram analizi
gorunttdu. 1: Markir 2: SDS-PAGE’ de toplam protein profilleri 3: SDS-
CMC-PAGE’ de CMCaz enziminin zimogram analizi
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4.3. Van Golun’ den izole Edilen Bacillus sp. VA1-30 Susuna Ait Bulgular

4.3.1. Bacillus sp. VA1-30 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH:9) arastirmast yapilan
Bacillus sp. VA1-30 susunaait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3. Bacillus sp. VA1-30 susuna ait enzim profili

Enzim
Sus

a-Amilaz

CMCaz

Ksilanaz

Likenaz

Intlinaz

Proteaz

VA1-30

+

Tablodan anlasilacag1 lzere Bacillus sp. VA1-30 susunun sadece CMCaz
enzimini drettigi belirlenmistir. Bakteriye ait CMCaz enzim aktivite zonlarnn LB-

CMC-Agar besiyerinde Congo-red boyamas ile gosterilmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. Bacillus sp. VA1-30 izolatinin LB/CMC/Agar’ da CM Caz enzim aktivitesi

Bacillus sp
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4.3.2. Bacillus sp. VA1-30 Susu Tarafindan Uretilen CMCaz Enziminin Bazi
Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. Val-30 susu tarafindan CMCaz enziminin dretimi, bakterinin Greme
periyodunun 24. saatinde maksimum dizeyde cikmustir (Sekil 4.5a). Enzimin,
optimum aktivitesini 60°C ve pH 7.0-9.0 araliginda géstermistir (Sekil 4.5b ve )

a) 120

100 I
g =
9
Z 60
<
= 40 - 1' T | i T
s | |
g

O i

12 24 36 48 60
Zaman

b) 120

100 $
S s
< 80 T rs
o °
2 i 3 ;
£ 60
< ¢
'.% 40
D
v

20

0

20 30 40 50 60 70 8 90 100 110

Sicaklik°C

48



4.BULGULARVE TARTISMA Vahid DANESH

&)

120

5
N
-

H

S 80 /
> 1 I t
e / - I
S 60 T
£ V t
S w0 }
s |
T |
¥ 20

0

6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12
pH

Sekil 4.5. Bacillus sp. VA1-30 susu tarafindan Uretilen CMCaz enzimine ait bazi
Ozellikler (a2 Zamana gore enzim aktivites garafigi, b: Farkli sicaklik
degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde aktivite grafigi)

4.3.3. Bacillus sp. VA1-30'un SDS-CM C-PAGE ve Zimogram Analizi

Bacillus sp. VA1-30 CMCaz enziminin zimogram analizi sonucu molekiler
agirhigr yaklasik 32 kDa olan bant elde edilmistir (Sekil 4.6.).

18.4
Sekil 4.6. Bacillus sp. VA1-30 izolatina éit SDS-PAGE ve zimogram analizi

gorantadd. 1: Markir 2: SDS-PAGE’ de toplam protein profilleri 3: SDS-
CMC-PAGE’ de CMCaz enziminin zimogram analizi
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4.4.Van Golun’ den izole Edilen Bacillus sp. VA1-49 Susuna Ait Bulgular

4.4.1. Bacillus sp. VA1-49 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH:9) arastirmast yapilan
Bacillus sp. VA1-49 susunaait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.4 de verilmistir.

Cizelge 4.4. Bacillus sp. VA1-49 susuna ait enzim profili
Enzim

Sus

VA1-49 - + - - - -

a-Amilaz | CMCaz | Ksilanaz | Likenaz Intlinaz Proteaz

Tablodan anlasilacag1 Uzere Bacillus sp. VA1-49 susunun sadece CMCaz
enzimini drettigi belirlenmistir. Bakteriye ait CMCaz enzim aktivite zonlarnn LB-
CMC-Agar besiyerinde Congo-red boyamas ile gosterilmistir (Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. Bacillus sp. VA1-49 izolatinin LB/CMC/Agar’ da CM Caz enzim aktivites
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4.4.2. Bacillus sp. VA1-49 Susu Tarafindan Uretilen CMCaz Enziminin Bazi
Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. Val-49 susu tarafindan CMCaz enziminin dretimi, bakterinin
Ureme periyodunun 12. saatinde maksimum dizeyde cikmistir (Sekil 4.8a). Enzimin,
optimum aktivitesini 80°C ve pH 7.0-8.5 araliginda géstermistir (Sekil 4.8b ve )

a) 120
100 I
g w® | i !
()
Z 60 - I
X
<
e= 40 -
g
20 -
O i
12 24 36 48 60
Zaman
b) 120
100 %— }
S vt
g )
S
g 60 1 —
< 'Y
ﬁ 40 g iy
: -
20 T 1
0
20 30 40 50 60 70 8 9 100 110
Sicaklik°C

51



4.BULGULARVE TARTISMA Vahid DANESH

C) 120
T
100 T %/
/I
S 8 /. AN
= )4 !
E 60 T I
: 7 1
g O[T 1
3 b 1]
T 20 il % —
0
6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11 115 12
pH

Sekil 4.8. Bacillus sp. VA1-49 susu tarafindan Uretilen CMCaz enzimine ait bazi
Ozellikler (a2 Zamana gore enzim aktivites garafigi, b: Farkli sicaklik
degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde aktivite grafigi)

4.4.3. Bacillus sp. VA1-49'un SDS-CM C-PAGE ve Zimogram Analizi

Bacillus sp. VA1-49 CMCaz enziminin zimogram analizi sonucu molekuler
agirhigr yaklasik 40 kDa olan bant elde edilmistir (Sekil 4.9.).

25.0

184 [

Sekil 4.9. Bacillus sp. VA1-49 izolatina ait SDS-PAGE ve zimogram analizi
gorantadd. 1: Markir 2: SDS-PAGE'’ de toplam protein profilleri 3: SDS-
CMC-PAGE’ de CMCaz enziminin zimogram analizi

52



4.BULGULARVE TARTISMA Vahid DANESH

4.5. Van Golun’ den izole Edilen Bacillus sp. VA1-47 Susuna Ait Bulgular

4.5.1. Bacillus sp. VA1-47 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH:9) arastirmast yapilan
Bacillus sp. VA1-47 susunaait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.5 de verilmistir.

Cizelge 4.5. Bacillus sp. VA1-47 susuna ait enzim profili
Enzim

Sus

VA1-47 + + - - - B

a-Amilaz | CMCaz | Ksilanaz | Likenaz Intlinaz Proteaz

Tablodan anlasilacagi Uzere Bacillus sp. VA1-47 susunun a-amilaz ve
CMCaz enzimlerin Urettigi belirlenmistir. Bakteriye ait CMCaz enzim aktivite
zonlart LB-CMC-Agar besiyerinde Congo-red boyamas: ve a-amilaz enzim aktivite
zonlar1 LB-Nisasta-Agar besiyerinde iyodin boyas ile gosterilmiglerdir. (Sekil
4.10.).

Sekil 4.10. Bacillus sp. VA1-47 izolahmin LB/NisastalAgar (a) ve LB/CMC/Agar
(b)’ daa-Amilaz ve CMCaz enzim aktiviteleri
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45.2. Bacillus sp. VA1-47 Susu Tarafindan Uretilen CMCaz ve a-Amilaz

Enzimlerin Bazi Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. Val-47 susu tarafindan CMCaz enziminin Gretimi, bakterinin Greme
periyodunun 4 8.saatinde ve a-amilaz Ureme periyodunun 24.saatinde maksimum
dizeyde cikmistir (Sekil 4.11a). Enzimin, optimum aktivitesini 50°C ve CMCaz pH
7.5-9.0, a-amilaz pH 7.5-8.5 araliginda gostermistir (Sekil 4.11b ve c).
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Sekil 4.11. Bacillus sp. VA1-47 susu tarafindan dretilen CMCaz ve a-amilaz
enzimlerine ait bazi1 6zellikler (a2 Zamana gore enzim aktivites garefigi,
b: Farkli sicaklik degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde
aktivite grafigi)

45.3. Bacillus sp. VAl-47'nin SDS-CMC-PAGE SDS-Nisasta-PAGE'de

Zimogram Analizi
Bacillus sp. VA1-47 susu tarafindan Uretilen a-amilaz ve CMCaz enzimlerinin

zimogram analizleri sonucu molekiler agirliklar sirasiyla 45 kDa ve 32 kDa olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.12.).

184

Sekil 4.12. Bacillus sp. VA1-47 susuna ait CMCaz ve a-amilaz Enzimlerinin SDS-
PAGE ve zimogram analiz gorunttsi. 1: Markir 2: Toplam proteinlerine
at SDS-PAGE'deki bant profilleri 3: SDS-CMC-PAGE'de CMCaz
enziminin zimogram anaizi 4: SDS-NisastaPAGE de o-amilaz
enziminin zimogram analizi

55



4.BULGULARVE TARTISMA Vahid DANESH

4.6. Van Golun’ den izole Edilen Bacillus sp. VA1-45 Susuna Ait Bulgular

4.6.1. Bacillus sp. VA1-45 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH: 9) arastirmasi yapilan
Bacillus sp. VA1-45 susunaait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.6’ da verilmistir.

Cizelge 4.6. Bacillus sp. VA1-45 susuna ait enzim profili
Enzim

Sus

VA1-45 + + - - - -

a-Amilaz | CMCaz | Ksilanaz | Likenaz Intlinaz Proteaz

Tablodan anlasilacag: Uzere Bacillus sp. VA1-45 susunun a-amilaz ve
CMCaz enzimlerin Orettigi belirlenmistir. Bakteriye ait CMCaz enzim aktivite
zonlar1 LB-CMC-Agar besiyerinde Congo-red boyamas: ve a-amilaz enzim aktivite
zonlart LB-Nisasta-Agar besiyerinde iyodin boyas ile gosterilmislerdir. (Sekil
4.13)).

Sekil 4. 13. Bacillus sp. VA1-45 izolatinin LB/Nisasta/Agar (a) ve LB/CMC/Agar
(b)’ da a-amilaz ve CM Caz enzim aktivitel eri
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4.6.2. Bacillus sp. VA1-45 Susu Tarafindan Uretilen CMCaz ve a-Amilaz

Enzimlerin Bazi Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. Val-45 susu tarafindan CMCaz enziminin Gretimi, bakterinin Greme
periyodunun 24. saatinde ve a-amilaz Ureme periyodunun 48.saatinde maksimum
dizeyde cikmistir (Sekil 4.14a). Enzimin, optimum aktivitesini 90°C ve CMCaz pH
7.5-9.0, a-Amilaz pH 7.5-10 araliginda gostermistir (Sekil 4.14b ve c).
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Sekil 4.14. Bacillus sp. VA1-45 susu tarafindan dretilen CMCaz ve a-amilaz
enzimlerine ait baz1 6zellikler (a: Zamana goére enzim aktivites garafigi,
b: Farkli sicaklik degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde
aktivite grafigi)

46.3. Bacillus sp. VA1-45in SDSCMC-PAGE SDS-Nisasta-PAGE’de

Zimogram Analizi

Bacillus sp. VA1-45 susu tarafindan dretilen a-amilaz ve CMCaz
enzimlerinin zimogram analizleri sonucu molekiler agirliklar: sirasiyla 45 kDa ve 66
kDa olarak hesaplanmustir (Sekil 4.15.).

134 S
Sekil 4.15. Bacillus sp. VA1-45 susuna ait CMCaz ve a-amilaz Enzimlerinin SDS-
PAGE ve zimogram analiz goruntisi. 1: Markir 2: Toplam proteinlerine
ait SDS-PAGE'deki bant profilleri 3: SDS-CMC-PAGE'de CMCaz
enziminin  zimogram andizi 4. SDS-Nisasta PAGE de a-amilaz
enziminin zimogram analizi
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4.7. Hazar Denizin’den izole Edilen Bacillus sp. KH1-29 Susuna Ait Bulgular

4.7.1. Bacillus sp. KH1-29 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH: 9) arastirmasi yapilan
Bacillus sp. KH1-29 susunaait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.7 de verilmistir.

Cizelge 4.7. Bacillus sp. KH1-29 susuna ait enzim profili
Enzim

Sus

KH1-29 + - - - - -

a-Amilaz | CMCaz | Ksllanaz | Likenaz intlinaz Proteaz

Tablodan anlasilacagi Uzere Bacillus sp. KH1-29 susunun sadece o-amilaz
enzimini Urettigi belirlenmistir. Bakteriye ait a-amilaz enzim aktivite zonlan LB-

Nisasta-Agar besiyerinde iyodin boyasi ile gosterilmistir (Sekil 4.16.).

Sekil 4.16. Bacillus sp. KH1-29 izolat tarafindan Uretilen a-amilaz enziminin LB-
Nisasta-Agar’ daiyodin boyamasi ile gosterilmesi
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4.7.2. Bacillus sp. KH1-29 Susu Tarafindan Uretilen a-Amilaz Enziminin Baz
Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. KH1-29 susu tarafindan a-Amilaz enziminin Uretimi, bakterinin
Ureme periyodunun 36. saatinde maksimum dizeyde cikmstir (Sekil 4.17a).
Enzimin, optimum aktivitesini 90°C ve pH 7.0-8.0 araiginda gostermistir (Sekil
4.17b vec)
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Sekil 4.17. Bacillus sp. KH1-29 susu tarafindan Uretilen a-amilaz enzimine ait bazi
Ozellikler (a2 Zamana gore enzim aktivites garafigi, b: Farkli sicaklik
degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde aktivite grafigi)

4.7.3. Bacillus sp. KH1-29'un SDS-Nisasta-PAGE ve Zimogram Analizi

Bacillus sp. KH1-29 a-amilaz enziminin zimogram analizi sonucu molekiler
agirhigr yaklasik 45 kDa olan tek bir bant elde edilmistir (Sekil 4.18.).

18.4 - t

Sekil 4.18. Bacillus sp. KH1-29 izolatina ait SDS-PAGE ve zimogram andlizi
géruntudd. 1: Markir 2: SDS-PAGE’ de toplam protein profilleri 3: SDS-
Nisasta-PAGE’ de a-amilaz enziminin zimogram analizi
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4.8. Van Golun’den izole Edilen Bacillus sp. VA2-34 Susuna Ait Bulgular

4.8.1. Bacillus sp. VA2-34 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH: 9) arastirmasi yapilan
Bacillus sp. VA2-34 susunaait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8. Bacillus sp. VA2-34 susuna ait enzim profili

Sus

Enzim

a-Amilaz

CMCaz

Ksilanaz

Likenaz

Intlinaz

Proteaz

VA2-34

+

Tablodan anlasilacag: Uzere Bacillus sp. VA2-34 susunun sadece a-amilaz

enzimini Urettigi belirlenmistir. Bakteriye ait a-amilaz enzimine ait aktivite zonlarn

LB-Nisasta-Agar besiyerinde iyodin boyas: ile gosterilmistir (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. Bacillus sp. VA2-34 izolat1 tarafindan Uretilen a-amilaz enziminin LB-
Nisasta-Agar’ daiyodin boyamasi ile gosterilmes aktivites
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4.8.2. Bacillus sp. VA2-34 Susu Tarafindan Uretilen a-Amilaz Enziminin Bazi
Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. VA2-34 susu tarafindan a-amilaz enziminin Uretimi, bakterinin
Ureme periyodunun 24. saatinde maksimum dizeyde cikmstir (Sekil 4.20a).
Enzimin, optimum aktivitesini 90°C ve pH 7-8.5 araliginda gostermistir (Sekil 4.20b

vec).
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Sekil 4.20. Bacillus sp. VA2-34 susu tarafindan Uretilen a-amilaz enzimine ait bazi
Ozellikler (a2 Zamana gore enzim aktivites garafigi, b: Farkli sicaklik
degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde aktivite grafigi)

4.8.3. Bacillus sp. VA2-34' in SDS-Nisasta-PAGE ve Zimogram Analizi

Bacillus sp. VA2-34 a-amilaz enziminin zimogram analizi sonucu molekuler

agirligi yaklasik 44 kDa olan tek bir bant elde edilmistir (Sekil 4.21.).

Sekil 4.21. Bacillus sp. VA2-34 izolatina ait SDS-PAGE ve zimogram analizi
gorantadd. 1: Markir 2: SDS-PAGE’ de toplam protein profilleri 3: SDS-
Nisasta-PAGE’ de a-amilaz enziminin zimogram analizi
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4.9. Van Golun’ den izole Edilen Bacillus sp. VA2-35 Susuna Ait Bulgular

4.9.1. Bacillus sp. VA2-35 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH: 9) arastirmasi yapilan
Bacillus sp. VA2-35 susuna ait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.9 da verilmistir.

Cizelge 4.9. Bacillus sp. VA2-35 susuna ait enzim profili
Enzim

Sus

VA2-35 + - - - - -

a-Amilaz | CMCaz | Ksilanaz | Likenaz intlinaz Proteaz

Tablodan anlasilacag: Uzere Bacillus sp. VA2-35 susunun sadece o-amilaz
enzimini Urettigi belirlenmistir. Bakteriye ait a-amilaz enzim aktivite zonlar1 LB-
Nisasta-Agar besiyerinde iyodin boyasi ile gosterilmistir (Sekil 4.22.).

Sekil 4.22. Bacillus sp. VA2-35 izolati tarafindan Uretilen a-amilaz enziminin LB-
Nisasta-Agar’ daiyodin boyamasi ile gosterilmes aktivites
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4.9.2. Bacillus sp. VA2-35 Susu Tarafindan Uretilen a-Amilaz Enziminin Baz1
Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. VA2-35 susu tarafindan a-amilaz enziminin Oretimi, bakterinin
Ureme periyodunun 36. saatinde maksimum dizeyde cikmstir (Sekil 4.23a).
Enzimin, optimum aktivitesini 50°C ve pH 6.5-9.5 araiginda gostermistir (Sekil
4.23b veC)
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Sekil 4.23. Bacillus sp. VA2-35 susu tarafindan Uretilen a-amilaz enzimine ait bazi
Ozellikler (a2 Zamana gore enzim aktivites garafigi, b: Farkli sicaklik
degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde aktivite grafigi)

4.9.3. Bacillus sp. VA2-35'in SDS-Nisasta-PAGE ve Zimogram Analizi
Bacillus sp. VA2-35 a-amilaz enziminin zimogram analizi sonucu SDS-

Nisasta-PAGE' de molekiler agirligi yaklagik 60 kDa olan bant elde edilmistir (Sekil
4.24.).

25.0  —

18.4 |-
Sekil 4.24. Bacillus sp. VA2-35 izolatina ait SDS-PAGE ve zimogram analizi
gorintida. 1: Markir 2: SDS-PAGE’ de toplam protein profilleri 3: SDS-
Nisasta-PAGE’ de a-amilaz enziminin zimogram analizi
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4.10. Van Golun’ den izole Edilen Bacillus sp. VA2-41 Susuna Ait Bulgular

4.10.1. Bacillus sp. VA2-41 Susun Tarafindan Uretilen Enzimler

Optimum Ureme kosullarinda (55°C, %5NaCl, pH:9) arastirmast yapilan
Bacillus sp. VA2-41 susunaait enzimlerin aktivite durumu Tablo 4.10' da verilmistir.

Cizelge 4.10. Bacillus sp. VA2-41 susuna ait enzim profili
Enzim

Sus

VAZ2-41 + - - - - -

a-Amilaz | CMCaz | Ksilanaz | Likenaz intlinaz Proteaz

Tablodan anlasilacag: Uzere Bacillus sp. VA2-41 susunun sadece a-amilaz
enzimini Urettigi belirlenmistir. Bakteriye ait a-amilaz enzim aktivite zonlan LB-

Nisasta-Agar besiyerinde iyodin boyasi ile gosterilmistir (Sekil 4.25.).

Sekil 4.25. Bacillus sp. VA2-41 izolat1 tarafindan Uretilen a-amilaz enziminin LB-
Nisasta-Agar’ daiyodin boyamasi ile gosterilmes aktivites
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4.10.2. Bacillus sp. VA2-41 Susu Tarafindan Uretilen a-Amilaz Enziminin Bazi
Enzimatik Ozellikleri

Bacillus sp. VA2-41 susu tarafindan a-amilaz enziminin Oretimi, bakterinin
Ureme periyodunun 36. saatinde maksimum dizeyde cikmstir (Sekil 4.26a).
Enzimin, optimum aktivitesini 40°C ve pH 7.5-8.5 araiginda gostermistir (Sekil
4.26b ve c)
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Sekil 4.26. Bacillus sp. VA2-41 susu tarafindan dretilen a-amilaz enzimine ait bazi
Ozellikler (a2 Zamana gore enzim aktivites garafigi, b: Farkli sicaklik
degerinde aktivite grafigi, c: Farkli pH degerlerinde aktivite grafigi)

4.10.3. Bacillus sp. VA2-41'in SDS-Nisasta-PAGE ve Zimogram Analizi

Bacillus sp. VA2-41 a-amilaz enziminin zimogram analizi sonucu SDS-Nisasta-
PAGE’ de molekiler agirlig1 yaklasik 44 kDa olan bant elde edilmistir (Sekil 4.27.).

1160 S

66.2 .
45.0

35.0 .

250 -

184 .

Sekil 4.27. Bacillus sp. VA2-41 izolatina ait SDS-PAGE ve zimogram andlizi
gorantudd. 1. Markir 2. SDS-PAGE’de toplam protein profilleri 3:
SDS-Nisasta-PAGE’ de a-amilaz enziminin zimogram analizi
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4.11. izole Edilen Bacillus sp. Suslarimn Farkli Enzim Aktivitelerinin
Karsilastirilmas

izolasyonlar: yapilan alkalifilik, termofilik ve halofilik Bacillus sp. suslarinin
farkli enzim aktivitelerinin karsilastirmasi amaciyla substratlar enzimlerin optimum
aktivite gosterdikleri sicaklik ve pH degerlerinde 30 dakika boyunca su banyosunda
reaksiyona tabi tutulmuglardir. Butin suslarin  substrat  spesifite degerleri
Sekil .4.28' de gosterilmistir.

100
80
60
mCMCaz
40 B a-Amilaz
20
0

val-29 va130 va149 va147 va145 kh129 va234 va235 vaz2-41

Sekil.4.28. 1zole edilen Bacillus sp. suslarimin farkli enzim aktivitelerinin
karsilastirmasi

Relatif Aktivite (%)

4.12. izole Edilen Bacillus sp. Suslarinin Spesifik Aktiviteleri

Izole edilen Bacillus sp. suslarinin toplam proteinleri Lowry (1951) metoduna
gore analiz edilerek her bir susa ait 1 mg proteinin 1 dakikada ne kadar substrat:
parcaladig belirlenmistir (Sekil.4.29).

mr‘rllolldk/mg protein Spesifik Aktivite
I
3
e T |mcmca
1 L g-Amilaz
[
0 hd

val-29 val-30 val-49 val-45 val- 47 kh1-29 va2-34 va2-35 va2-41

Sekil.4.29. Bacillus sp. Suslarinin spesifik akt|V|teI eri
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4.13. Tartisma

4.13.1. CMCaz

CMCaz enzimi Ureten bakterilerin yapilan analiz sonuglarinda Bacillus sp.
VA1-29'un 12. saatte maksimum aktivite seviyesine ulastigi, enziminin optimum
aktivitesini 50 °C'de gosterdigi belirlenmistir. Bacillus sp. VA1-30'un 24. saatte
maksimum aktivite seviyesine ulastigi ve enziminin optimum aktiviteyi gosterdigi
sicaklik degeri 60 °C’de gosterdigi belirlenmistir. VA1-49 susunun Urettigi CMCaz
enzimin ise 12. saatte maksimum aktivite gostermis, optimum aktiviteyi gosterdigi
sicaklik degeride 80 °C olarak belirlenmistir. Bununla birlikte enzimin inktbasyon
sicakligr 40-50 °C araliginda %40 yukselme gbstermistir. Bacillus sp. VA1-45 nolu
bakterinin 2 enzim (CMC ve a-amilaz) Uretimi saptanmistir. CMCaz enzimi 24.
saatte ve a-amilaz enzimi bir yan enzim olarak 48-60 saatler araliginda optimum
aktivite gostermis ve optimum sicakligi 90 °C olarak belirlenmistir. Bununla birlikte
CMCaz enzimin inkubasyon sicakligi 80 °C'ye yukseltildigi zaman aktivitesi % 46
dizeyine artmistir. a-Amilaz enzimi 90 °C’den sonra aktivitesinin %54 diizeyinde
dustgl gozlenmistir.

Robson ve Chambliss (1984), Bacillus sp. izolatindan elde edilen CMCaz
enziminin aktivite analizini yapmislar ve makssmum CMCaz aktivitesin 58 °C’ de
gerceklestigini bulmuslardir. Hakamada ve ark (1997), alkalifilik Bacillus sp. KSM-
S237'den izole edilmis termostabil alkali selilazin optimum sicaklik aktivitesini
45°C’de gosterdigi bildirmislerdir. Lin ve ark. (1998), Bacillus sp. TS- 23 susunda
enzim Uretme yeteneginin 42- 60 °C sicaklikta, en iyi enzim sentezinin ise optimum
55 °C’'de oldugunu bulmuslardir. Mawadza ve ark. (2000), izolasyonunu yaptiklart
Bacillus sp. CH43 susu icin optimum sicaklik degerini 70 °C ve Bacillus sp. HR68
icin ise 65 °C oldugunu belirlemislerdir. Kim ve ark (2005), alkalifilik Bacillus sp.
susundan HSH-810'dan akali seltilaz izolasyonu yapmuslar ve enzimin 50°C’de
optimum aktivite gosterdigini belirtmiglerdir. Hirasawa ve ark. (2006), akalifilik
Bacillus agaradhaerens susundan izole edilen endoglukanaz enziminin optimum

aktivite gosterdigi sicakligimn 60°C oldugunu bulmuglardir. Kang ve ark. (2007),
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Pyrococcus horikoshii’den, (CMCaz) izolasyonu gerceklestirmisler. Enzimin
optimum 90 °C de aktivite gosterdigini saptamislardir. Oyekola ve ark. (2007),
izolasyonunu yaptiklari endoglukanaz enziminin sicaklik optimumunun ise 50 °C
oldugunu saptamiglardir. Aygan (2008), Bacillus sp. C-14 susundan izole edilen
endoglukanaz enziminin optimum aktivitesini ise 50 °C’ de gozlemistir.

Bu literatir bilgilerine gore, izolasyonunu yaptigimiz bakterilerce Uretilen
CMCaz enzimleri optimum sicaklik degerleri bakimindan yem sanayi igin uygun
gorulmektedir. Bakterilerin Ureme sicaklik degerleri dikkate aindiginda, Bacillus sp.
VA1-29 susunun treme sicaklig: termofil , Bacillus sp. VA1-30 susu hiper termofil,
Bacillus sp. VA1-49 hiper termofil ve Bacillus sp. VA1-45 ekstrem temofil susu
oldugu soylenebilir.

Calismamizda izole edilen Bacillus sp. VA1-29 susunun enzimin optimum
aktivite gosterdigi pH 7.5-8 gibi bir pH araiginda aktiviteye sahip oldugu
gOstermistir. Bu susa ait optimum pH degeri ise 8 olarak belirlenmistir. Bacillus sp.
VA1l- 30 susu 7-9 pH araliginda yuksek aktivite gostermis ve bu sus pH 8de
optimum aktiviteye sahibi olup ayrica her iki enziminde molekuler agirligr aymdir.
Bu da muhtemelen her iki izolatin aynm bakteri oldugu savini guclendirmektedir.
Bacillus sp. VA1-49 susundan izole edilen CMCaz enziminin 7.0-8.5 gibi genis bir
pH araliginda aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Bacillus sp. VA1-49 susuda pH
8'de optimum aktivite gostermistir. Bacillus sp. VA1-45 susundan izole edilen
CMCaz enziminin 7.5-9.0 ve o-amilaz enziminin 7.5-10.0 gibi genis bir pH
araliklarinda aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. CMCaz enzimi pH 9.0'da ve o-
amilaz enzimi pH 8.5 de optimum aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica bu
susaait CMCaz enziminde pH 9-9.5' de %50 dusUs saptanmustir.

Onceki calismalarla mukayese edildiginde, Robson ve Chambliss (1984),
Bacillus sp.’den Uretilen sellaz enziminde aktivite analizi yapmislar ve maksimum
seltlaz aktivitesin pH 4.8 de gercgeklestigini bulmuslardir. Hakamada ve ark (1997),
akalifilik Bacillus sp. KSM-S237' den izole edilmis termostabil alkali seltlazin
optimum aktivitesini pH 8.6-9.0'da gosterdigi bildirmislerdir. Bok ve ark. (1998),
Thermotoga neapolitana bakterisinden enzimlerin optimum pH 6.0-6.6 ve 95 °C'de
aktif olduklarint bulmuslardir. Endo ve ark. (2001), Bacillus sp. KSM-N252
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susundan izole edilen endoglukanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH'mn
10.0 oldugunu belirlemislerdir. Akita ve ark (2005), Bacillus halodurans C-125
susundan izole edilen enzimin optimum aktivitesini pH 6 ve 8 de gostermistir.
Oyekola ve ark. (2007), izole ettikleri endoglukanaz enziminin pH optimumunun 6-
6.5 oldugunu saptamislardir. Biz yaptigimiz ¢alismada biitin CMCaz enzimi Ureten
suslarin - optimum gelisme pH’lann 7-10 araliginda bulundugundan dolayi,
mikroorganizmalarin gelisebildikleri pH araiklarina gore yapilan siniflandirmaya
gore akalofiller grubunda yer aldiklar: gorilmektedir.

LiteratUrlerde seltlaz (CMCaz) enzimlerinin biyuk ¢ogunlugunda molekiler
agirhiklarin 35 kDa ve 85 kDa arasinda degistigi bildirilmistir (Mawadza ve
ark.,2000; Hakamada ve ark., 2002; Singh ve ark., 2001; Endo ve ark., 2001; Kim ve
ark., 2005; Voget ve ark., 2006; Zvereva ve ark, 2006; Zhang ve ark., 1983).
Calismamizda CMCaz enzimi Ureten izolatlarin gogunlugunda molekuler agirliklarin
32 kDa ve 40 kDa arasinda degistigi belirtilmistir. Sadece Bacillus sp. VA1-45
susuna ait molekuler agirligi 66 kDa saptanmistir. CMCaz enzimi Ureten izolatlarin
spesifik aktivite analizi sonucu Bacillus sp. VA1-29, VA1-30 ve VA1-49 suslarina
ait degerler sirasiyla 0.6, 0.42 ve 0.41 olarak belirlenmistir.

4.13.2. a-Amilaz

Calismada Hazar Denizin'den Bacillus sp. susu izole edilen Bacillus sp.
KH1-29 susu tarafindan Uretilen a-amilaz enzimi bakteri gelisiminin 24-36. Saatleri
arasinda maksimum aktivite seviyesine ulasimis, en yuksek seviyesini ise 36. Saatte
gostermistir. Bacillus sp. KH1-29 a-amilaz enziminin optimum aktiviteyi gosterdigi
sicaklik degeri 90 °C olarak belirlenmis, enzim 90°C sonra aktivitesini %90 oraminda
kaybetmistir. Bacillus sp. KH1-29 a-amilaz enzimi pH 8 de optimum aktivite
gostermistir. izole edilen a-amilaz enziminin 7-8 gibi bir pH araliginda aktiviteye
sahip oldugu saptanmistir. Bacillus sp. KH1-29 a-amilaz enziminin molekiler
agirliginin yaklasik 45 kDa oldugu tahmin edilmistir. Calismadaizole edilen Bacillus
sp. VA2-34 susu bakteri gelisiminin 12-36 saatlar arasinda yuksek o-amilaz
aktivites gosterirken, en yuksek aktivite seviyesine 24. Saatte ulasmistir. Bacillus sp.
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VA2-34 a-amilaz enziminin optimum aktiviteyi gosterdigi sicaklik degeri 90 °C
olarak belirlenmistir. izole edilen a-amilaz enziminin 7-8.5 gibi bir pH araliginda
aktiviteye sahip oldugu saptanmistir. Bacillus sp. VA2-34 o-amilaz enziminin
optimum aktivite pH’ st 7.5 oldugu, molekuler agirliginin ise yaklasik 44 kDa oldugu
tahmin edilmistir. Bacillus sp. VA2-35 susu bakteri gelisiminin 24-36 saatlari
arasinda yuksek a-amilaz aktivitesi gosterdigi, en yiuksek seviye ise 36 saatte ulastigi
belirlenmistir. Bu enziminin optimum aktiviteyi gosterdigi sicaklik degeri 50 °C, pH
degerleri ise 6.5-9.5 (optimum 9) olarak bulunmustur. Enzim pH 9.5'dan sonra
yaklasik %50 aktivitesini kaybetmistir. Bacillus sp. VA1-41 a-amilaz enziminin
molekller agirligimn yaklasik 44 kDa oldugu tahmin edilmistir. Bacillus sp. VA2-41
susu o-amilaz enzimini bekteri gelisiminin 24-36. saatleri arasinda yuksek dizeyde
Uretmis, maksimum enzim Uretime seviyesine ise 24. saatte ulasmistir. Enzim
optimum aktiviteyi gosterdigi sicaklik degeri 40 °C, pH degeri ise 8 olarak
belirlenmistsr. Bacillus sp. VA1-47 susu iki enzim (o-amilaz ve CMCaz )
Uretmektedir ve her iki enzim de optimum sicaklik degeri 50 °C olarak
hesaplanmistir.  Yapilan enzimatik analizler bu susda a-amilaz enziminin ana
aktivite, CMCaz enziminin ise yan aktivite oldugunu gostermistir. a-Amilaz
aktivites bakteri gelisiminin 24. saatinde, CMCaz aktivites ise 48. saatinde
maksimum seviyeye ulasmustir. Bacillus sp. VA1-47 susundan izole edilen CMCaz
enziminin 7.5-9.0 ve a-amilaz enziminin ise 7.5-8.5 pH araliklarinda aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Her iki enzimin pH 7.0’ de optimum aktivite gostermistir. pH
6.5 den sonra a-amilaz enziminde %80 aktivite kaybr gbzlenmistir.

a-Amilaz ileilgili yapilmis dnceki calsmalarda, Vihinen ve Mantsala (1990),
Bacillus stearothermophilus dan elde edilen a-amilazin aktivite gosterdigi optimum
sicakligin 50-70°C oldugunu, enzimin korudugunu bildirmislerdir. Lin ve ark (1998),
enzim sentezinin 42-60°C sicaklikta, optimum 55°C de meydana geldigini, Bacillus
sp.TS-23 susunun ise 55°C de Uredigini bisdirmislerdir. Bu sonuglarda amilaz tretimi
ve bakteri tremesi icin optimum sicakligin aym oldugunu gostermislerdir. Mamo ve
ark (1999), Etiopya da sicak su kaynaklarindan izolasyonunu yaptiklar: termofilik
Bacillus sp.’den saflastirdiklarr amilaz enziminin optimum 75-80°C’ de ve pH 5.0-
8.0 arasinda calistigint saptamiglar. Duedahl-Olesen ve ark (2000), Bacillus
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clausii’ den optimum pH 9.5 ve 55°C de aktivite gosteren, molekiler agirligr 101 kDa
olan, nisastadan maltoheksoz olusturabilen amilaz izolasyonu ve karakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Hagihara ve ark (2001), 8.0-9.5pH ve 55-60°C'de aktivite
gosteren molekul agirligi 55 kDa olan bir a-amilaz enzimi bildirmislerdir. Deutch
(2002), tuza kars1 toleransi bulunan Bacillus dipsosauri’den Urettikleri amilazin
optimum pH 65 ve 60°C aktivite gosterdigini ve 1.0 mol L-1 KCl
konsantrasyonlarinda da buyluk bir aktivite toleransina sahip oldugunu
belirtmislerdir. Amoozegar ve ark (2003), % 15 (w/v) tuz stres altinda Uretilen
ekstraselltler amilazin enziminin optimum aktivite sicakligimin 50°C ve optimum pH
aktivitesinin ise pH 7.5-9.0 arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Konsula ve
Liakopoulou-Kyriakidis, (2004). Bacillus subtilis a-amylase enziminin optimum
135°C aktivite gosterdigini 160°C de ise %70 aktiviteye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Das ve ark (2004), Bacillus subtilis susundan, molekiler agirligi 42.8
kDa, optimum aktivite sicakligi 52-55°C ve pH'st 9.0 olan, akali afa-amilaz
izolasyonu yapmuslardir. Konsula ve ark (2004), mezofilik Bacillus subtilis susundan
izolasyonunu yaptiklar: ekstraselltler termostabil afa-amilaz enziminde en yuksek
aktivitenin135°C ve pH 6.5’ da gerceklestigini bulmuslarcir. Saxena ve ark (2007),
izole ettikleri amilaz enziminin, maksimum aktivitesini pH 10.0 ve 90°C
gerceklestirdigi ve enzimin 80-100°C arasinda %100 stabil davrams gosterdigini
saptamiglardir. Asgher ve ark (2007), Bacillus subtilis den izolasyonunu yaptiklar
termostabil alfa-amilazin optimum aktivitesinin pH 8.0 ve 70°C oldugunu bulmuslar.
Aygan (2008), optimum aktivite sicakligi 150 °C ve optimum pH’st 10.5 olan amilaz
enzimi Ureten Bacillus sp. AB-17 susunu izole etmislerdir.

Bu literatir bildirigsleri g6zonunde bulundurdugunda, Konsula ve
Liakopoulou-Kyriakidis, (2004) tarafindan bildirilen a-amilazlar disinda diger o-
amilaz enzimlerinin bizim izole ettigimiz bakterilere ait a-amilaz enzimleri ile benzer
optimum sicaklik aktivitesine sahip oldugu gorulmektedir. Hatta KH1-29 ve VA2-34
izolatlar: tarafindan Uretilen a-amilaz enzimleri en iyi 90°C'de aktivite
gostermektedir ve bu deger diger arastiricilar tarafindan bildirilen optimum sicaklik
degerlerinden yiksektir. Bacillus sp. KH1-29 ve VA-34 suslann en iyi 55°C'de
gelistikleri halde Grettikleri a-amilaz enzimleri 90°C’de aktivite gostermektediler.
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Bakteriler termofil veya termotolerant bir 6zellik gosterirken enzimler yiksek bir
termostabilite 6zellik gostermektediler.

Optimum pH'’ lar1 inceledigimizde Bacillus sp. KH1-29 ve VA2-41 enzimi pH
8 de (akalofil), Bacillus sp. VA2-34 enzimi pH 7.5 de (alkalofil), Bacillus sp. VA2-
35 enzimi pH 9'da (alkaofil) ve VA1-47 pH 7.0'de (notrofil) optimum aktivite
gostermistir. Aym sekilde literatlrdeki calismalara baktigimizda optimum pH
aktiviteleri 2 simf (alkalofil - notrofil) icinde yer almaktadilar. a-Amilaz enzimi
Ureten suslar arasinda Bacillus sp. VA2-35, 3.21 degeri ile diger suslara gore
maksimum spesifik aktivitesi belirlenmistir. Bacillus sp. VA2-34 , KH1-29 ve VA2-
41suslarina ait spesifik aktivite sirasiyla 0.46 , 0.63 ve 1.57 olarak belirlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

1

Izole ettigimiz Bacillus sp. suslar tarafindan enzimlerin zamana goére
aktivitelerini incelendiginde, VA1-29 (CMCaz enzimi ureten) ve VA1-49
(CMCaz enzimi Ureten) bakterinin Ureme periyodunun 12. saatinde
maksimum dizeyde cikmustir. Bu iki sus diger suslara gore minimum bir
aktivite gostermistir. Ayrica VA1-47 (CMCaz ve a-amilaz enzimlerin Ureten)
ve VA1-45 (CMCaz ve a-amilaz enzimlerin Ureten) suslarda diger suslar
arasinda 48 saat olarak maksimum aktivite gostermislerdir

Calismada izole ettigimiz Bacillus sp. suslar arasinda VA2-34 (a-amilaz
enzimi Ureten) ve KH1-29 (o-amilaz enzimi dreten) en yuksek optimum
sicaklik aktivitesi gostermislerdir. Optimum sicaklik aktivites her iki sus icin
90°C olarak belirlenmistir. 2. sirada VA1-49 (CMCaz enzimi Ureten) 80°C
olarak belirlenmistir. Minimum aktiviteyi gosterdigi sicaklik degeri VA2-41
(a-amilaz enzimi Ureten) susa ait 40°C olarak belirlenmistir. En yuksek
optimum sicaklik aktivitesi gosteren suslar a-amilaz Ureten bakteriler oldugu
belirlenmistir.

Bacillus sp. suslarinin optimum pH araliklar: incelendiginde, VA1-45 ve
VA2-35 maksmum aktiviteye sahip olduklar: belirlenmistir. VA1-45 CMCaz
enzimini pH 9'da, a-amilaz enzimi pH 8.5'te ve VA2-35 susu pH 9'da a-
amilaz enzimi Ureterek, calistigitniz suslar arasinda maksimum aktivite
gostermislerdir.

izole edilen Bacillus sp. suslarimin farkli enzim aktivitelerinin karsilastiriimasi
sonucunda Bacillus sp. VA1-45 susu iki farkli enzim Urettigi saptanmustir. Bu
sus %100 CMCaz enzimi Urettigi zaman a-amilaz enzimine ait aktivite %89
oldugu belirlenmistir. Bacillus sp. VA1-47 susunda ise a-amilaz enziminin
dretimi %100 oldugu zaman CMCaz enzim aktivites %53 oldugu
belirlenmistir.

Calismadaki Bacillus sp. suslarimin spesifik aktivite analizinde maksimum
spesifik aktivite VA2-35 ve VA2-41 susuna ait olmustur. Bacillus sp. VA2-35
susu 3.21 mmol/dk/mg protein spesifik aktivite gosterirken Urettigi
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belirlenmistir. Bacillus sp. VA2-41, Bacillus sp. VA2-35'den sonra 1.57
mmol/dk/mg protein spesifik aktiviteye sahip olmustur.

6. Izole edilen Bacillus sp. suslarinin SDS-PAGE ve zymogram analizi sonucuda
Bacillus sp. VA2-35 susu molekuler agirligr yaklasik 60 kDa olarak diger -
amilaz Ureten suslara goére UstlnlUk gostermistir. CMCaz Ureten suslarda ise
Bacillus sp. VA1-45 SDS-CMC-PAGE’ de molekiiler agirlig1 yaklasik 66 kDa
olarak diger CMCaz ureten suslara gore Ustiinltik gostermistir.

[zole edilerek karakterize edilen bakteri suslarina ait enzimatik analiz

sonuclar: 6zetle Cizelge 5.1 de verilmistir.
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Sonug olarak, izolasyonlarim yaptigimiz suslarin ve endistriyel 6nemlere
sahip enzimlerinin karakterizasyonuna ait verilere gore aagidaki calismalarin
yapilmasi 6nerilebilir:

1. Nisastaisletmelerinde en fazla istenilen durum jelatinlestirme ve sivilastirma
calismalarinda ¢ok yuksek sicakliklarda aktivite gosteren a-amilaz enziminin
bulunmas: ve kullanilmasicir. ilk asama olan jelatinlestirme 140-150°C
sicakliklarda 5 dakika sireyle gerceklestirilir ve 100-105°C'ye kadar
sogutulur. Bu asamada o-amilaz enzimi ilave edilerek nisastamn
swvilastirllmast saglanir. Optimum aktivitesini 90 °C de gosteren Bacillus sp.
VA2-34 ve Bacillus sp. KH1-29 o-amilaz enzimi nisastamin hidrolizi
calismalarinda kullanildiginda ytksek diizeyde verim saglanmast mumkundur.

2. Tekstil endustrisinde hasillama islemlerinde de cok fazla miktarlarda nisasta
kullamimaktadir. Tekstil endustrisinde kullamlan iplik, dokuma islemi
sirasinda egilebilir. Ipligin daha dayanikli ve saglam olmasi gerekmektedir.
Bunun igin ¢ok sicak nisasta kullamlir. Nisasta, ipligi saglamlastirarak ¢ok
saglam hale getirir. Boylece dokuma sirasindaki uygunsuz kosullar ve stres
atinda iplik, dayamkliligim korur. Nisasta tekstilde dokuma, kaplama ve
yaglama sirasinda kirilmalart ve egrilmeleri Onler. Tekstil endustris pH’si
yaklasitk 12 ve sicakligin en az 80 °C olan isletmelerdir. Hagsillama
islemlerinden sonra kumaslardan nisastanin uzaklastiriimasinda son yillarda
enzim kullammu dnemli bir yer tutmaktadir. Bacillus sp. KH1-29 a-amilaz
enziminin Optimum aktivitesini 90 °C ve pH 8 de gosteren Ozelligi tekstil
endustrisindeki isletmeler igin ideal bir enzim olacag: dustunulmektedir .

3. Amilaz enzimlerinin en fazla kullamldigi alanlardan bir digeri deterjan
endustrisidir. Ozellikle alkalin, termostabil, halofil, SDS, triton X-100 ve B-
merkaptoetanol gibi deterjan ve ylzey aktif ganlara direncli 6zellik gosteren
enzimler, deterjan formulasyonunda oncelikli bir yere sahiptir. Bu agidan
Bacillus sp. KH1-29 amilaz enzimi, ideal endustriyel enzim 6zelligindedir.

4. Son yillarda seltilaz kullamm 6zellikle tekstil, temizlik, kagit, icecek ve sarap
endustrisinde 6nemli diizeyde artis gostermistir. Ayrica hayvan yemlerinin

dretimi, tekstil ve temizlik endustrisi, kagit hamuru hazirlama isletmeleri ile
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tarnmsal uygulamalar seliilaz kullamm alanlarn arasindadir. izolasyonunu
gerceklestirdigimiz Bacillus sp. VA1-49 CMCaz enziminin optimum
aktivitesinin pH 8.0 gerceklesmesi, optimum aktivite sicakligimin 80°C’ de
olmas,, enzimin tekstil uygulamalar, kagit endustrisi, hayvan yemi
hazirlanmasi gibi uygulamalarda kullamiimasi onerilebilir.
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EK-1. Calismada Kullanilan Besiyerleri

1.1. LB Agar

Alkalifilik, termofilik ve halofilik bakterilerin izolasyonu ve kati1 agarda stok
kulturlerin saklanmast icin kullanidmistir (Sambrook ve Russell, 2001).

Bilesimi a/L
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5

NaCl 10
Agar 15

Istenen Ozellikteki bakteri izolasyonu icin NaCl miktar1 veya pH olarak
modifiye edilmistir.

1.2. LB-CMC-Agar Besiyeri

CMCaz aktivitesinin saptanmast amaciyla kullanilmistir  (Sambrook ve
Russdll, 2001).

Bilesimi a/L
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5

NaCl 10
Agar 15

CMC (Carboxymethylcellulose) 1

100



1.3. LB-Ksilan-Agar Besiyeri

Ksilan aktivitesinin saptanmast amaciyla kullanilmistir  (Sambrook ve
Russdll, 2001).

Bilesimi a/L
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5
NaCl 240
Agar 15
Ksilan 1

1.4. LB-Nisasta-Agar Besiyeri

Amilaz aktivitesinin saptanmast ve enzim dretimi amaciyla kullanidmistir
(Sambrook ve Russell, 2001).

Bilesimi a/L
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5
NaCl 10
Agar 15
Nisasta 5

1.5. LB-Likenan-Agar Besiyeri

Likenan aktivitesinin saptanmast amaciyla kullanilmistir (Sambrook ve
Russell, 2001).

Bilesimi a/L
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5
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NaCl 10
Agar 15

Likenan 1

1.6. Kazein-Agar Besiyeri:

Bakterilerin kazeinaz aktivitelerinin saptanmast amaciyla  ullamlmustir
(Bilgehan, 1995).

Bilesimi g/L
Pepton 5

Maya 3

St Tozu 1

Agar 12
Distile su 1000 mi

1.7. LB-Inilin-Agar Besiyeri

Inolin  aktivitesinin saptanmasi amaciyla kullanilmistir (Sambrook ve
Russell, 2001).

Bilesimi a/L
Tripton 10
Maya Ekstrakti 5
NaCl 10
Agar 15
Indlin 1
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EK-2.COZELTILER

2.1. NaOH Cozeltis

Besiyerlerinin pH’ simt ayarlamak amaci ile 2 N NaOH ¢ozeltisi kullanilmistir
(Aibaveark., 1983).

2.2. Tyodin Boyasi (100 ml)

Kat1 besiyerindeki amilaz enzim aktivitesni ve SDS-PAGE jd
uygulamasinda jeldeki amilaz aktivitesinin gosterilmesi icin kullanilir. 200 ml iyodin
boyasi hazirlamak icin 50 ml metanol, 10 gr potasyum iyodid ve 1 gr iyodin (iyot)
bir erlenin icerisine konur. Bir miktar saf su ilave edilerek manyetik karstiricida
iyice ¢ozdurultr. Hacim saf su ile 100 ml’ ye tamamlanr.

2.3. Kongo Kirmizis1 (Congo red) (% 0.1 w/v)

Kat1 besiyerindeki selllaz ve ksilanaz enzim aktivites ile SDS-PAGE jel
uygulamasinda jeldeki selllaz ve ksilanaz aktivitesinin gosterilmesi icin %0.1' lik
kongo kirmizisi 100 ml distile suda ¢ozilerek hazirlanmistir (Voget ve ark, 2006).

2.4. NaCl Cozeltis (1 M)
Petri kabinda selilaz ve ksilanaz aktivitesini saptamak ve zimogram

analizinde jelde bulunan aktivite bandint gorinir hale getirilmesinde kongo
kirmizisinin uzaklastirilmas: amaciyla kullaniimistir (V oget ve ark, 2006).
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2.5. Sodyum-Fosfat Tamponu

Enzimlerin pH 5.5-8 arasindaki aktivitelerini  saptamak amaci ile
kullanilmigtir. 0.2 M solusyon A (27.8 gr NaH,PO,/1000 ml) ve 0.2 M solusyon B

Na,HPO,x7H,O (53.65 gr/1000 ml) stok cozeltileri hazirlamr ve istenilen pH

degerleri icin uygun karisimlarin elde edilmes amaciyla kullamlir (Temizkan ve
Arda, 2004).

2.6. TrisTamponu

Enzimlerin pH 7.5-12 arasindaki aktivitelerini saptamak amaci ile kullanilir.
100 mM olacak sekilde Tris tartilir ve istenilen pH degerine ulasana kadar uygun
NaOH cozeltisinden (0.2 M NaOH ve yiksek pH degerleri icin de 2 N NaOH)
eklenir (Temizkan ve Arda, 2004).

2.7. Dinitro Salisilik Asit (DNS)
Enzim aktivitesini durdurmak ve indirgen seker miktarimin saptanmasi amact
ile kullanilmistir. 1 g DNS (50 mL de-iyonize su iginde ¢ozuldikten sonra), 30 g K-
NaTartarat ve 20 mL 2N NaOH ilave edilerek, son hacim distile su ile 100 mL’ye
tamamlanir (Aibave ark.,1983).

2.8. TCA (Trikloroasetikasit) (% 20 w/v)

20 gr TCA (Trikloroasetikasit) 100 ml’ye tamamlanacak sekilde distile suda

cozulr.
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2.9.05M TrisHCI (pH 8.0)
Istenen hacimlerde 0.5 M olacak sekilde Tris-HCI tartilarak bir miktar suda
¢cOzulUr, pH’st NaOH ile 8.0’ aayarlanarak saf su ile hacme tamamlanir. 121 °C’ de 15
dk otoklav yapilarak +4 °C’ de saklanir.

2.10.2M TrisHCI, pH: 8.8

24,2 gr tris tartilir, 50 ml distile suda ¢ozilir. Konsantre HCI ile pH: 8.8'e
ayarlanp distile suyla 100 ml’ ye tamamlanr.

2.11. 1M Tris-HCI, pH: 6.8

12,1 gr tris tartilir, 50 ml distile suda ¢ozultr. Konsantre HCI ile pH:6.8'e

ayarlanip distile suyla 100 ml’ ye tamamlanir.

2.12. %10 w/v SDS

10 gr SDStartilip distile suyla 100 ml’ ye tamamlanur.

2.13. Akrilamid Sollsyonu

Bilesimi q
Akrilamid 29.2
Bisakrilamid 0.8
Distile su 100 mL

Y ukardaki bilesikler bir miktar distile su icerisinde ¢ozildikten sonra son

hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir (Bollag ve ark., 1996).
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2.14. Amonyum Persilfat (AMPS) % 10

0.5g AMPS 5mL distile su icerisinde ¢ozulerek hazirlanir (Bollag ve ark,
1996).

2.15. Elektrot Soltisyonu (1 L)

0.05M Glisin
0.05M  Tris-baz
% 0.1 SDS

Yukarida verilen oranlara gore istenen hacim icin gereken miktarlarda
malzeme tartilarak bir kaba konur. Istenen hacmin biraz atinda saf su ile
¢cozuldikten sonra yine saf su ile hacme tamamlamir. Hazirlanan soltisyon tankin
icerisine konularak, jele yiklenen orneklerin elektroforetik olarak yurattlmesinde

kullanlir.

2.16. Ornek Y iikleme Tamponu (Bollag ve ark, 1996).

Bilesimi mL

1M Tris-HCI (pH 6.8) 0.6

Gliserol %50 5

B-Merkaptoetanol 0.5

Bromfenol mavisi %11

SDS % 10 wiv 2

Distilesu 0.9 (Bollag ve ark, 1996).

2.17. Coomasie Brillant Blue Boyas (CBB) Stok Soltisyonu (1 L)

SDS-PAGE jdllerinin elektroforezden sonra boyanmasi ve protein bantlarinin

gorindr hale gelmesi amaci ile kullanid mustir.
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Bilesimi

Coomassie blue (% 0.2 w/v) 20r

Metanol (% 50 v/v) 500 ml
Glasial asetik asit (% 10 v/v) 100 mi
Saf su 400 ml

Y ukarida verilen miktarlarda malzemeler bir erlen icerisine alinarak manyetik

karistirict Uzerinde iyice homojenize edilir.

2.18. Jel Boyama (Staining) Soltisyonu

Bilesimi
Comassie Brillant BlueR-250 1g

Metanol 450 mL
Glasial Asetik Asit 100 mL
Distilesu 450 mL

1g Coomassie Brillant Blue R-250, 450 mL metanol igerisinde ¢ozulUp filter
kagidindan stizlldikten sonra, karisimin Uzerine 100 mL glasial asetik asit ve 450
mL distile su eklenerek hazirlanir (Bollag ve ark, 1996).

2.19. Jelden Boyayr Geri Alma (Destaining) Solisyonu (Bollag ve ark,
1996).

Bilesimi mL
Metanol 100
Glasial Asetik Asit 100
Distilesu 800
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2.20. Hiicredisi Proteinlerin TCA Muamelesi ile Elde Edilmesi

1. Bakteri kdlturh steril 6ze yardimiyla 25 ml hacimli LB sivi besiyerine ekilerek 55
9C’ de 48 saat stireyle Uremeye birakilir.

2. Sire sonunda bakteriler 10 ml hacimli santrifdj tuplerine alinir ve 4500 rpm’ de 10
dk siireyle santrifij edilerek ¢coktirdlOr.

3. Ust faz 5'er ml olacak sekilde temiz santrifiij tiplere alimir ve tizerine 1 hacim
%20 w/v TCA eklenerek bir pipet yardimiyla yardimi ile homojenize edilir.

4. Elde edilen karisimlar (stipernatant+TCA) 24 saat sireyle oda sicakliginda inkiibe
edilir.

5. Sire sonunda drnekler 4500 rpm’de 10 dk siireyle santrifljj edilerek proteinlerin
pelet olusturmas saglanir. Ust sivi kisim dokilerek uzaklastiralir.

6. Protein peletleri kurutularak 1 M Tris (pH 8)’ de ¢cozUldr.
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