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OZET

SELULOTIK ATIKLARDAN iZOLE EDILEN Bacillus cereus
BAKTERISI TARAFINDAN URETILEN SELULAZ ENZIMININ
BiYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Hatice Elif ISIK BICEN
Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Kimya Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Serpil UGRAS
Mayis 2022, 50 sayfa

Selulaz enzimi, bazi bakteri ve mantar turleri tarafindan sentezlenen ve seliilozun 3-1,4
glikozit baglarmni parcalayan enzimdir. Selillaz enzimi gida, kagit, tekstil endistrisi,
hayvan yemleri ve deterjan tiretimi gibi genis bir kullanim alanina sahiptir. Boylesi
genis bir endiistriyel kullanima sahip mevcut seliillaz enzimlerine bir yenisini
ekleyebilmek amaciyla tasarlanmis bu ¢alismada, seliilotik bakteri izolasyonu,
tamimlanmasi, tamimlanan bakteri tarafindan sentezlenen seliilaz enziminin kismi
saflastirilmas1 ve Karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Oncelikle, findik atiklarmnin
oldugu toprak numunelerinden izole edilen otuz adet bakteri susunun seliilaz enzimi
iiretme kapasitesi yapilan kalitatif tayin ile arastirilmis ve bu bakteriler arasinda en iyi
seliilaz reticisinin izolat DU-1 oldugu belirlenmistir. Enzim iiretici izolat morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler teknikler ile tanimlanmis ve bakteri Bacillus cereus DU-1
olarak tiir boyunda tamimlanmistir. Yapilan enzim karakterizasyonu ¢alismalari
neticesinde Bacillus cereus DU-1 bakterisinin enzim iiretmesi i¢in gerekli optimum
sartlar; tripton (azot kaynagi), pH 7.0, sicaklik 37 °C ve siire 24 saat olarak
belirlenmistir. Bununla birlikte, 50 °C’de ve pH 6.0’ da enzimin aktivitesinin (4,73
U/mL) optimum oldugu tespit edilmistir. Enzim kinetigi analizi sonucunda enzimin
Vmax degeri 3,18 U/mL ve Km degeri 0,0019 mM olarak bulunmustur. Son olarak
enzim amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi olarak saflastirilmistir. Kismi saflastirilan
enzimin molekiiler biiyilikliigi SDS-PAGE ve Zimogram analizi ile yaklagik 40 kDa
olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus cereus, Seliillaz, SDS-PAGE, Enzim kinetigi.
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ABSTRACT

BIiOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF CELLULASE
ENZYME BY Bacillus cereus ISOLATED FROM CELLULOTIC
WASTE

Hatice Elif ISIK BICEN
Diizce University
Graduate School of Natural and Applied Sciences, Department of Chemistry
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serpil UGRAS
May 2022, 50 pages

Cellulase enzyme is the enzyme synthesized by some bacterial and fungal species and
breaks down the B-1,4 glycoside bonds of cellulose. Cellulase enzyme has a wide range
of uses such as food, paper, textile industry, animal feed and detergent production. In
this study, which was designed to add a new cellulase enzyme to the existing cellulase
enzymes with such a wide industrial use, cellulotic bacteria isolation, identification,
partial purification and characterization of the cellulase enzyme synthesized by the
identified bacteria were performed. First of all, cellulase enzyme production capacity of
thirty bacterial strains isolated from soil samples containing hazelnut wastes was
investigated by qualitative assay and it was determined that the best cellulase producer
among these bacteria was isolate DU-1. The enzyme producing isolate was identified by
morphological, biochemical and molecular techniques and the bacterium was identified
as Bacillus cereus DU-1. As a result of enzyme characterization studies, optimum
conditions for enzyme production by Bacillus cereus DU-1 bacteria was determined as
tryptone (nitrogen source), pH 7.0, 37 °C and 24 hours. However, it was determined that
the activity of the enzyme (4.73 U/mL) was optimum at 50 °C and pH 6.0. As a result of
the enzyme kinetic analysis, the Vmax value of the enzyme was found as 3.18 U/mL
and the Km value was found as 0.0019 mM. Finally, the enzyme was partially purified
by ammonium sulfate precipitation.The molecular size of the partially purified enzyme
was determined as approximately 40 kDa by SDS-PAGE and Zymogram analysis.

Keywords: Bacillus cereus, Cellulase, SDS-PAGE, Enzyme Kinetics.

Xiii



1. GIRIS

Hiicrelerde oOnemli metabolik gorevler yapan enzimler; bitki, hayvan ve
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen biiyilk ¢ogunlugu protein yapisinda olan
molekiillerdir. Enzim, hiicrede gergeklesen bir¢ok reaksiyonun hiz ve oOzgilligiini
degisiklige maruz kalmadan diizenleyebilmektedir. Birgok metabolik reaksiyon
enzimlerce kontrol edilmekte ve hizlandirilmaktadir. Substrat, reaksiyonun
baslangicinda enzimin etki ettigi maddeye denmekte olup, {iriin ise reaksiyon sonucu
ac1ga c¢ikan ve miktara yiikselen maddedir. Enzimler dis yiizeyden baslayarak substratin
seklini bozmakta ve iiriinii ortaya cikarmaktadir. Uriin olustuktan sonra baska bir

substrat molekiiliine ayni reaksiyonu, ayni enzim ile ger¢eklestirmektedir [1].

Glinlimiizde, boylesi O0nemli islevleri olan enzimler canli hiicrelerden
saflastirilabilmekte ve birgok endiistriyel alanda basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
Enzimlerin, gida sanayinde, temizlik sanayinde ve teknolojik gelismeye bagli birgok
alanda kullanimi yayginlagsmaktadir. Gelisen enzim teknolojisi sayesinde, iiriinlerin
kullanim sektorii, cesitliliginin artmas1 ve yiiksek ekonomik degerinin olmasi gibi
sebepler ile endistriyel enzim teknolojileri alaninda yapilan c¢alismalar Gnem
kazanmaktadir. Enzimlerin herhangi bir endiistri dalinda kullanilabilmesi ig¢in
maliyetinin diisiik olmasi, farkli sektorlerde kullanilmasinda ise sektdre gore enzimin

alerjik veya toksik etki olusturmamasi 6nem arz etmektedir [2].

Endiistride kullanilan enzimler, mikroorganizmalardan genellikle elde edilmekle birlikte
bitkiler ve hayvanlardan elde edilmektedir. Mikroorganizmalar tarafindan iretilen
enzimlerin katalitik aktivitelerinin hayvansal ve bitkisel kaynaklara gore daha fazla
olmasi, daha az yan iiriin olusturma, daha dayanikli, ucuz ve yiiksek saflikta elde

edilebilmeleri gibi nedenlerden dolay: kullanilmaktadir [3].

Bugiine degin yaklasik 2.500 farkli enzimin kesfedildigi ve endiistriyel sektorde

faydalanilan tiim enzimlerin %80’ini olusturdugu gézlenmektedir [4].

Endiistriyel uygulamalarda proteaz, amilaz ve selillaz enzimlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Endiistriyel enzimler igerisinde seliilozu hidrolize eden seliilaz enzimleri

endiistriyel alanda 6nemli biyoteknolojik bir enzim oldugu goriilmektedir.



1.1. ENZIMLER
1.1.1. Enzimlerin Genel Karakterleri

Enzimler girdigi kimyasal tepkimeleri katalizleyen herhangi bir sekilde degisime
ugramadan c¢ikan, tepkimenin hizini arttiran katalizérler olarak tanimlanmaktadir.
Enzimler katalizleyecegi molekiiller i¢in 6zel baglanma bolgesi tasimaktadir [5]. Enzim;
1878 yilinda ilk kez Kuhne ile kullanilmistir. Euduard Buchner 1897 yilinda
hiicrelerden fonksiyonel enzimleri 6ziitleyebildigini bildirmistir [6]. Buchner yasayan
hiicreden aktif enzimin ayrilabilecegi gostermis ve alkol fermantasyonunun ilk
olusumunda mayanin eklenmesi yerine, canli hiicre igermeksizin maya 6ziitiinii eklerek

sekeri alkole doniistiirebilmistir [7].

Enzimler, canli hiicrede iiretilen hemen hemen tamami protein yapili molekiillerdir.
Enzimin etki ettigi substratlar aktif bolgelerde 6zel bolgelere baglanilir. Enzimin aktif
bolgesi iki anahtar alan igermektedir. Ilk anahtar alan, reaksiyon siiresince substratla
etkilesim iginde olan alan, ikincisi ise enzimin kimyasal gruplarmin substrat ile

reaksiyonunu saglayan baglanma alani olmaktadir [8].
1.1.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler, katalize ettikleri reaksiyon tipine gore; E.C.1 Oksidorediiktazlar, E.C.2
Transferazlar, E.C.3 Hidrolazlar, E.C.4 Liyazlar, E.C.5 Izomerazlar ve E.C.6 Ligazlar
E.C.7 Translokazlar olmak tizere yedi kategoriye ayrilmaktadir. Her enzim 6ncelikle
uygun kategori igerisinde siniflandirilmakta, daha sonra EC (Enzim Komisyonu)
kategorisine ilavaten ii¢ basamakli siniflandirma numarasi ve tanimlayici bir sistematik

ad atanmaktadir.
1.1.3. Enzim Aktivitesi

Enzim aktivitesi, birim zaman basina doniistiiriilen substratin mol sayis1 veya grami
olarak degerlendirilmektedir. Enzimin spesifik bir reaksiyonu katalizleme kapasitesinin
bir 6l¢limiinii vermektedir ve enzim aktivite birimi {initedir. En yaygin kullanilan enzim
aktivite birimi, International Umit (IU)’dir. 1 IU enzim aktivitesi, reaksiyon
kosullarinda, 1 dakikada 1mol (veya g) substrati doniistiiren enzim aktifligini ifade
etmektedir [9].



1.1.4. Enzim Kinetigi

Enzimler tarafinca katalize edilen reaksiyonlarin hizlarini, bu hizlara etki eden faktorleri
(substrat, inhibitor gibi) calisma alanlarini inceleyen alandir ve kimyasal kinetigin temel
ilkelerini kullanmaktadir. Ancak kimyasal kinetigin reaksiyon hizlarinin kantitatif
incelenmesi ile birlikte reaksiyonlarin yapilart ile de ilgilenmektedir. Enzim kinetigi ise,
reaksiyon hizlarinin kantitatif incelenmesini ve buna etkileyen faktorleri arastirmaktadir
[10].

Enzim kinetigi kapsaminda, enzimin reaksiyon hizi (V) ve substrat konsantrasyonu [S]
arasindaki iligki bir grafige aktarildiginda hiperbolik egri olusturmaktadir. Michaelis ve
Maud Menten tarafindan 1913 yilinda, hiperbolik grafiginin matematiksel a¢idan nasil

yorumlanacagini yeniden formiilize edilmistir.

Reaksiyonun hizi (V) (enzim Kkonsantrasyonunun sabit olmasi sartiyla), substrat
konsantrasyonu [S] ile birlikte artmakta olup maksimum hiz (Vnax) degerine ulasincaya
kadar yiikselis devam etmektedir. Fakat enzim aktivitesi Vmax ulastiktan sonra substrat
konsantrasyonu arttirilsa dahi reaksiyon hizi etkilenmemektedir. Artan substrat
konsantrasyonlarinda reaksiyonunun yavaglamasi, enzimdeki substrat baglama

alanlariin doygunluga eristigi anlamina gelmektedir [11].

[S]

Sekil 1.1. Michaelis-Menten grafigi ve denklemi.

Vmax [S]

Vo = ——r=
"7 K, +[S]

(1.1)

Hiz egrisinden Vma'in ulasildigr noktayr belirlemek ¢ogu zaman hatali verilere sebep

olabilmektedir. Bu sebeple Vpmax'in yart noktasini belirleyen 6lgiimler yapilmaktadir.
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Reaksiyon hizinin 1/2Vna ulagtigi zamanki substrat konsantrasyon degerine Michaelis
Konstant1 olarak ifade edilmekte ve Ky, ile gosterilmektedir. Bu baglamda, reaksiyon
hizi kendi maksimum hizinin yarisina esit oldugu zamanda K substrat
konsantrasyonuna denk olarak saptanmaktadir. Bu durumda Kp,; reaksiyon hizinin
maksimumum yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir.
Km degeri her enzim ve substratina 6zeldir ve enzimin substrat ilgisini gostermektedir.
Km degeri diisiik olan enzim, substratina karsi yiiksek affinite géstermekte yani enzim
diisiik bir substrat konsantrasyonunda doygunluga ulasmis olup maksimum hiz
saglamaktadir. Ky, degeri 10 °M ve daha diisiik olan enzimler yiiksek affiniteli enzimler
olup metabolizmada biiyilk oneme sahiptirler. Ky, degerinin yiiksek olmasi enzimin
substrata kars1 diisiik bir affiniteye sahip oldugu bu baglamda enzimin yar1 doygunluga
ulagsmak i¢in daha fazla substrat konsantrasyonu ihtiya¢ duydugu anlamindadir. Sonug

olarak Ky, degeri, enzim ile substratin karsilikl etkilesimini tanimlayan sabit bir sayidir.

Substratin yapisi, sicaklik, pH ve iyonik siddet ile degisebilmektedir. Bir enzimin birden
¢ok substrat1 var ise her bir substrat i¢in farkli bir Ky, degeri bulunmaktadir. Bu sonugta
Km, ES kompleksinin saglamlik Olciisii olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ky, degerinin

yiiksek olmas1 zayif baglanmay1 ve diisiik olmasi ise gii¢lii baglanmay1 gostermektedir.

Vmax'In degerini Sekil 1.1°de yer alan Michaelis-Menten grafigi ile tam olarak tespit
etmenin zorlugu agisindan, Michaelis-Menten esitliginde taraflar 1’e boliiniirerek
Lineweaver-Burk dogru denklemi olusturmaktadir. Bu sayede, 1/S’ye kars1 1/V grafige
aktarilarak Vmax Ve Ky, degerleri belirlenmektedir [12].

Sekil 1.2. Lineweaver-Burk grafigi ve denklemi.



1 K 1 1
— = X —+
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(1.2)

Bu denklemde; V: reaksiyon baslangig hizi,
Vmax: maksimum hiz,
Km: Michaelis-Menten sabiti,

S: substrat derisimi olarak belirtilmektedir.

Enzimlerin ayirt edilmesinde K degerlerinden faydalanilmaktadir. Ancak K,
sabitlerinin belirlenmesinde, ¢6zeltinin sicakligi ve pH gibi dis etkiler asir1 derecede
hassas olarak sabit tutulmalhdir. Aksi durumda, degisik reaksiyon hizlari
belirleneceginden Ky, degerleri de buna bagli olarak farkli hesaplanacaktir. Ky,
degerleri, substratlar ile enzimler arasindaki olusumlar1 hakkinda niteleyici bir fikir
vermektedir. Ayrica reaksiyona ait K, degerinin bilinmesi ile gerceklestirilecek bir
reaksiyonda maksimum hiza ulagmak i¢in alinmasi gereken enzim konsantrasyonun

hesaplanmas1 miimkiin olmaktadir [12].

1.2. Mikrobiyal Enzimler

Endistride 6nemli yere sahip enzimler, c¢ogunlukla mikroorganizmalardan
tretilmektedir. ~ Mikroorganizmalar  tarafindan  {iretilen enzimlerin  katalitik
aktivitelerinin hayvansal ve bitkisel kaynaklara gore daha yiiksek olmasi, daha az yan
irlin olusturmasi, daha dayankli, ucuz ve yiksek saflikta iiretilebilmeleri gibi

nedenlerden dolay1 daha fazla tercih edilmektedir [3].

Mikrobiyal enzim iiretiminde ilk agama 6zgiin enzim liretme yetenegine sahip, uygun
mikroorganizma susunu belirlemektir. Bu suslarin dayanikli ve yiiksek verimli olmalari
yan1 sira patojenik ve toksik 6zellikte olmayan, biyolojik stabilite gosteren, saf ve uygun
kosullarda muhafaza edilmis, mutasyona ugramamis, aktif ve canli suslar olma

ozelliginde olmasi beklenmektedir [13].

Mikrobiyal endiistriyel enzimlerin ¢ogu ekstraselliiler olarak bulunmaktadir.
Ekstraselliiler enzimler, besiyeri ve hiicre duvarinin dis1 ile etkilesim halindeki enzimler

olarak tanimlanmaktadir [14].



Endiistride kullanilan enzimler bir¢ok alanda 6nemli uygulama alanlarina sahiptirlerdir.
Gida sanayi, tekstil sanayi, kimya endiistrisi, ileri tedavi teknikleri ve gen klonlama gibi

bir¢ok alanda yaygin kullanim alan1 bulmaktadir [15].

1.3. Seliilaz Enzimi

Lignoseliilozik biyokiitle, orman ve tarim artiklart olarak toprakta yiiksek miktarda
bulunmaktadir. Bu biyokiitle gesitli bakteri, bocek ve mantar tiirleri i¢in yagamsal enerji
kaynagi olmasinin yani sira onlara yasam alani sunmaktadir. Bunun yaninda otla
baslenen canlilar, seliilozik enzim ve diger yardimci proteinlerin yardimiyla bu

biyokiitlenin basit sekerlere parcalanmasiyla besin ihtiyaglarini karsilamaktadir [16].

Lignoseliilozik biyokiitle {i¢ 6nemli bileseni igermekte olup bunlar; seliiloz (%20-50),

hemiseliiloz (%15-35) ve lignin (%5-30) olarak brlirlenmektedir (Sekil 1.3) [17].

———— lignin

Y e seliiloz

= hemiseliiloz

Sekil 1.3. Lignoseliiloz.

Bitkinin kok ve govdesinde odunsu yapiyr olusturan bilesenlerden lignin, bitkiyi zorlu
cevre kosullarina kargi korumaktadir. Karbon-karbon ve ester baglari ile baglanan fenil-
propan birimlerinden olusan dallanmig polimerlerdir. Lignin igerigindeki ¢esitli fenil-
propan monomerlerinin orani, gesitli agac tiirleri ve biyokiitle arasinda degismektedir
[18].

Hemiseliilozlar, lignoselulozik biyokiitlede seliilozun ardindan gelen 6nemli bilesendir.
Bu bilesen, ¢esitli sekerler (galaktan, ksilan ve mannan) ve seker asitleri igeren, kisa
zincirli polimerik ve heterojen bir yapidir. Adlandirilmalari, kendilerini olusturan

sekerlere gore belirlenmektedir. Dogal yapilari geregi sekilsizdirler [19].



Diinya iizerinde en fazla bulunan organik yapiya sahip olan seliiloz, bitkisel kaynakli
olup basit bir disakkarit yapida ve sellobiozun tekrarlanan birimlerinden olusmaktadir
[20]. Fibriler yapida olan seliiloz, sert madde olup, bitkilerin hiicre duvarinda yer
almaktadir ve bitkinin biyokiitlesinin yaklasik %40’ ma sahiptir. Yaklasik 15.000 glikoz
tinitesinin B-1,4-glikozidik bag1 sayesinde linear sekilde baglanmasi ile olugmakta olup

ayrica suya kars1 afinitesi yiiksek olsa da, suda ¢oziinmemektedir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. Seliilozun genel yapisi.

Seliiloz molekiilii, B-1,4-D-glikopiranoz birimleri st iiste gelerek, Vander Waals
kuvvetleri sayesinde i¢ ve zincirleri arasindaki hidrojen baglari ile birlikte sikica
baglanmaktadir. Hidroksil gruplar ile bitisik halkali molekiillerin oksijenleri arasindaki
zincir i¢i hidrojen bagi, B-l,4-glukozid bagmi sabitlestirmekte ve seliiloz zincirinin
lineer yapida olmasini saglamaktadir. Seliiloz molekiilleri, suda tamamen ¢éziinmeyen
lineer yapist ile nisastadan, kristal yapiya sahip olmalari ile ise diger polisakkaritlerden
farkli Ozellik sergilemektedir [21]. Yeryiiziinde selilloz lifleri, basta lignin ve
hemiseliiloz olarak diger yapisal biyopolimerlerin matrisine gomilii bir bigimde
bulunmaktadir. Seliilozun bitkilerdeki baslica gorevleri bitkiye dayaniklilik, diklik ve
destek saglamaktir. Yenilenebilir bir polisakkarit olmasinin yani sira biyokiitlenin %20-
50'sini  olusturmaktadir. Yeryiiziinde saf olarak sadece pamuk yumaklarinda
bulunmaktadir [22].

Lignoseliilozik biyokiitlenin ana bileseni olan seliiloz, seliilaz enzimleriyle hidroliz
edilebilmektedir. Seliilaz enzimleri, mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak {iretilen
ve seliilozun glikoz monomerlerine kadar hidrolizini saglayan enzimlerdir. Hidroliz ve
Substrat tiriinlerinin oldugu yere gore seliilaz enzimleri, endoglukanaz, ekzoglukanaz ve
B-glukozidaz olarak ti¢ sinifta toplanmaktadir [23]. Seliiloz, kendini olusturan glikoz
birimlerine endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukosidaz enzimleri sayesinde hidroliz
olabilmektedir (Sekil 1.5) [24].



Seliilozu pargalayan seliilaz enzimleri;

a) Ekzoglukanazlar (Sellobiyohidrolazlar, CBH) (E.C. 3.2.1.91)

b) Endoglukanazlar (endo-B-1,4 glukanaz, CMCaz) (E.C. 3.2.1.4) ve

¢) B-glukozidazlar (E.C. 3.2.1.21), olmak tizere {i¢ grupta incelenmektedir [17].
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Sekil 1.5. Seliilozun enzimatik par¢alanmas.

Endoglukanazlar (EG); seliilloz polimerinin ortasindan (genellikle amorf bolgeden)
parcalamakta ve son iriinleri olarak oligosakkaritleri olusturmaktadir. Bu grup
enzimler, bosluklar1 sayesinde polimeri kavrayarak parcgaladiklar: bildirilmektedir.
Bazilart ise selilloz baglayici modiiller (CBM, Cellulose Binding Modiil) sayesinde
selilloz polimerine baglandiktan sonra pargalama iglemini gergeklestirmektedir. Bu

grubun aktivitesi digerlerine gore daha yiiksektir [17].

Ekzoglukanazlar (Sellobiyohidrolazlar (CelloBioHydrolase, CBH)); seliiloz polimerini
timiiyle veya endoglukanazlar sayesinde pargalanan birimlerdeki ara tirtinlerin uglarini
parcalamaktadir. Son friinleri ise sellobiyoz olmaktadir. Bu grup enzimlerin i¢
kisimlarinda tiinele benzer bir bosluk olup seliiloz polimerinin ucunu bu bosluk igine

alip etkisini gostermektedir [17].

p-glukozidazlar; ara iiriin B-sellobiyoz disakkaritini pargalayarak son iiriin olan glukozu
tiretmektedir [25].

Seliiloz yilda 10" ton sentezlenme hiziyla biyo doniisiimlerde en ¢ok kullanilan
molekiil olarak bilinmektedir. Mantar ve bakteriler, seliillaz enzimlerini kullanarak bu

makro molekiilleri pargalayabilmektedir [26]. Mantarlar ve bakteriler gibi



mikroorganizmalari iyi birer seliilaz enzim iireticisi olduklar1 bilinmekle birlikte seliilaz
aktiviteye sahip bircok organizma bulunmaktadir [27]. Arastirmalara gore;
yumusakcalar, nematodlar ve eklembacaklilar dahil olmak {izere bazi organizmalarin

endojen seliilaz liretme yetegine sahip oldugunu gostermektedir.

Bununla birlikte, fungal seliilazlarin, mikrobiyal seliilazlara gore yiiksek verimli ve
uygun maliyetli yontemler ile iretildigi, bakteriyel seliilazlar ise daha termostabil ve
kisa zamanda fazla miktarlarda tiretiminin oldugu bilinmektedir. Bakteriyal seliilazlar,
hiicreye bagl seliilozomlar oldugu bilinen kiimelenmis yapilar halinde bulunmaktayken,

fungal sistemlerde ise bu yapilarin mevcut olmadigi bilinmektedir [28].

Seliilaz enzimlerini {ireten mikroorganizmalar aerobik veya anaerobik, mezofilik veya
termofilik olabilmektedir. Cellulomonas, Clostridium, Trichoderma, Thermomonospora
ve Aspergillus tiirleri en fazla arastirilan seliilaz iireticisi mikroorganizmalar olmakla
beraber son zamanlarda Bacillus seliilazlarinin yogun bir sekilde arastirildigi
goriilmektedir [29].

Yeryiiziinde en fazla bulunan dogal organik kaynak olarak bilinen seliilozun hidrolizini
gerceklestirilmeleri agisindan seliilaz enzimlerine, canliligin stirdiiriilmesinde dogal
olarak ihtiya¢ duyulurken ayni zamanda seliilotik tiriinlerin dahil oldugu tiim endiistriyel
iiretimde yliksek maliyetleri diisiirmek agisindan, daha verimli prosesler olusturmak i¢in
onem arz etmektedir [23]. Tekstil, kagit, gida, deterjan, yem, biyoyakit {iretimi, meyve
suyu ve tarim olmak tizere bir¢ok endiistriyel sektorde kullanim alanina sahip olmasi
nedeniyle mikrobiyal seliilazlarin bir¢ok endiistriyel arastirma gruplari ve akademik igin

Onemli bir arastirma konusu olmustur [30].

Gilinlimiizde, seliilaz enzimleri biiyiik oranda bakterilerden ve funguslardan tretilmekte
olup ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilmektedir. Alkol iiretiminde; iyi bir
renk ve s1vi kazancini saglamak, seliilozik biyokiitle sayesinde yemlerin besin degeri ve
sindirilebilirligini arttirmak, zirai ve endiistriyel atiklarin enzimatik olarak daha kolayca

bilesenlerine pargcalanmasini saglamaktadir [24].

Bakteriler, selillaz enzimini hiicre dis1 olarak bol miktarda salgilandigindan, kolay
ekstrakte edilmekte ve bu sayede saflagtirma islemleri kolaylastiran seliilaz tireticileridir
[31]. Bacillus cinsi boylesi hidrolitik enzimler igin dikkat g¢ekicidir ve endiistriyel
islemlerde siklikla kullanilmaktadir [32].



Bacillus tiirlerindeki seliilotik enzimler iyi bir sekilde karakterize edilmiglerdir. Yapilan
birgok calisma ile Bacillus subtilis JBS250 [32], Bacillus subtilis LFS3 [33], Bacillus
subtilis CBS31 [34], Bacillus halodurans IND18 [35], Bacillus subtilis BC1 [36],
Bacillus subtilis BY-4 [37] ve Bacillus subtilis CD001 [31], Bacillus sp. CH43 ve HR68
[38], Bacillus halodurans IND18 [39], Bacillus sp. ARO3 [40], Bacillus vallismortis
RGO7 [41] gibi farkli Bacillus tiirlerine ait bakterilerin seliilaz tiretici olduklar tespit

edilmistir.

1.4. AMAC

Seliilaz enzimlerinin, gida endiistrisinden ziraat endiistrisine, tekstil endiistrisinden kagit
endiistrisine, ila¢ endiistrisinden, kimya endiistrisine kadar genis bir uygulama alanina
sahip oldugu yapilan bircok calisma ile ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alisma, bdylesi genis
bir sektdrel kullanima sahip mevcut selillaz enzimlerine bir yenisini ekleyebilmek

amaciyla tasarlanmistir. Bu ¢alismada sirasiyla;

» Diizce ili, Akgakoca ilgesi, Yenice Koyili findik cancisi atiginin bulundugu
(41°01°07.4"N  31°01°04.1"E) yigmin  altindaki  toprakdan  bakteri
izolasyonunun yapilmast,

> lzole edilen bakterilerin seliilaz iiretme yeteneklerinin (Kongo kirmizisi ile
boyama metodu ile) kalitatif olarak test edilmesi,

> lzole edilen bakterilerin seliilaz iiretme yeteneklerinin (DNS metodu ile)
kantitatif olarak test edilmesi,
» En yiiksek seliilaz enzim tiretimine sahip bir bakterinin (izolat) segilmesi,

A\

Enzim {iretici izolatin enzim liretmedeki optimum kosullarinin belirlenmest,

> Uretilen enzimin kismi saflastiriimasi ve karakterize edilmesi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. SELULAZ ENZIMi URETEN BAKTERILERIN iZOLASYONU

Seliillaz enzimi {ireten bakterilerin izolasyonu igin Ocelikle findik atigmin buldugu
topraktan (Diizce ili, Akgakoca ilgesi, Yenice Koyii; 41°01°07.4"'N 31°01'04.1"'E)
aliman ornekler steril kaplarla laboratuvara tagimmuistir. Her bir numuneden bir gram
toprak 6rnegi tartilip steril dH,O ile seri diliisyonu yapilamistir. 107, 102 ve 107
diliisyon ornekleri Nutrient Agara (NA) yayma ekim yontemi kullanilarak ekim
yapilmistir. Yapilan ekimlerin oldugu petri kaplart 37°C’de 16-18 s inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda farkli morfolojik goriintiiye sahip kolonilerin NA besiyeri

kullanilarak saf kiiltiirleri (izolat) elde edilmistir.

2.2. iZOLATLARIN SELULAZ URETME POTANSIYELLERININ
ARASTIRILMASI

Elde edilen izolatlarin enzim iiretme kapasitesinin belirlenmesinde (kalitatif tayin)
Cizelge 2.1.’de yeralan ayirt edici besiyeri kullamlmistir. Izolatlar enzim iiretim
besiyerine (CMC Agar) nokta ekim ile 37 °C’de 16-18 s inkiibasyona birakilmistir.
Hedeflenen bakterinin tek koloni seklinde biiylimesi saglanmistir. Gelistirilen bakterinin
buldugu petri kab1 inkiibasyon sonucunda % 0,1’lik kongo kirmizisi boya ile boyanmis
ve ardindan 5 dakika siireyle boya ile inkiibe edilmistir. Daha sonrasinda petrilere 1M
NaCl ¢ozeltisi eklenerek boya uzaklastirilmistir [42]. Seliilaz aktivitesi bakteri kolonisi

etrafinda sar1 zon olusumuna gore saptanmistir.

Cizelge 2.1. Deneyde kullanilan enzim iiretim besiyerleri.

Enzim Uretim Besiyeri | Enzim Uretim Besiyeri

Besiyeri Bilesimleri (Kati1) (g/L) (Swv1) (g/L)

CMC Agar CMC Broth
Tripton 10 5
Maya Ekstrakt 5 5
NaCl 5 5
Agar 15 -
CMC (Carboxymethylcellulose) 5 10
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2.3. SELULAZ URETIMINiN KANTITATIF TAYIiNi

Selillaz iiretiminin kantitatif tayini DNS (3,5-Dinitrosalisilik Asit) yontemi ile
gerceklestirilmistir. 3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS veya DNSA), 3-amino-5-nitrosalisilik
asit indirgen sekerler ve diger indirgeyici molekiiller ile reaksiyona giren aromatik bir
bilesiktir. Ilk olarak James B. Sumner (1921) tarafindan idrarda indirgen maddeleri
tespit etmek icin bir yontem olarak belirlenmis ve o zamandan beri karbonhidrat
seviyelerini 6lgmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [43]. DNS yontemi bir mol
sekerin bir mol 3,5-dinitrosalisilik asit ile arasindaki redoks reaksiyonundan olusan bir
kolorimetrik teknik olup, sekerlerin indirgeme giicli, oksitleyici ajanlar tarafindan
karboksil grubuna oksitlenen karbonil gruplarindan gelmektedir. Sar1 olan DNS,
kirmizimsi kahverengi bir 3-amino-5-nitrosalisilik aside indirgenir; bu da maksimum
absorbansin 540 nm dalga boyunda spektrofotometri ile dlgiilebilmektedir [44]. Renk
yogunlugu seker konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Sekil 2.1).

i

Sekil 2.1. Seker konsantrasyonu ile renk degisimi.

Farkli indirgeyici sekerler genel olarak farkli renk yogunluklart verir (Hide & Horrocks,
1994). Glukoz indirgeyici bir sekerdir. Indirgeyici seker, yapisinda diger atomlardan
gelen elektronlar1 kolayca kabul eden serbest keton (—CO-) veya aldehit (-CHO)
gruplar1 nedeniyle indirgeyici ajan (elektron kazanir) olarak da kullanilmaktadir. Bu
reaksiyonda, glukoz bir tane aldehid igermektedir. Bu indirgeme ug¢ bir reaksiyon
baglatarak, DNS’in bir nitro grubun oksidasyonu (elektron kaybi) ile 3-amino-5-
nitrosalisilik aside doniistiiriilmektedir. Glukozun aldehit grubu (-CHO), bir karboksilik
asit grubuna (-COOH) indirgenerek, glukoz seker molekiiliinii glukonik aside
dontistiriilmektedir (Sekil 2.2) [45].
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(sar) (kirmzi-kahvereng:)

Sekil 2.2. DNS yonteminin etki mekanizmasi.

Bu calismada, kalitatif tayin sonucunda pozitif sonu¢ veren izolatlarin enzim {iretim
kapasiteleri yukarida anlatilan DNS yontemi ile gerceklestirilmistir. Oncelikle segilen
izolatlar 16-18s Nutrient Broth (NB) besiyerinde 37°C’de inkiibe edilmistir. Ardindan
enzim iretim besi yerine (CMC Broth) besiyerine %1 oraninda inokule edilerek
37°C’de ve 150 rpm’de 16-18 s inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda +4
°C’de, 7000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak siipernatant elde edilmistir. Aktivite
tayini i¢in; elde edilen siipernatantlardan 0,5 mL ve %1’lik CMC (50 mM sodyum
fosfat (pH 6.5) tamponuna 1 g CMC eklenerek hazirlanmis) substrat ¢ézeltisinden 0,5
mL bir tiipe alimip 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda reaksiyonun
durdurulmak igin ImL Dinitrosalisilik asit (DNS) ayiric1 (20 mL 2N NaOH igerisinde 1
g DNS ve 50 mL distile su igerisinde 30 g Na-K-Tartarat ¢oziildiikkten sonra, iKi
¢Ozeltiyi manyetik karistici listlinde homojen hal alana kadar karistirilmis ve son hacim
100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmig) eklenip 5 dakika siire ile kaynar suda
bekletilmistir ve tlipler sogutularak 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri
belirlenmigtir. Calismada negatif kontrol (kor) olarak; %0,5 CMC ¢ozeltisi, 0,5 mL
sodyum fosfat tamponu ve 1 mL DNS den olusan ¢ozelti kullanilmistir [46].

2.3.1. Glukoz Standart Egrisi ve Enzim Aktivitesi Hesabi

Kantitatif enzim aktivitesi ile elde edilen absorbans degerleri kullanilarak enzim
aktivitesi hesaplanmistir. Bu hesaplamada glukoz standart egrisi kullanilmistir. Standart
egri icin 0-100 pg/mL konsantrasyonda glukoz c¢ozeltileri hazirlanarak glukoz miktar
spektrofotometrik olarak oOl¢iilmiis olup, konsantrasyona karsi absorbans grafigi
cizilerek elde edilen dogru denkleminin formiiliinden konsantarasyonu bilinmeyen
ornegin glukoz konsantarasyonu hesaplanmistir. Dogrunun denklemi grafik tlizerinde

verilmistir (Sekil 2.3).

13



0,9
0,8 y = 0,0065x + 0,1089
07 R2=0,9941
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

OD 540

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Glukoz Konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 2.3. Glukoz standart grafigi.

1 Unite Enzim Aktivitesi (U/mL): Reaksiyon kosullarinda 1 dakikada 1 gram glukoz
olusturan enzim miktar1 olarak tanimlanmis olup asagidaki formiil yardimi ile

hesaplanmustir;

U
Enzim aktivitesi (—)
mlL

1 mL 1 dakika (2'1)

Alinan 6rnek miktar1 (mL) . Reaksiyon stiresi (dak)

= Indirgen seker miktar: (g)x

Spesifik Aktivite (U/mg): 1 {inite degerleri mL’deki protein miktarina boliinerek

spesifik aktivite hesaplanmigtir.

Spesifik aktivite mg) = Aktivite wmiy / Proteingmgmi (2.2)

2.4. SELULAZ ENZiMi URETIiM KOSULLARININ OPTIMIiZASYONU

2.4.1. Enzim Uretimine Azot (N) Kaynagmin Etkisi

Seliilaz enziminin iiretiminde farkli azot kaynaklarinin etkisi belirlenmek i¢in temelde
Sambrook ve Russell (2001) kullanig1 enzim ortam1 (10g/L CMC; S5g/L Tripton; Sg/L
maya Oziitli; 5g/L NaCl; 15¢g/L agar) esas alinarak literatiirde tanimlanan azot
kaynaklarmin etkileri incelenmistir [47]. Azot kaynagi olarak (5g/L); pepton ve lire
sirastyla degistirilip buna ek temel olarak kullanilan tripton iceren besiyeri
hazirlanmistir. Hazirlanan bu 3 farki  besiyeri ortamina inkiibasyona islemi
gergeklestirilip 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda besiyeri

ortamlar1 +4°C’de 15 dakika siireyle 7000 rpm’de ¢Oktiiriilerek siipernatant elde edilmis
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ve elde edilmis enzim igerikli siipernatant kullanilarak DNS yontemi ile standart enzim

aktivite degerleri elde edilmistir.

2.4.2. Enzim Uretimine pH’nmin EtKisi

CMC Broth enzim iiretim besiyeri (Cizelge 2.1) temel alinarak farkli pH (5.0, 7.0 ve
9.0), farkli sicaklik (30, 45 ve 60 °C) ve degisen siirelerde (24, 48 ve 72 saat) bakterinin
seliilaz enzimi iiretme yetenegine bakilmistir. HCI ve NaOH tamponlariyla hazirlanan 3
farkli pH degerine sahip besiyerleri belirtilen farkli sicakliklara sahip su banyolarina
birakilmis ve yine belirtilen siirelerde bu besiyerlerinde 2.4.1.’de anlatilan yOntem
kapsaminda seliilaz enzim ¢ozeltisi elde edilmis ve elde edilen enzim ¢ozeltisinin
aktivitesi DNS yontemiyle degerlendirilmistir. Bu sekilde 6ncelikle enzim iiretimin en

iyi oldugu pH degeri belirlenmistir.

2.4.3. Enzim Uretimine Sicaklik ve Siirenin Etkisi

CMC Broth enzim iiretim besiyeri (Cizelge 2.1) temel alinarak optimum pH degerinde
farkli sicaklik (30, 45 ve 60 °C) ve degisen siirelerde (24, 48 ve 72 saat) bakterinin
seliilaz enzimi {iretme yetenegine bakilmistir. Optimum pH degerine sahip besiyerleri
belirtilen farkli sicakliklara sahip su banyolarina birakilmig ve yine belirtilen siirelerde
bu besiyerlerinde 2.4.1.de anlatilan yontem kapsaminda seliilaz enzim ¢ozeltisi elde
edilmis ve elde edilen enzim ¢ozeltisinin aktivitesi DNS yontemiyle degerlendirilmistir.

Bu sekilde enzim iretimin en iyi oldugu siire Ve sicaklik degeri belirlenmistir.

2.5. ORTAM KOSULLARININ SELULAZ ENZiMi AKTIVITESINE ETKIiSI

2.5.1. Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Oncelikle segilen izolatlar 16-18 s Nutrient Broth (NB) besiyerinde 37°C’de inkiibe
edilmistir. Ardindan enzim {iretim besi yerine (CMC Broth) besiyerine %1 oraninda
inokule edilerek 37°C’de ve 150 rpm’de 16-18 s inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda +4 °C’de, 7000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak siipernatant elde
edilmistir. Elde edilen bu silipernatant 0.2 pum por ¢aph filtre kullanilarak steril
edilmistir. Bu sekilde elde edilen 6rnek ham enzim ¢ozeltisi (enzim igerikli slipernatant)
olarak kullanilmigtir. En yliksek enzim aktivitesinin oldugu pH degerlerinin saptanmasi
amaciyla 0,1 M Glisin-HCI (pH 3, 4, 5 ve 6) ve 0,1 M Tris- NaOH (pH 7,8, 9 ve 10)
tamponlar1 kullanilarak pH 3-10 degerlerine sahip ve icerisinde %1 CMC bulunan farkl
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substrat ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan substrat ¢ozeltileri ile enzim aktivitesi

DNS yontemi ile dl¢tilmiistiir.

2.5.2. Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, 2.5.1.’de anlatildig1 gibi hazirlanan ham enzim ¢ozeltisi (enzim igerikli
sipernatant) kullanilarak enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicakligi belirlenmistir.
Bu amagla farkli sicaklik degerleri (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 °C)
kullanilmis ve enzim aktivitesi tayini DNS yontemi ile belirlenmistir. Bu amagla 0,5 mL
enzim ¢ozeltisi ve 0,5 mL substrat ¢ozeltisi (optimum aktiviteye sahip pH araliginda
hazirlanmis) belirtilen sicakliklarda 30 dakika inkiibe edilip siire sonunda 6rnek karisimi
tizerlerine toplam hacmi olacak sekilde (1 mL) DNS eklenerek 5 dakika kaynatilmistir.
Sogutulan ornekler 540 nm dalga boyundaki absorbanslar1 spektorfotometrede
okunmustur. En yliksek absorbans degerinin oldugu sicaklik temel alinarak optimum

sicaklik degeri saptanmustir.

2.5.3. pH Stabilitesinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada, 2.5.1.’de anlatildig1 gibi hazirlanan ham enzim ¢ozeltisi (enzim igerikli
stipernatant) kullanilmigtir. Ham enzim ¢6zeltisi ile CMC substratt (pH 6.0) farkli
stirelerde (30, 40, 50, 60 ve 120 dakika) inkiibasyona birakilmistir. Aktivite analizi i¢in
enzim ve uygun pH degerinde hazirlanan tampon substrat ¢6zeltisinden 0,5 mL eklenip
enzim substrat kompleksi olusturulmus ve daha sonra su banyosundan belirtilen
stirelerde ornekler alinarak, 6rneklerin DNS yontemi ile enzim aktivitesi 540 nm dalga

boyunda absorbanslari tespit edilmistir.

2.5.4. Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi

Bu caligmada, 2.5.1.’de anlatildig1 gibi hazirlanan ham enzim ¢dzeltisi (enzim igerikli
siipernatant) kullanilmistir. Sicaklik stabilitesi i¢in; ham enzim ¢ozeltisi farkli siirelerde
(30, 40, 50, 60 ve 120 dakika) en iyi aktivite gosterdikleri sicaklik degeri olan 50°C’de
inkiibasyona birakilip, belirtilen farkli siirelerde 6rnekler alinarak, DNS yontemi ile
enzim aktivitesine spektorfotometrede 540 nm dalga boyunda absorbans degerleri elde

edilmistir.
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2.6. SELULAZ ENZIiM KINETIGININ BELIRLENMESI

Bu calismada, 2.5.1.’de anlatildig1 gibi hazirlanan ham enzim ¢ozeltisinin Vpax Ve Ky,
degerleri hesaplanmistir. Enzim kinetiklerinin belirlenmesi i¢in optimum pH degerinde
ve optimum sicaklik degerinde farkli konsantrasyon araliginda (0,01-2 mM) CMC
substrat c¢ozeltileri hazirlanmig ve seliilaz aktivitesine DNS yontemi ile bakilmistir.
Elde edilen degerler Seliilazin Vinax Ve Ky degerlerinin belirlenmesi i¢in Michaelis-
Menten grafigi elde edilmistir. Michaelis-Menten grafigi zorlugu sebebi ile seliilaz
aktivitesi degerleri Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla [1/v] ile [1/s] arasinda ¢izilen

grafikten Lineweaver- Burk esitligi kullanilarak Vs Ve K degerleri belirlenmistir.

2.7. SELULAZ ENZIMININ KISMI SAFLASTIRILMASI

Seliilaz iiretici oldugu belirlenen izolat, CMC (tripton 10g/L; CMC 10g/L; maya oziitii
5¢/L; NaCl 5g/L; agar 15g/L) besiyerinde 37°C’de 120 rpm ¢alkalamali inkiibatorde 24
s {iretimistir. Uretilen kiiltiir sogutmali santrifiij ile +4°C’de 15 dakika siireyle 7000
rpm’de santrifiij edilmis ve slipernatanti alinmistir. Elde edilen bu siipernatant 0.2 um
por ¢apl filtre kullanilarak steril edilmistir. Bu sekilde elde edilen 6rnek ham enzim

¢ozeltisi (enzim igerikli siipernatant) olarak kullanilmstir [48].

Ardindan elde edilen ham enzim c¢ozeltisi amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemi ile
kismen saflagtirilmigtir. Amonyum siilfat [(NH4),SO,4] ¢Oktiirmesi, genel olarak
¢ozeltinin tuz konsantrasyonunu artirarak, proteinin ¢Oziiniirliigiiniin degismesi ve
sonucunda denatiire olmadan ¢okmesine dayanan bir ¢Oktiirme yontemidir. Bu
caligmada Oncelikle ham enzimin en iyi ¢Oktiigii tuz konsantrasyonu belirlenmesi
amaciyla slipernatant farkli konsantrasyonlardaki (%30, %50 ve %80) amonyum siilfat
ile asamal1 olarak ¢oktiiriilmistiir. Farkli doygunluklar i¢in gerekli miktarda amonyum
stilfat, Green ve Hughes (1955) tarafindan hazirlanan amonyum siilfat tablosu
kullanilarak hesaplanmustir [49]. ilk énce %30’luk konsantrasyonda amonyum siilfat
tuzu ham enzim c¢ozeltisi igeren bir behere aktarilmistir. Aktarilan enzim ¢ozeltisi
manyetik karistiric: {izerine almarak +4°C’ye birakilmis ve gereken amonyum tuzu,
protein yapiya zarar vermemek icin silipernatant ¢ozeltisi iizerine spatula yardimi ile
kistm kisim eklenmistir. Coktiirme islemine bir gece devam edilmis olup her bir tuz

konsantarsyonu igin aymi islem uygulanarak gergeklestirilmistir. Coktiirme islemi
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sonrast olugan karigim 10.000 rpm’de 30 dakika siire ile santrifiij edilip pellet ile
siipernatant birbirinden ayrilmistir. Pellet tamponda ¢oziilerek enzim aktivitesi DNS
metodu ile belirlenmis ve ardindan protein tayini yapilmistir. Bu sekilde elde edilen

ornek kismi saflastirilmis enzim olarak kullanilmistir.

2.8. PROTEIN MIKTARININ BELIiRLENMESI

Saflagtirma proseslerinden sonra elde edilen enzim igerikli ¢ozeltilerin (kismi
saflagtirilmis) protein miktarinin belirlenmesi amaci ile Lowry Metodu kullanilmistir
[50]. Oncelikle renk reaktifi hazirlanmistir. Renk reaktifi; A ¢ozeltisi: (W/v) %2
Na,CO3 0,1N NaOH igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanmis, B ¢ozeltisi: (w/v) %1 NaK
Tartarat igerisinde %0,5 (w/v) CuSQO4.5H,0 ile hazirlanmis ve 50 ml A ¢6zeltisi ve 1 ml
B ¢ozeltisi ile taze olarak hazirlanmigtir. Ardindan tiiplere 100 pl standart protein,
bilinmeyen protein (ham enzim 6rnegi ve kismi saflagtirilmis enzim ¢ozeltisi) ve kor
icin saf su eklendikten sonra hacim 2 ml’ ye saf su ile tamamlanmistir. Hazirlanan renk
reaktifi bu tiiplere 5 pl aktarilip oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda tiiplere verilen folin reaktifinden (5 hacim Folin- Ciocalteu reaktifi, 6
hacim sudan olusan) 0,5 ml pipetlenip karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika tekrar
inkiibasyon yapilmistir. Orneklerin 750 nm dalga boyunda absorbans degeri elde
edilmistir.

Elde edilen absorbans degerleri albiimin standart grafigi kullanilarak toplam protein
miktarinin hesaplanmasinda kullanilmistir. insan serum albiimin (1/1) stok ¢dzeltisinden
(0-500 pl) degisen protein konsantrasyonu araliginda hazirlanan 6rnekler 750 nm’de
Olciilerek sonuglar elde edilmistir. Bu degerler standart protein grafigi kullanilarak
grafige aktarilmistir (Sekil 2.4). Boylece elde edilen grafik denklemi sayesinde

ornekteki protein miktar1 belirlenmistir.
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Sekil 2.4. Protein standart grafigi.

2.9. ENZIiMiN MOLEKULER AGIRLIGININ BELIRLENMESI
2.9.1. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzimin, molekiil agirhigmin belirlenmesi amaciyla Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir [51]. Poliakrilamid
jel, monomerik akrilamidin uzun zincirler olusturmasi ve bu zincirlerin bisakrilamid
monomerleri (N,N-metilenbisakrilamid) ile ¢apraz baglanmasi sonucunda olugsmaktadir
[52]. SDS-PAGE yonteminde kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. SDS-PAGE’te kullanilan ¢ozeltiler.

Monomer (akrilamid/bis) ¢ozeltisi (%630 Akrilamid): Polimer matriksi kurmak
icin 29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid tartilip distile su ile toplam hacmi 100
mL’ye tamamlanir ve +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Ayirma Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI pH 8.8): 18,5 g Tris Base tartilip bir

miktar suda ¢oziildiikten sonra pH’st saf HCI ile 8.8’e ayarlanmis ve saf su ile
hacmi 100 mL’ye tamamlanilmis olup +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Yiikleme Jeli Tamponu (IM Tris-HCI pH 6.8): 12,11 g Tris Base tartilmis, bir

miktar suda ¢oziindiikten sonra pH’s1 saf HCI ile 6.8’e ayarlanmis ve distile su ile

son hacim 100 mL’ye tamamlanmustir.

%10 (w/v) Amonyum Persiilfat (APS): Polimerizasyon baslatici olarak kullanilip
10 g APS tartilmis ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
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Cizelge 2.2 (devam) SDS-PAGE’te kullanilan ¢ozeltiler.

%10 (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS): 10 g SDS tartilmis ve 100 mL hacime

tamamlanmustir.

Ornek Uygulama Tamponu (denatiirasyon ¢ozeltisi):
» 150 ul 1 M Tris pH 6,8

250 ul Gliserol( %87)

400 pl % 10’luk SDS

100 ul Bromfenol Blue

60 pl B- merkaptoettanol

YV V. V V V

40 ul dH,O eklenerek karisim son hacim 1 ml olacak sekilde

hazirlanmstir.

Bromfenol Blue: 5 ml Gliserol (%50 ‘lik) {izerine 0,005 g Bromfenol Blue boyasi
tartilip eklenmis ve 4 ml EDTA (0,2 M pH 8.3) ile 1 ml Saf su eklenerek elde

edilmisgtir.

Tank Tamponu: 21,6 g Glisin ve 4,5 g Tris Base (Fw 121,4) tartilip bir miktar saf
suda ¢oOziindiiriildiikten sonra f{izerine 15 ml %10 SDS eklenerek son hacim

1500ml’ye tamamlanmugtir.

Boyama ¢ozeltisi: Yiirlitme islemi ardindan jellerin boyanmasi i¢in kullanilmistir.
Cozelti igin 0,125 g Coomassie Brilliant Blue R-250 tartilmig iizerine 50 ml saf
metanol ve 10 ml saf Asetik asit eklenmis olup son hacim saf su ile 100 ml’ye

tamamlanmustir.

Arindirma ¢ozeltileri: Boyama islemi gergeklestirilen jellerin iizerindeki protein
bantlarinin goriiniir hale gelmesi 1. yikama ¢6zeltisi ve jelin uzun siire muhafazasi
icin 2. yikama ¢ozeltisi hazirlanmistir. 1. hizli yikama ¢6zeltisi 50 ml metanol ve
10 ml asetik asit, 2. yikama ¢ozeltisi ise 5 ml Metanol ve 7 ml Asetik asiti son

hacimleri 100 mI’ye tamamlanacak sekilde hazirlanmistir.

2.9.2. SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi

SDS-PAGE yontemi i¢in ¢izelge 2.3’de goriilen 2 farkli jel (6nce ayirma jeli ve ayirma

jeli polimerlestikten sonra yiikleme jeli) hazirlanmistir. Ayirma jeli mikro pipet

yardimiyla cam plaka arasina yavasca dokiilmiistiir ve jel igerisinde hava kabarcigi

kalmamasma dikkat edilmistir. Jel yiizeyinin diizglin olmasi i¢in {izerine saf su
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dokiilmiis ve polimerlesme tamamlandiktan sonra uzaklastirilmistir. Daha sonra
yikleme jelide cam plaka arasina dokiilerek elektroforez taragi yerlestirilip
polimerlesmesi beklenmistir. Siire sonunda tarak kuyucuklarin bozulmamasina dikkat

ederek cikartilmistir.

Cizelge 2.3. SDS-PAGE islemi i¢in hazirlanan jel igerikleri.

%10 Ayirma Jeli hazirlanig (10 ml); % 5 Yiikleme Jeli Hazirlanigi(Sml);
H.0 4.6 ml H.O 3.4 ml
%30 Akrilamid 3.3 ml %30 Akrilamid 083 mil
1,5M Tris pH 8.8 2.5 ml 1M TrispH 6.8 0.63 ml
%10 SDS 0.1 ml %10 SDS 0.05 ml
%10 APS 0.1 ml %10 APS 0.05 ml
TEMED 0,004 ml TEMED 0,005 ml

2.9.3. Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforez kosullar

Seliilaz enzimin molekiiler agirliginin belirlenmesi amaci ile 10 farkli protein igeren
(Thermo Scientific PageRuler Protein Marker, 26616) ¢ozelti standart olarak
kullanilmigtir. Ham seliillaz enzimi 6rnegi ve %80 oraninda Amonyum Siilfat ile
¢oktiirme sonucunda elde edilmis kismi saflastirilmis enzim ¢6zeltisinden 30ul, ependof
tipline alinarak itizerine 10 pl 6rnek uygulama tamponu (Cizelge 2.2) eklenmistir.
Ornekler 5 dakika siire ile kaynar suda bekletilmistir. Boylece protein yapi denature
edilmistir. Hazirlanmis olan jel elektroforez tankina oturtularak alt ve iist haznelerine
tank tamponu (Cizelge 2.2) ile doldurulmustur.

Jelde hazirlanmis olan kuyucuklara ornekler yiiklenmis ve tanka akim vererek
elektroforez islemi baslatilmistir. Yiiriitme boyas: jelin 1 cm altinda kalacak kadar
ilerlediginde islem sonlandirilmistir. Jele, orneklerin diizglin ilerlemesi ve ayrimin
diizglince gerceklesmesi i¢cin 120 V sabit akim verilip, 6rneklerin kuyudan ¢ikma

siiresince ise bu akim 80 V olarak verilmistir.

2.9.4. Boyama ve boyanin uzaklastirilmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel cam plakalar dikkatlice acilarak
cikarilmistir. Yikleme jeli kesilip yiiriitme jelinden ayrildiktan sonra marker protein
olan kuyucuk isaretlenmistir. Jel igerisinde boyama ¢ozeltisi (Cizelge 2.2) bulunan bir

kaba alinip 30 dakika boyanmistir. Boyanmasi gergeklesen jel, sirasi ile 1. ve 2. yikama
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cozeltilerinde (Cizelge 2.2) 30’ar dakika tutulmustur, boylece fazla boyanin arinmasi
saglanmistir. Jelde olusan bant goriintiileri incelenerek ham seliilaz (slipernatant) ve %
80 amonyum siilfat ¢ozeltisi ile kism1 saflagtirilmasi gerceklestirilen seliilaz enziminin

molekiiler agirligi marker proteinin agirligi baz alinarak hesaplanmastir.

2.9.5. Native-PAGE ve Zimogram Analizi

SDS-PAGE Elektroforezinde goriintiiledigimiz protein bandinin dogrulanmasi amaciyla
yapilmistir. Bu analiz i¢in SDS-PAGE isleminde hazirladigimiz yiiriitme jeline (Cizelge
2.3) ek olarak ImL CMC (%0.1) eklenerek yiiriitme jeli (%12), yiikleme jeli (%5)
olarak hazirlanmistir. Molekiiler agirligi bilinen marker (Thermo Scientific PageRuler
Protein Marker, 26616) kullanilmis olup yiikkleme icin hazirlanan protein GSrnekleri
higbir asamada denatiirasyon ajanina (B-merkaptoetanol, SDS ve kaynatma prosesi)

maruz birakilmamustir.

Denatiirasyona iglemine magruz birakilmayan 30 pl 6rnek protein ve 10 pl 6rnek
uygulama tamponu (denatiirasyon ajani igermeyen) ile yiiklenip dikey elektroforez
islemi gergeklestirilmistir. Elektroforez isleminden sonra jel ikiye bolinmiistiir. Marker
ve Ornek (kismi saflastirilmis enzim ¢ozeltisi) iceren jel % 0.1 Coomassie Blue R-250
boyanip ardindan metanol-asit-su (5:1:4) soliisyonunda arindirilmigtir.  Kismi
saflastirilmis enzim ¢ozeltisinin yiiklendigi jel ise %0,1 Triton X-100 iceren 0.1M
Sodyum asetat (pH 5.2) igeren tampon ¢ozelti igerisinde 30 dakika SDS jelden ayrilmasi
icin bekletilmistir. Ardindan triton X-100 i¢cermeyen 0.1M Sodyum asetat (pH 5.2)
tampon ¢ozeltisinde 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda jel %0,2 Kongo
kirmizist boya igerisinde 1 saat boyanmasi saglanmis olup, jel daha sonra 2M NaCl ile
muamele edilip fazla boya ortadan kaldirilmig ve protein bandin oldugu yerde olusan

acik renkli aktivite zonu goriintiilenmistir [53].

2.10. SELULAZ URETICIi iZOLATIN TANIMLANMASI

Bu calismada seliillaz iiretici bakterinin tanimlanmast amaciyla morfolojik,

biyokimyasal ve molekiiler tanimlama teknikleri kullanilmistir.

2.10.1. Morfolojik Tanimlama

Bu c¢alismada oncelikle, saf kiiltiire edilen seliilaz iiretici bakterinin gram o&zelligi

%3’liik KOH (Potasyum hidroksit) kullanilarak olusturulan bir uygulama teknigi ile
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tespiti elde edilmistir. Taze hazirlanmig olan KOH steril lam iizerine damlatilmistir.
Ardindan bakterinin saf kiiltiirii siispanse edilmistir. 1 dakika beklendikten sonra sonug
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada, siispansiyon 6ze ile lamdan yukar1 dogru kaldirildig
zaman iplik seklinde bir uzama goriildiigiinde, bakterinin Gram (-) oldugu, herhangi bir
uzama goriilmediginde ise bakterinin Gram (+) oldugu belirlenerek gram o6zellik

saptanmustir [54].

Morfolojik tanimlama kapsaminda, seliilaz iiretici izolat basit boyama teknigi ile
boyanmis ve 151k mikroskobu ile hiicre morfolojisi tespit edilmistir. Bununla birlikte

koloni morfolojisi degerlendirilmistir.

Ayrica kristal boyama ile izolatin kristal iiretme yetenegi belirlenmistir. Kristal boyama
icin seliilaz {iretici izolat 5 giin boyunca NA besiyerinde biiyiitiilmiistiir. Besiyeri
tizerinden kiiltiir alinarak 1 M NaCl’de ¢6ziinmesi saglanmistir. Daha sonra 13.000 rpm
de +4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet dH,O da ¢oziilmiis ve
ardindan Semear hazirlanmistir. Daha sonra coomassie brillant blue (%50 etanol ve %7
asetik asit ¢ozeltisi icerisine %25 CBB) boyasi ile boyanmistir. Isik mikroskobu ile
kristal olugturma yetenegi olup olmadig1 degerlendirilmistir [55].

2.10.2. Biyokimyasal Tanimlama

Saf kiiltiire edilen seliilaz iiretici bakteri nutrient agara (NA) ekim yapilarak bir giinlik
inkiibasyon sonrast VITEK 2 sistemi ile biyokimyasal oOzelliklerinin belirlenmesi
amacityla Karadeniz Teknik Universitesi, Molekiiler Biyoloji laboratuvarinda analiz
edilmistir. VITEK 2 sisteminde sivi diliisyon bazli Gram (+), Gram (-), maya ve kiif
gibi organizmalarin tanimlanmalarin1 olanak saglayan 64 tane kuyucuklu Kartlar

kullanilmaktadir.

2.10.3. Molekiiler tanimlama
2.10.3.1. Bakteri Teghisi icin DNA Izolasyonu

Bakteri tanimlanmasi i¢in yapilan DNA izolasyonunda SamBrook (1989) tarafindan
Onerilen yontem izlenmistir [56]. Gece kiiltiiriinden 9 mL alinip 13.000 rpm’de 3 dakika
santrifiij edilip elde edilen pellet 500 pl TE tamponunda (0,5M EDTA igerisinde 0,1 mL
alinip tizerine 1M Tris-Base’den 0,5 mL eklenerek son hacmin 50 mL tamamlanmasiyla
elde edilmistir) ¢oziindiiriiliip tizerine 10 pl lizozim eklenmis ve homojenize edildikten

sonra 37°C’de 1 saat bekletilmistir. Siire sonunda 50 pl %10’luk SDS eklenmis ve
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tekrar 37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra iizerine 3M Sodyum Asetattan 55 pl
eklenmis ve 65°C’de 30 dakika bekletilmistir. Sonrasinda 500 pl phenol: kloroform:
izomil alkol (25:25:1) ilave edilip 13.000 rpm’de 4 dk santrifiij edilmistir. Ardindan
tiipte olusan tist faz baska bir tiipe alinarak tizerine 500 ul kloroform eklenmis ve tekrar
13.000 rpm’de 4 dk siireyle santrifiij edilmistir. Tekrar {ist faz yeni tiipe aktarilip 55 pl
3M Sodyum asetat ve 1000 pl %96’lik etanol (-20 °C) ilave edilmis ardindan 45 dakika
-20 °C’de bekletilmistir. Daha sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilip sivi
tamamen dokiilmiistiir. Kalan pellet iizerine 500 pl %70’lik etanol (-20°C) eklenmis ve
tekrar 2 dakika santrifiij edilip sivi kisim dokiilmiistiir. Tiip 37°C’de 10 dakika
kurutulmus ve son olarak 100 ul TE tamponu eklenip pelletler ¢oziilerek +4°C

muhafaza edilmistir.
2.10.3.2. Agaroz jel elektroforezi

Elde edilen DNA orneklerinin goriintiilenmesi ve dogruluk tespiti i¢in agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. Ocelikle 0.4 g Agaroz tartilmis 50 mL TAE Tamponu ile
tamamlanip kaynatilma islemi ile homojenize edilmis, soguduktan sonra 5 mL Etidyum
Bromiir eklenerek jel hazirlanmig ve tanka dokiilmiistiir. Taraklar yardimiyla jelde
kuyular olusturulmustur. Kuyulara DNA yiiklemesi (5 pl loading dye ve 5 ul DNA
Oornegi) yapilarak yatay elektroforez islemi gergeklestirilmis olup, izolasyonu yapilan

DNA’nin dogrulanmasi yapilmstir.
2.10.3.3. 16S rRNA Dizisinin Belirlenmesi

Daha sonra saflastirilan enzim {retici izolata ait DNA Ornegindeki 16S rDNA
bolgesinin  ¢ogaltilmas1 amaci ile PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
gergeklestirilmigtir. Bakteriyal izolatin 16S rDNA gen analizlerinin yapilabilmesi i¢in
basta asagidaki primerler ve PCR sartlar1 kullanilmak {izere toplam 50 pL hacimde
thermal cycler block (Thermo, 5020) cihazi kullanilarak, PZR reaksiyonu yapilmistir
(Cizelge 2.4, 2.5 ve 2.6). Ardindan PZR reaksiyonu sonucunda elde edilen ornekler,
2.10.2.’de anlatildig1 gibi hazirlanan 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden % 0,8’lik
agaroz jelde yiiriitilerek, jel goriintiilenmistir ve marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder, Thermo) dikkate alinarak molekiil biiyiikliigii kontrol edilmistir. PCR 6rnekleri

+4 °C' de muhataza edilmistir.
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Cizelge 2.4. Calismada kullanilan primerler.

Uzunlugu

GC Igerigi

™m

Adi (bp) (%) °C) Dizi
16s rDNA 24 38 47 5>-ATT CTAGAG TTT GAT
Forward CAT GGC TCA-3’
16s rDNA 27 59 59 5’-ATG GTACCG TGT GAC
Reverse GGG CGG TGT GTA-3’

Cizelge 2.5. Polimer zincir reaksiyonu igerigi.

Igerik Miktar / Son konsatrasyon
Tamponu 10x S5ul/1X
MgCl, 3ul/ 1mM
Forward primer 1,5 ul/ 100mM
dNTP 1 ul/100mM

Revers primeri

1,5 ul / 100mM

Taq DNA polimeraz | 0,5 ul /5 U/ mL
DNA m

dH,O 36,5 ul/
Toplam 50 ul/

Cizelge 2.6. PCR kosullar1.

Segment | Dongili Sayist Sicaklik Stire
1 1 95 °C 2 dakika
94 °C 1 dakika
2 36 50°C 1 dakika
72 °C 2 dakika
3 1 72 °C 5 dakika

2.10.4. Elde Edilen DNA Baz Dizilimlerinin Analizi

Seliilaz {iiretici bakteriyal izolatin DNA’st 20 pL’lik hacim iginde 200 mg/pl
konsantrasyonda hazirlanmistir. 16S rDNA bdlgelerinin tanimlanmasi i¢in Ornekler
Letgen biyoteknoloji (Tiirkiye) firmasina gonderilmistir. Sekans sonucunda elde edilen
16S rRNA geninin baz dizilimi FinchTv programi ile diizenli forma getirildikten sonra

gen bankasinda bulunan diger 16S rDNA genleri ile NCBI web adresindeki BLAST
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(Basic Local Alignment Search Tool) programi kullanilarak karsilastirmast yapilarak

sonuclar degerlendirilmistir.

2.10.5. Filogenetik Aga¢ Tasarimi

Filogenetik analizde bakteri izolatinin 16S rDNA gen dizisi ve yakindan iligkili
olduklar tiirler kullanilmistir. Maksimum Parsimoni yontemi ile MEGA 5.0 yazilimu ile

gerceklestirilmistir [57].
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3. BULGULAR

3.1. SELULAZ URETICi BAKTERILERIN BELIRLENMESI

Calismada toprak Orneginden izole edilmis toplam 30 adet bakteri izolatinin seliilaz
enziminin iiretme kapasiteleri kalitatif olarak aragtirilmistir (Sekil 3.1.). Bunun i¢in 30
izolat CMC igeren agarl ortamda 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmis ve kalitatif
enzim aktivite tayini ile 7 izolatin koloni gevresinde ag¢ik renkli hidrolitik zonlar
goriilmiistiir. Acik renkli zonlarin varligi bakterinin selillaz enzimi irettigini

gostermistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Seliilaz tiretici bakterilerin kalitatif tayini.

Bakteri Seliilaz Bakteri Seliilaz Bakteri Seliilaz
Sira No Aktive Sira No Aktive Sira No Aktive
1. - 11. - 21. -

2. - 12. + 22. -

3. + 13. - 23. +
4, - 14. - 24. -

5. - 15. - 25. -

6. - 16. - 26. +
1. - 17. - 27. -

8. - 18. + 28. -

9. - 19. - 29. -
10. + 20. + 30. -
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Sekil 3.1. Kalitatif seliilaz aktivite tayininde zon olusumu.

Ardindan belirlenen 7 adet seliilaz iiretici izolat CMC igeren sivi besiyerine 24 saat
inkiibe edilmis ve daha sonra DNS yontemi kullanarak enzim aktiviteleri
spektorfotometrede 540 nm dalga boyunda Ol¢lilmistiir. En yiiksek seliilaz aktivite
degeri gosteren bakteri sira numarasit 18 olarak belirlenmis olup, ¢aligmaya devam

edilmek iizere secilmistir. Izolat DU-1 olarak adlandirilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Kantitatif enzim aktivitesi.

Bakteri Sira No ODs49 Enzim Aktivite (U/ml)
3 0,340 2,36
10 0,367 2,64
12 0,336 2,32
18 0,480 3,80
20 0,320 2,16
23 0,402 2,90
26 0,410 3,10

3.2. SELULAZ URETICi BAKTERIYAL iZOLATIN TANIMLANMASI

Yapilan morfolojik analizler neticisinde, seliilaz iiretici bakteri izolat DU-1’in ¢ubuk
sekilli hiicrelere sahip Gram (+) bir bakteri oldugu tespit edilmistir. Bakteri kolonisinin
kuru, mat, kenarlar1 diizensiz, graniillii yiizeyli oldugu tespit edilmistir. Kristal boyama

ile kristal olusturmadig1 ancak endospor olusturdugu tespit edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Bakteriyal izolat DU-1 (Bacillus cereus).

Biyokimyasal analiz sonucu neticesinde bakterinin Bacillus thuringiensis ya da Bacillus
cereus oldugu tespit edilmistir. Ardindan molekiiler tanimlama ile bakterinin Bacillus
sp. oldugu tespit edilmistir. (Sekil 3.3, EK 1). Morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler

tanimlama teknikleri ile elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde bakterinin Bacillus

cereus oldugu tespit edilmis ve Bacillus cereus DU-1 olarak isimlendirilmistir.

1 M

1400 bp ——

1T

—4
Q
O

a) b)
Sekil 3.3. PCR profili.
a) Bakteriyal izolat DU-1 ait 1400bp biiyiikliigiindeki 16s rDNA dizisinin agaroz jel
elektroforez goriintiisii b) Marker.
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3.3. FILOGENETIK AGAC OLUSTURULMASI

Bakteriyel izolatin filogenetik analizi yliksek benzerlik gosterdigi referans tiirlerle
kiyaslanarak yapilmistir (Sekil 3.4). Tamura-Nei modeline dayali Maksimum Olabilirlik

yontemini kullanarak Evrimsel tarih ¢ikarilmistir [58].

3 Bacillus thuringiensis strain 2

{ Bacillus albus strain Q1
Bacillus wiedmannii strain ER6

{ Bacillus cereus strain P10

4 Bacillus cereus strain A4
{ Bacillus thuringiensis strain XD-9B
o] Bacillus wiedmannii strain EH20

{ Bacillus cereus strain P4

—————  Bacillus cereus strain RT38
o Bacillus cereus strain A8
{ Bacillus cereus strain P20
3 Bacillus proteolyticus strain 1372
{ Bacillus cereus strain ck-01
o Bacillus cereus strain SUSB7
{ Bacillus wiedmannii strain K3
3 Bacillus cereus strain A6
{ Bacillus wiedmannii strain AN A1l
o] Bacillus thuringiensis isolate 2 T22
{ Bacillus wiedmannii strain T4
Bacillus cereus strain QT-38
—3|: Bacillus albus strain XM4

Bacillus cereus strain A5

o Bacillus cereus strain Col 1
44: Bacillus cereus strain DU-1 ]

Bacillus cereus strain P3

Sekil 3.4. Maksimum parsimoni yontemiyle molekiiler filogenetik analiz.

3.4. SELULAZ URETIM KOSULLARININ OPTIMIiZASYONU

Seliilaz enziminin iiretim kosullarinin optimizasyonu kapsaminda azot kaynaklarinin,

ph’nin, sicakligin ve siirenin enzim aktivitesine etkisi belirlenmistir.
3.4.1. Seliilaz Uretimine Azot (N) Kaynaklarmn Etkisi

Azot kaynaklarinin enzim aktivitesi lizerine etkisin aragtirllmasi amaciyla Kontrol
ortaminda birlikte bulunan organik azot kaynaklari olan tripton yerine sirasiyla; 5g/L
pepton ve tire kullanilmistir. Belirtilen besiortamlarina bakterinin % 1 oraninda Bacillus
cereus DU-1 inokulasyonu yapilmis olup, 24 saat inkiibe edilmis ve siire sonunda alinan
orneklerde seliilaz aktivite tayini yapilmistir (Cizelge 3.3). Maksimum enzim

aktivitesinin azot kaynagi olarak tripton varliginda 3,96 U/ml olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 3.3. Farkli azot kaynaklarinin enzim aktivitesine etkisi.

Azot Kaynaklari Aktivite (U/ml)

Tripton 3,96
Pepton 3,27
Ure 2,91

3.4.2. Seliilaz Uretimine pH’nin Etkisi

pH’nin Bacillus cereus DU-1 bakterisinin enzim iiretme yetenegine olan etkisine
bakildiginda 2.4.4.”de belirtilen degisken parametreler sonucunda bakteriden elde edilen
enzimin aktivite degerleri belirlenmis olup, en iyi aktivite degerinin pH 7.0’de oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3.4) Bu baglamda ilerleyen ¢alisma basamaklarinda belirtilen pH

7.0 degeri dikkate alinarak enzim tiretimi gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.4. Sicaklik ve slirenin enzim aktivitesine etkisi.

Sicaklik pH Aktivite (U/mL)

(°C) 24 Saat 48 Saat 72 Saat
5.0 2,8 2,6 2,0

30 7.0 3,3 2,8 3,0
9.0 2,5 2,4 2,2
5.0 3,64 3,47 3,20

45 7.0 3,60 3,50 3,31
9.0 2,79 2,96 3,0
5.0 1,8 1,7 14

65 7.0 2,0 1,8 1,5
9.0 14 1,0 0,9

3.4.3. Seliilaz Uretimine Sicakhk Ve Siirenin EtKkisi

Belirlenen optimum pH 7.0°de farkli sicakliklarin Bacillus cereus DU-1 bakterisinin
enzim iretme yetenegine olan etkisine bakildiginda, 2.4.4.°de belirtilen degisken
parametreler sonucunda bakteriden elde edilen enzimin aktivite degerleri belirlenmis
olup en iyi aktivite degerinin 37°C’de ve 24 saat inkiibasyonun sonucunda oldugu
belirlenmigtir (Cizelge 3.5). Bu baglamda ilerleyen calisma basamaklarinda belirtilen

siire ve sicaklik dikkate alinarak enzim tiretimi gergeklestirlmistir.
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Cizelge 3.5. Sicaklik ve siirenin enzim aktivitesine etkisi.

Sicaklik Aktivite (U/mL)

(°C) 24 Saat 48 Saat 72 Saat
30 3,30 2,80 3,00
37 3,80 3,74 3,62
45 3,60 3,50 3,31
65 2,00 1,80 1,50

3.5. SELULAZ ENZIMININ KARAKTERIZASYONU

Seliilaz enziminin karakterizasyonu kapsaminda enzimin ¢alistig1 optimum sicaklik ve

pH degeri belirlenmistir. Ayrica enzimin belirlenen sicaklik ve pH degerindeki

stabilitesi belirlenmistir.

3.5.1. Sicaklik ve Sicakhik Stabilizesi

Sicakligin enzimin katalitik giiciine etkisini belirlenmek amaciyla 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 ve 100 °C gibi farkli sicakliklara magruz birakilan enzimin aktivite tayini
yapitlmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusundan glikoz standart egrisi kullanilarak
enzimin her sicaklik araliginda sahip oldugu aktivite degerleri hesaplanmistir. Bu
calismanin sonucunda, 50 °C’de enzimin maksimum aktivite gosterdigi ortaya
¢ikarilmistir. Enzimin 50 °C’de optimum aktivite gosterdigi, 50 °C’nin iizerinde ise

artan sicaklik ile aktivitesinde kayibin yasandig tespit edilmistir (Sekil 3.5).

6,00

L R N

o o o o

S S S S
1 1 1

Enzim Aktivitesi (U/ml)
(=Y
[=)
o

o

o

o
|

10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
Sicaklik (°C)

Sekil 3.5. Sicakligin enzim aktivitesi lizerine etkisi.
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Sicakligi enzim stabilitesine etkisine, enzimin maksimum aktivite gosterdigi 50 °C’de
bakilmistir. Enzim ¢dzeltisi (enzim+substrat) su banyosunda 30, 40, 50, 60 ve 120
dakika siire ile tutulmustur. Kismi saf enzimin 50.dakikaya kadar aktivitesini korudugu

ancak siirenin artmasi ile enzim aktivitesinde diisiis gézlenmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Sicakligin enzim stabilitesine etkisi.

Siire Enzim Aktivitesi
(Dakika) (U/mL)
30 5,03
40 5,10
50 5,14
60 4,41
120 3,48

3.5.2. pH ve pH Stabilitesi

pH’nin enzimin katalitik giicline etkisini belirlenmek amaciyla enzimin, 2.0, 3.0, 4.0,
5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0 gibi farkli pH’larda hazirlanan substrat ¢ozeltileri
kullanilarak DNS yontemi ile aktivite tayini yapilmigtir. Yapilan ¢aligma sonucunda
Sekil 3.6’da goriildiigli gibi enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin 6.0

oldugu saptanmustir.

6,00

> o
o o
S S

w
o
o

2,00

1,00

Enzim Aktivitesi (U/ml)

0,00
20 30 40 50 60 70 80 90 100
pH

Sekil 3.6. pH’nin enzim aktivitesi iizerine etkisi.
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pH’nin enzim stabilitesine etkisine, enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH 6.0
degerinde bakilmistir. Enzim pH 6.0 degerinde 30, 40, 50, 60 ve 120 dakika su
banyosunda inkiibe edilmistir. Enzim ilk 40 dakikaya kadar aktivitesini korurken siire

artmasiyla enzimin aktivitesinde kayip oldugu saptanmistir (Cizelge3.7).

Cizelge 3.7. pH nin enzim stabilitesine etkisi.

Siire Enzim Aktivitesi
(Dakika) (U/mL)
30 5,04
40 5,10
50 4,95
60 4,21
120 3,19

3.6. SELULAZ ENZIMININ KISMi SAFLASTIRILMASI

Enzimin kismi saflastirilmasindan 6nce Bacillus cereus DU-1 susu 24 saat boyunca
temel iiretim besiyerinde (Cizelge 2.1.) iiretilmistir. Uretim sonras1 kiiltiir ortami
+4°C’de 7000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis olup siipernatant ayrilmis ve ham enzim
¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Elde edilen ham enzim ¢ozeltisi amonyum siilfat
¢oktiirmesi islemine tabi tutularak kismi olarak saflagtirilmistir. Saflastirma adiminda
elde edilen franksiyonun aktivite ve protein tayini standart kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Kismi saflagtirma islemi ham enzim ¢ozeltisine sirasiyla %30, %50
ve %80 konsantrasyonlarindaki amonyum siilfat varliginda g¢oktiirmeler yapilmistir.
Enzimin en fazla elde edildigi amonyum siilfat konsantrasyonu %80 olarak

belirlenmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. (NH4),SO4 ¢oktiirmesi.

(NH_4)2S0O4 ¢oktiirmesi Enzim Aktivitei
(%) (U/mL)
30 2,53
50 2,90
80" 3,44

*Basarili amonyum siilfat doygunluk oram
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Buna gore % 80’lik ¢oktiirmeden elde edilen enzimin aktivitesi 3,44 U/mL olarak
hesaplanmistir. Enzimin molekiiler agirligimin  belirlenmesi i¢in %80 oraninda
amonyum silfat ile ¢oktiirmeyle elde edilen pellet 50 mM Sodyum-Fosfat(pH 6.5)
tamponunda +4°C’de muhafaza edilmistir. ~ Siipernatant enzim ¢ozeltisi ve %80
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen enzim ¢ozeltisine ait aktivite degerleri

hesaplanmistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Seliilaz enziminin kismi saflastirilma 6zeti.

Toplam Toplam Spesifik

Saflastirma | Hacim ) o o Verim®* | Saflik?
protein Aktivite Aktivite y
Basamagi (mL) )
(mg) (U/mL) (U/mg)
Ham enzim
200 2,31 5,16 2,23 1,5 1
(Stipernatant)
(NH4)2S04
coktiirmesi 10 1,76 3,44 1,95 1,95 3
(9%680)

Werim, toplam aktivite {izerinden hesaplanmustir.
2Saflik,spesifik aktivite iizerinden hesaplanmistir.

3.7. ENZIiM KINETiGININ HESAPLANMASI

Enzim kinetiginin hesaplanmast amaciyla Michaelis-Menten kinetik — grafigi
olusturulmustur (Sekil 3.7). Farkli konsantrasyonlarda hazirlananan CMC subsrati
(0,001-2 mM) ile seliilaz enzimi optimum sicaklik ve pH degerinde (50 °C ve pH 6.0)
30 dakika inkiibasyon siiresi olmak {izere enzim aktivitesi standart deney kosullari

saglanarak Olclilmiistiir.

35



L 2
L 4

O 47 T T T T T 1
0 0,01 0,25 0,5 1 1,25
(S) mM

N

Sekil 3.7. Michaelis-Menten grafigi.

Michaelis-Menten denklemi hiperbolik bir egri denklemidir. Hiperbolik egrinin
karakteristik noktalarini belirlemek giic oldugundan, kinetik hesaplamasi i¢in 1/[V]’ye
kars1 1/[S] olarak ¢izilen Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilmistir (Sekil 3.7).

0,38 -

037 - y = 0,0006x + 0,0314
036 | R?=0,9657

0,35 -
0,34 -

1/V U/mlt
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Sekil 3.8. Lineweaver-Burk grafigi.

Lineweaver-Burk grafigine ile seliilaz enzimin CMC varliginda reaksiyon hizinin
maksimum oldugu (Vmax) ve reaksiyon hizinin, maksimum yar1 hizdaki ortamda
bulunan substrat konsantrasyonu (Km) degerleri bulunmustur. Seliilaz enzimin sekil
3.8.”den Vmax degeri 3,18 U/ml ve K, degeri 0,0019 mM olarak hesaplanmistir. K,
degerinin diigiik olmasi enzimin substratina karsi olan afinitesinin yiiksek oldugunu

gostermistir.
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3.8. ENZiMiN MOLEKULER AGIRLIGININ BELIRLENMESI

Elektroforez islemi sonucunda enzimin molekiiler agirligi yaklasik 40 kDa olarak tespit
edilmistir (Sekil 3.9.A). Molekiiler agirlig1 belirlenmis olan enziminin zimogram analizi

sayesinde aktivitesi 6l¢iilmiis ve bant dogrulanmistir (Sekil 3.9.B).
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a) b)

Sekil 3.9. Enzimin molekiiler agirliginin belirlenmesi.

a) A-PAGE goriintiisii 1-(NH4)2S04 ¢oktiirmesi (%80) 2-Ham enzim (Siipernatant)

b) B-Zimogram analizi sonrasi jel goriintiisii.
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4. TARTISMA

Enzim teknolojisinin glintimiizde giderek gelistirilmesi, tirtinlerin ekonomik degerinin
cok yiiksek olmasi ve kullanim alanlarinin gesitliligi sebebiyle, endiistriyel enzimler ile

yapilan bilimsel arastirmalar giin gegtikge biiyiik 6nem arz etmektedir [59].

Endiistriyel uygulamalarda sirasiyla proteaz, amilaz ve selillaz enzimlerine ihtiyag
duyuldugu bilinmektedir. Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin icerisinde seliilozu
hidrolize eden seliilaz enzimlerinin, proteazlardan ve amilazlardan sonra endiistriyel

olarak {iglincli 6nemli biyoteknolojik enzim oldugu goriilmektedir.

Seliilaz enzimlerinin, gida endiistrisinden ziraat endiistrisine, tekstil endiistrisinden kagit
endiistrisine, ila¢ endiistrisinden, kimya endiistrisine kadar genis bir uygulama alanina
sahip oldugu yapilan bircok calisma ile ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢aligma, bdylesi genis
bir sektorel kullanima sahip mevcut selillaz enzimlerine bir yenisini ekleyebilmek
amaciyla tasarlanmis olup ¢alismada, seliilotik atiklarin yeraldigi toprak orneginden 30
bakteri izolasyonu yapilmig ve DU-1 kodlu izolatin seliilaz iiretici oldugu tespit
edilmistir. Yapilan tanimlama ¢aligmalar1 ile bu izolatin Bacillus cereus oldugu tespit

edilmis ve Bacillus cereus DU-1 susu olarak isimlendirilmistir.

Bacillus cinsleri hidrolitik enzimler igin dikkat ¢ekicidir ve endiistriyel islemlerde
siklikla kullanilmaktadir. Bacillus polmyxa’nin seliillaz sentezi konusunda yapilan
caligmada, seliilazin ekstraselliiler enzim oldugu ve enzimin hiicrelerden ekstrate elde
edilebilecegi bildirilmistir [60]. Yine yapilan farkli bir ¢alismada, Bacillus brevis,
Bacillus firmus, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus
polmyxa ve Bacillus cereus’un seliilolitik bir aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [61].
Bacillus cinsine ait bakterilerin kolaylikla kiiltiire edilebilmesi ve in vitro ektraselliilar
enzim tretme yeteneklerinden dolay: seliilaz iiretici bakteriler arasinda Bacillus cinsi
oldukc¢a dikkat ¢ekicidir. Bu baglamda, bu ¢alismada da Bacillus cinsi bir bakteriden

seliilaz elde edilmesi umut vaad etmektedir.
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Enzimler genel olarak globiiler yapida bulunmakta ve molekiil i¢i veya arasi baglar ile
sekonder ya da tersiyer yapida tutulmaktadir. Proteinlerin bu yapilar1 sicaklik ve pH’da
ki degismeler nedeni ile bozulabilmektedir. Bundan dolay1, enzimin Kkatalitik aktivitesi
pH ve sicakliga karsi duyarhdir [62]. Optimum sicaklik ve pH degerlerinde enzimin
katalitik aktivitesinin arttig1 bilinmektedir. Bu baglamda, bu ¢alismada Bacillus cereus
DU-1 susu tarafindan iiretilen enziminin iretim ve katalitik aktivitesine sicaklik ve
pH’nin etkisi degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, enzimin azot kaynagi olarak
triptone varliginda, 24 saatte, pH 7.0 ve 37 °C’de Bacillus cereus DU-1 susu tarafindan
en iyi sekilde iretildigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda, Bacillus cereus DU-1 susu
tarafindan iiretilen seliilaz enzim optimum aktivitesini; pH 6.0’da ve 50°C’de gosterdigi
belirlenmistir. Bacillus cereus DU-1 susu tarafindan iiretilen seliilaz enziminin sicaklik
karakterizasyonu analizleri sonucunda termotolerant &zellikte oldugu ve yapilan sicaklik
stabilite deneyi sonucunda aktivitesinin 50 dakika boyunca korudugu ve yine 120 saat
boyunca yapilan pH stabilite deneyinde 40 dakika boyunca aktivitesinin korudugu

gbzlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada, Tibet domuzu diskisindan izole edilen Bacillus subtilis BY-3
susunun seliilaz aktivitesi tespit edilmis, bakterinin maksimum seliilaz iiretimini substrat
olarak misir kogan1 kullanildiginda ve 24 saatin sonunda gergeklestigini bildirmislerdir.
Ayrica arastiricilar optimum enzim aktivitesinin 5.5 pH ve 60 °C sicaklik degerlerinde
gerceklestigini, 60 °C’de 60 dk 6n inkiibasyon sonucunda en iyi stabiliteye sahip
oldugunu bildirmislerdir [63]. Farkli bir ¢aligmada, Bacillus sp. KSM-S237’den izole
edilmis termostabil alkali seliilazin optimum aktivitesini pH 8.6-9.0 ve 45°C’de
gosterdigi bildirilmistir [64]. Kim ve arkadaglarinin yaptigi bir diger ¢aligmada, Bacillus
sp. HSH-810 susundan alkali seliilaz izolasyonu yapilmis ve enzimin pH 10.0’da ve
50°C’de optimum aktivite gdsterdigini belirtilmistir [65]. Bacillus licheniformis’ten elde
ettikleri endoglukanaz enziminin optimum c¢aligma sicakliginin 65 °C’de gosterdigi
tespit edilmis, 1 saatlik inkiibasyon isleminde 60°C’de daha stabil oldugunu ve %
90’dan fazla aktiviteye sahip oldugunu agiklamistir. Optimum ¢aligma pH‘s1 6.0 olan
enzim pH 10.0°da % 40 aktiviteye sahiptir [66]. Bir diger ¢alismada, termofilik Bacillus
tarafindan seliilaz iiretiminin en yiiksek seviyesine 48. saatte ve 45 °C’de ulastigi, enzim
aktivasyonu i¢in optimum pH araliginin ise 6.5-7.5 oldugunu bildirilmisdir [67]. Farkli
bir ¢aligmada Bacillus sp. C1AC5507 tarafindan iiretilen seliilaz enziminin iiretimi igin

optimum sicaklik ve pH kosullarinin sirasiyla 70 °C ve 7.0 oldugu bildirilmisdir [68].
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Yine bir ¢alismada, Bacillus substilis SU40 tarafindan iiretilen seliilaz enziminin pH
8.0'da maksimum aktivite gosterdigi, enzimin 30 dakika boyunca 7-9 pH araliginda
aktivitesinin % 50' sinden fazlasini korumus oldugu, enzimin 35°C-75°C sicaklik
araliginda aktivitesini korudugu ve aktivitesinin en yiiksek oldugu sicakligin 45°C
oldugu bildirilmistir [69]. Bacillus vallismortis RG-07 tarafindan iiretilen seliilaz enzimi
aktivitesi icin ise optimum sicaklik 65°C ve pH 7.0 olarak belirlenmistir. 95°C ve pH
9.0'da bile aktivitesinin %95 ve %75'ini korudugunu gozlenmistir [41]. 1ki Bacillus
susundan iiretilen seliilazin enzimlerin optimum aktivitelerini pH 5.0-6.5’de ve 65 ve
70°C°de gosterdikleri tespit edilmistir [38]. Bacillus circulans’dan izole edilen alkalin
endoglukanazin pH 8.5’da 55°C’de optimal calistigimi saptamistir [70]. Géoriildiigii
tizere, bu ¢alismada elde edilen seliilaz enziminin optimum sartlarina benzer enzimler
oldugu gibi olduk¢a farkli sartlarda aktivite gosteren ve fiiretilen enzimler mevcuttur
[67], [68].

Enzim kinetigi, enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hizint ve mekanizmasinin
incelenmesidir. Bu ¢alismada Bacillus cereus DU-1 susunun seliilaz enzim kinetigi
incelenmistir. Lineweaver-Burk garfiginden yararlanilarak Bacillus cereus DU-1
tarafindan tiretilen enzimin substrat ile tam doygunluga gectigi Vmax ile ortamda bulunan
tim enzim molekiillerinin aktif bolgelerinin yarisini dolduran substrat miktar1 Ky,
degerleri bulunmustur. Analizi sonucunda Bacillus cereus DU-1 susunun seliilaz

enziminin Vmax degeri 3,18 U/mL ve Km degeri 0,0019 mM olarak bulunmustur.

Yapilan bir ¢aligmada, Bacillus substilis SU40 tarafindan iiretilen seliilaz enziminin Km
ve Vmax degerleri 1.97 mg/mL ve 75.41 mg/mL/s olarak rapor etmislerdir [69].
Bacillus vallismortis RG-07 bakterisi tarafindan {iretilen selillaz enzimin Km ve
Vmax'in sirasiyla 1.923 mg/ml ve 769.230 pg/ml oldugunu rapor etmislerdir [41].
Goriildiigii iizere bu ¢alismada karakterize edilen seliilaz enziminin Km degerinin
olduk¢a diigiik oldugu substrat afinetisinin ¢ok yiiksek oldugu goriilmektedir. Yine Vmax
degerinin oldukg¢a yiiksek oldugu enzimin katalitik giictiniin yiiksek oldugu bilgisini

vermektedir.

Bu caligmada aktif enzim igerikli siipernatant ve sonrasinda %80 oraninda (NHg4),SO,4
¢oktirmesi ile enzim kismen saflagtirnlmistir. SDS-PAGE ve Zimogram analizi
calismalar1 sonucunda Bacillus cereus DU-1 susu tarafindan iiretilen selillaz enziminin

40 kDa biiytikliigiinde oldugu belirlenmistir.
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Yapilan bir ¢alismada, Bacillus vallismortis RG-07 tarafindan {iretilen seliilaz enzimi
(NH4)2SO,4 ¢oktiirme, iyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografisiyle saflastiriimis ve
saflagtirilmis seliilazin molekiil agirligi, SDS-PAGE ve aktivite jeli analizi ile 80 kDa
olarak saptanmustir [41]. Bacillus licheniformis bakterisinden saflagtirilmis seliilazinin
molekiil agirhigr ise yaklasik 55 kDa olarak rapor edilmistir [71]. Yine termofilik bir sus
olan Bacillus sp. CIAC5507 tarafindan iiretilen seliilaz enziminin molekiiler agirligi 55
kDa olarak bildirilmistir [68]. Bacillus substilis SU40 tarafindan iiretilen seliilaz
enziminin ise SDS-PAGE ile 51.4 kDa'lik molekiil agirligina sahip oldugu rapor
edilmisdir [69]. Yapilan farkli bir ¢alismada bizim g¢alismamizda oldugu gibi iki
Bacillus susundan iretilen seliilazin enzimlerinin molekiil agirligi 40 kDa olarak
bildirilmistir [38]. Yine farkli bir ¢alismada, Bacillus circulans’dan izole edilen alkalin
endoglukanazin 43 kDa molekiiler agirliga sahip oldugunu saptamustir [70]. Bacillus
sphaericus JS1 susundan elde edilen alkali seliilaz enziminin molekiiler agirligi 42 kDa
olarak saptamistir [72]. Bu ¢alismada, Bacillus cereus DU-1 den elde edilen seliilaz
enziminin baz: Bacillus tiirleri tarafindan sentezlenen seliilazlar ile benzer molekiiler

agwrhiga sahip oldugu goriilmektedir [38], [72].
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5.  SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada Diizce ili Akgakoca ilgesindeki seliilotik atik igeren toprak dgreniginden
sellilaz enzimi iiretme yetenegi olan bakteri izolasyonu yapilmig ve iirettigi enzimin
karakterizasyonu gergeklestirlmistir. Calismada elde edilen sonuglar asagida maddeler

halinde verilmisrir;

» Yapilan tiir diizeyi ¢aligmalar sonucunda bakterinin Bacillus cereus susu oldugu
belirlenmis olup Bacillus cereus DU-1 olarak adlandirilmistir.

» Bacillus cereus DU-1 susu tarafindan iiretilen enzimin optimum {iretim kosullari;
azot kayna@i olarak triptone varliginda, 24 saat, pH 7.0 ve 37 °C olarak
belirlenmistir.

» Bacillus. cereus DU-1 susu tarafindan iiretilen seliilaz enzim optimum
aktivitesini; pH 6.0’da ve 50°C’de gosterdigi belirlenmistir.

» Bacillus cereus DU-1 susu tarafindan firetilen seliilaz enziminin spesifik
aktivitesi 2,23 U/mg protein olarak belirlenmistir.

» Bacillus cereus DU-1 susu tarafindan iiretilen seliilaz enziminin Vyax degeri 3,18
U/mL ve K, degerleri 0,0019 mM olarak belirlenmistir.

» Kismi olarak saflastirilan Bacillus cereus DU-1 susu tarafindan iretilen seliilaz

enziminin molekiiler agirligi 40 kDa olarak belirlenmistir.

Bu ¢alisma sonucunda Bacillus cereus izolasyonu yapilmis ve ayni zamanda iyi bir
selillaz enzimi {treticisi de oldugu belirlenmistir. Enzimin sicakliga toleransli olmasi
endiistriyel kullamim agisindan Onem tasiyabilecegi diistiniilmektedir. Gelecek
caligmalarda, enzim iiretim ortaminin seliilotik tarim atiklar1 olarak tasarlanmasi ve bu
sayede yiiksek substrat afinitesine sahip oldugu tespit edilen enzimin diisiik maliyet ile
elde edilerek cesitli endiistriyel alanlarda kullanilabilme potansiyelinin ortaya

cikarilmasi oldukca 6nem tasimaktadir.
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7. EKLER

7.1. EK 1: Bacillus cereus DU-1 iZOLATINA AIT 16S RDNA’NIN KISMi
SEKANS DiziSi

GCANTCGAGCGAATGGATTAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGA
AACCGGGGCTAATACCGGATAAYATTTTGAACTGCATGGTTCGAAATTGAA
AGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTG
ATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTG
CTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGC
CCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGA
AGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAAC
GCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAG
GGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTA
GTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAG
CTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC
ATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCANCA
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