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ONSOZ

Son yillarda endiistrinin bir¢ok alaninda enzimler kullanilmaktadir ve diinya
genelinde endiistriyel enzim pazar1 her yil biiyiimektedir. Mikrobiyal seliilazlar kagit,
tekstil, deterjan, biyoyakit iiretimi, gida ve yem sanayi, tarim ve bira gibi cesitli
endistrilerde uygulama potansiyeline sahiptir. Enzim sisteminin karmasikligi ve
muazzam endiistriyel potansiyelden dolayi, seliilazlar hem akademik hem de endiistriyel
aragtirma gruplar tarafindan arastirma icin potansiyel bir adaydir. Giiniimiizde, seliilaz
iiretiminin giincel bilgisine ve 6zellikle ¢esitli endiistrilerin proses ekonomisini gelistirme

yoniindeki seliilaz arastirmalarindaki zorluklara dikkat ¢ekilmektedir.

Yiiksek lisans egitimim ve tez ¢alismam boyunca destegini esirgemeyen, bilgi ve
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Gaziosmanpasa Universitesi Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Biyomiihendislik
boliimiine ve projeyi gergeklestirmek igin destek veren Tokat Gaziosmanpasa

Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimine tesekkiir ederim.



OZET

SELULAZ URETICIiSIi TERMOFILIK FUNGUSLARIN iZOLASYONU VE
ENZIMIN KATI KULTUR FERMENTASYONU iLE URETIMI

Tungel, Salih

Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik ABD.
Tez Danigman: Prof.Dr. Bilge Hilal Cadirci
Agustos 2023, 60 sayfa

Seliiloz biyokiitle, seliilotik enzimlerle hidrolizi ile monomerik sekerlerin
tiretiminde, potansiyel yenilenebilir kaynaklardir. Endoglukanaz, ekzoglukanaz ve f3-
glikozidaz enzim karigimlarindan olusan seliilaz enzimi, bu enzimlerin sinerjik etkileriyle
seliilozu glikoza kadar pargalar. Bu enzimler basta mantarlar olmak {izere ¢ok c¢esitli
mikroorganizmalar tarafindan tiretilebilmektedir.

Bu calismada, Tokat ili sinirlar1 igerisinde bulunan orman topraklarindan ve
kampiisiimiizde bulunan kompost iiretim tesisinden alinarak zenginlestirilen
orneklerden, karboksimetil seliilozu (CMC) en yiiksek oranda hidroliz eden seliilaz
aktivitesine sahip termofilik fungus Aspergillus fumigatus izole edilmistir. 185 rRNA
dizi analizi analizi sonucunda A. fumigatus BHCOS olarak adlandirilan termofilik
fungusun sahip oldugu ekstraseliiler seliilaz enziminin kati kiiltiir fermantasyonu ile
liretim parametreleri optimize edilmistir. Karbon kaynagi, azot kaynagi, nemlendirme
orani, Yiizey siirfektan ektisi ve {liretim siiresi belirlendikten sonra iiretilen enzimin pH
(3.0-4.0 -5.0-6.0 — 7.0 — 8.0 — 9.0- 10.0), sicaklik (30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70 °C,
80°C, 90°C) ve termal stabilitesi (24 h — 96 h — 336 h) gibi 6zellikleri arastirilmistir.
Seliilaz aktivitesi kantitatif olarak CMC substrati kullanilarak DNS yontemiyle
spektrofotometrik olarak 6lctilmiistiir.

Termofilik fungus %0.1 (v/v) tritonX100 yiizey siirfaktan, 1:1 (w/w) oranda
nemlendirme s1visi, portakal karbon ve NaNOs azot kaynagi olan SSF ortaminda enzimin
optimum aktivite 3. giinde tiretilen enzimi ile substrati (%v 1w/ CMC) pH 5.0, 50 °C de
ve 60 dk inkiibasyon sonucunda DNS yontemiyle bakilan enzim aktivitesi 2870 U/mL
gostermistir. Termofilik fungus SSF ortaminda tiretilen seliilazin enzimatik 6zellikleri
de degerlendirilmistir. Buna gére enzimin optimum aktivitesi pH 6.0 ve sicaklik 70
°C’de gostermistir. 30°C — 40 °C- 50°C- 60°C de 15 giin boyunca aktivitesinin %80’ini
korumustur. Bu c¢alismayla termofilik fungusun irettigi seliilazin aktivite verimlilik
nedeniyle endiistiyel alaninda kullanilmasi i¢in iyi bir potansiyele sahip oldugu
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Seliilaz, Termofilik Fungus, Aspergillus fumigatus,
Karboksimetil Seliiloz



ABSTRACT

CELLULASE MANUFACTURER INSULATION OF THERMOPHILIC FUNGUES
AND PRODUCTION OF ENZYME BY SOLID CULTURE FERMENTATION

Tungel, Salih
Master’s Thesis of Bioengineering
Advisor: Prof.Dr. Bilge Hilal Cadirci Efeli
August 2023, 60 pages

Cellulose biomass is a potential renewable resource for the production of
monomeric sugars by hydrolysis with cellulolytic enzymes. Cellulase enzyme, which is
composed of endoglucanase, exoglucanase and B-glucosidase enzyme mixtures, breaks
down cellulose to glucose with the synergistic effects of these enzymes. These enzymes
can be produced by a wide variety of microorganisms, especially fungi.

In this study, thermophilic fungus Aspergillus fumigatus, which hydrolyzes
carboxymethyl cellulose (CMC) at the highest rate, was isolated from the forest soils in
Tokat province and the samples enriched from the compost production facility in our
campus. As a result of the 18s rRNA sequencing analysis, the production parameters of
the thermophilic fungus named A. fumigatus BHCO5 were optimized by the solid culture
fermentation of the extracellular cellulase enzyme. After determining the carbon source,
nitrogen source, moistening ratio, surface surfactant effect and production time, the pH
of the enzyme produced (3.0-4.0 - 5.0 - 6.0 - 7.0 - 8.0 - 9.0 - 10.0), temperature (30°C,
40°C, 50°) C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C) and thermal stability (24 h — 96 h — 336 h) were
investigated. Cellulase activity was quantitatively measured spectrophotometrically by
DNS method using CMC substrate.

Optimum activity of the enzyme in SSF medium with thermophilic fungus 0.1% (v/v)
tritonX100 surface surfactant, 1:1 (w/w) moistening liquid, orange carbon and NaNO3
nitrogen source and substrate (1.0% w/v) CMC) at pH 5.0, 50 °C and 60 min incubation,
the enzyme activity measured by DNS method showed 2870 U/mL. The enzymatic
properties of cellulase produced in thermophilic fungus SSF medium were also evaluated.
Accordingly, the optimum activity of the enzyme was shown at pH 6.0 and temperature
70 °C. It preserved 80% of its activity for 15 days at 30°C — 40°C — 50°C — 60°C. In this
study, it has been shown that the cellulase produced by the thermophilic fungus has a
good potential to be used in the industrial field due to its activity efficiency.

Keywords: Cellulase, Thermophilic Fungus Isolation, Carboxymethyl and Cellulase
Activity
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1.GIRIS

Enzimler kimyasal reaksiyonlarda degisiklige ugramadan reaksiyon hizini arttiran
maddelerdir. Enzimler olmaksizin gogu reaksiyon biyolojik sistemlerde var olandan daha
yiiksek sicaklik ve enerji diizeylerine ihtiyag duyarlar. Enzimler diger molekiiller igin
Ozellikli baglanma bolgelerine sahip proteinlerdir. Zayif baglanma reaksiyon hizin
arttirmak i¢in enzimlere bliylilk olanak saglar. Bugilin enzimoloji biyokimyasal
calismalarin merkezini olusturmaktadir. Enzimler besin {iretimi, gen klonlama ve ileri
tedavi tekniklerine kadar bir¢ok alanda (6zellikle mikrobiyal endiistri ve genetik) yaygin

uygulama alani bulunmaktadir (Lerner ve ark., 2003).

Seliilaz, seliilozun B-1,4-glikozidik baglarini pargalayan bakteri, fungus ve bazi protozoa
tiirleri tarafindan salgilanan bir enzim tirtidiir. Seliiloz-hidroliz edici enzimler (yani
seliilazlar) {i¢ ana gruba ayrilir: selobiyohidrolazlar (Ekzoglukanazlar), endoglukanazlar
(CMCazlar) ve B-glukozidaz. CMCazlar seliiloz zincirinin i¢ baglarinin rastgele olarak
ayrilmasini katalize ederler. Selobiohidrolazlar zincir uglarina pargalar ve sellobiyoz
birakir. B-glukosidazlar yalnizca selo-oligosakaritler ve sellobioz iizerinde etkindir,

sellobiyozdan glikoz monomer birimlerini serbest birakirlar (Jiang ve ark., 2011).

Anaerobik, aerobik ve mezofilik bakteriler, ipliksi funguslar, termofilik, alkalifilik
bakteriler ve aktinomisetler ve bazi protozoalar seliiloz kullanan popiilasyonu olusturur
(Lekh Ram ve ark., 2014). Seliilazlar ¢ogunlukla Aspergillus, Trichoderma ve
Penicillium gibi funguslar tarafindan {iretilir. Simdiye kadar, seliilazlarin treticisi
seliilozitik mikroorganizmalar ile yapilan ¢aligmalarin cogu ipliksi funguslara, 6zellikle
Trichoderma ve Aspergillus tiirleri, 6rnegin Trichoderma reesei ve Aspergillus niger

tizerine odaklanmistir (Tang ve ark., 2012).

Lignoseliilotik enzimler, lignoseliilozik polisakkaritleri pargalama yeteneklerinden dolay1
endiistriyel proseslerle ilgi konusu haline gelmistir (Paramjeet ve ark., 2018). Ticari
enzimlerin ¢ogu mezofilik mikroorganizmalardan elde edilir. Yiiksek sicakliklarin
kullanildig1 endiistriyel prosesler giderek daha yaygin hale geldiginden, endiistriyel

kullanim i¢in termostabil enzimlerin tedarikine ihtiya¢ duyulmaktadir.



Termofilik mantarlar, yliksek sicakliklarda aktivite gosteren enzimler {iretirler ve
genellikle daha yliksek termostabiliteye, pH degisimine karsi genis toleransa ve denatiire
edici ajanlara kars1 daha fazla dirence sahiptirler. Lignoseliilozik materyalin hidrolizinin
yiiksek sicakliklarda yiiriitiilmesinin avantaji, mezofil mikroorganizmalar1 tarafindan
kontaminasyon riskini azaltmaktir. Ayrica ortam viskozitesinde artis ve daha iyi substrat
¢ozlntrligl, daha yiiksek kiitle transfer orani artisini saglamaktadir (Moretti ve ark.,
2012).

Seliilazlar biyoteknolojik uygulamalarda ve endiistride genis bir uygulama alanina
sahiptirler. Seliilolitik uygulama alanlarin bazilari gida, yem, sarap, deterjan, tekstil, kagit
ve tarim enddistrisidir. Seliillaz enzimi ticari dneme sahip olmasina ragmen iiretim
maliyetinin yiiksek olmasi, seliilozun doniisiimii i¢in endiistride enzimin kullanimini
kisitlamaktadir. Bu nedenle daha stabil ve aktif enzimler i¢in yeni ve farkli mikrobiyal

seliilaz kaynaklar {izerine yapilan arastirmalar artmaktadir (Karmakar ve Ray, 2011).

Bu calismada, Tokat ¢evresinde bulunan orman topragi ve Tagliciftlik kampiisiinde
bulunan “Kompost Uretim Tesisi”’nde iiretilen kompostlardan, yiiksek aktiviteli seliilaz
tiretebilen termofilik fungus izolasyonu yapilmistir. En yiiksek enzim aktivitesine
sahip oldugu belirlenen izolatin optimum seliilaz tiretimi i¢in Kat1 kiiltiir fermantasyonu
kosullar1 belirlenmistir. Bundan baska, {iretilen seliilazin enzimatik o6zellikleri

degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLER

2.1. Lignoseliiloz

Lignoseliilozik biyokiitle, Diinya'da en bol bulunan malzemedir. Tarimsal artiklar
(6rnegin misir kocan1 ve bugday samani), ormancilik kalintilar1 (6rnegin endiistriyel
islemler) lignoseliilozik biyokiitleyi olusturur. Lignoseliiloz, bitki materyalinin ii¢ ana
bileseni olan seliilloz, hemiseliiloz ve ligninin ortak adidir. Bitkilerde lineer seliiloz
zincirleri gerilme mukavemetine katkida bulunurken, hidrofobik amorf lignin kimyasal
direncten, ozellikle suya karst korumadan sorumludur. Hemiseliiloz, seliilloz ve lignin
arasindaki bagi saglar. Bu nedenle, iki ana engel lingoseliilozik malzemede seliillozun
hidrolizini engeller. Kristalli seliillozun kendisi (mikrofibrillere sikica bagli lineer seliiloz
zincir yapisindan ortaya ¢ikar) ve onu gevreleyen yiiksek diizeyde koruyucu lignin ve

mikroorganizmalar i¢in fiziksel bir bariyer gorevi goriir.
2.1.1. Seliiloz

Seliiloz, lignoseliillozun ana bilesenidir. Kimyasal olarak B-1,4 bagli D-glukopiranoz
zincirleri birlestirilen ve tekrarlayan sellobiyoz birimlerinden olusan dogrusal bir polimer
zinciridir. Seliilozda, glikoz zincirleri birbirine van der Waals kuvvetleri tarafindan sikica
baglanir ve bu da kati, ¢6ziinmez bir kristal yapinin olusmasina neden olur (Yamada ve

ark., 2013).

OH OH OH OH
4 OH OH OH
“0 0 HO 0 0 HO 0 0 Ho 0 0 4
HO O 0 HO O Ho 0 HoAN==-O.,
OH OH OH OH OH OH OH
\ J
Y
Yapisal olarak tekrar eden
p-sellobiyoz birimleri

Sekil 2.1. Seliilozun yapisal olarak tekrar eden sellobiyoz birimleri (Andersen, 2007)

Mikrofibriller icindeki yiiksek sirali bolgelere kristal, daha az sirali bolgelere amorf denir.
Amorf malzeme, bi¢imsiz veya belirli bir sekli olmayan malzeme olarak tanimlanir,

ancak, amorf seliilloz muhtemelen hala bir dereceye kadar diizene sahiptir. Sekil 2.2.’de
3




kristalin ve amorf seliilozun farkli bir molekiiler mimarisi goriilmektedir. Mikrofibril
igerisindeki yapilarin dagilimi ile ilgili farkli yaklasimlar bulunmaktadir. Larsson ve ark.,
(1997)’a gore, amorf bolgelerin gogunun yiizeyde bulunan zincirlere karsilik gelmekte,
oysa kristalli bilesenlerin mikrofibrilin g¢ekirdegini isgal ettigini goriilmektedir (A).
Mosier ve digerlene (1999) gore ise seliilozu amorf sekilsiz bolgelerle ayrilan ortalama

yaklasik 200 glukoz kalintis1 uzunlugundaki kristal bolgeler bulunmaktadir (Sekil 2.2.B).

Amorf Bélge

Kristal Bélge

Amorf Bélge

Sekil 2.2. Kristalin ve amorf seliilozun mikrofibril i¢inde nasil dagildigina dair iki farkli goriis.
A: Kiristalin seliiloz, mikrofibrilin ¢ekirdegindedir ve amorf substrat ile ¢evrilidir. B: Kristal ve

amorf bolgeler yatay boyutta tekrarlanan.
2.1.2. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz, diinya iizerinde seliilozdan sonra en bol bulunan ikinci yenilenebilir organik
malzemedir. Hemiseliilozlar, D-ksiloz, L-arabinoz (pentozlar), D-mannoz, D-glukoz, D-
galaktoz, L-ramnoz (heksozlar), 4-O-metil-D-glukuronik asit, D-glukuronik asit ve D-
galakturonik asit (iironik asitler) gibi bir¢ok farkli seker monomerinden olusan dallanmis
heterojen polimerlerdir. Hemiseliiloz tipi, monomer bilesimine bagli olarak degisir. Sert
agac ve yumusak agac gibi farkli agag tiirlerinden elde edilen hemiseliilozlar hem yap1
hem de miktar bakimindan farklilik gosterir. Sert aga¢ hemiseliilozlar1 esas olarak
ksilandan olusur ve odunsu malzemenin %20 ila 37'sini olustururken, yumusak agac
hemiseliilozlar esas olarak galaktoglukomannanlardan olusur ve yumusak ahsabin %16

ila 27'sini olusturur (Hon ve Shiraishi, 1991).

Hemiseliilozlar dalli yapilar1 nedeniyle selilloza gore daha fazla c¢oziiniirler ve

ekstraksiyon yoluyla agactan izole edilebilirler. Hemiseliilozlar, selilloz ve lignini



bozulmamis halde birakan giiclii asitle (Lloyd ve Wyman, 2005) veya giiclii bazla (Fan
ve ark., 1982) kolayca hidrolize edilir. Cogu durumda, yiiksek sicakliklarda (140-190 °C)
seyreltilmis asit (%0.5-1.0 H2SO4) 6n islemi, hemiseliillozun ¢ogunu ¢oziiniir pentoz ve
heksoz sekerlerine indirger. Bu islem ozellikle ligninin ¢dziilmesini hedeflemese de,
lignin yapis1 bozulur ve yeniden dagitilarak enzimatik hidroliz i¢in ¢ok daha uygun (6n

isleme tabi tutulmus) substratin olusmasina yol agar (Yang ve Wyman, 2004).
2.1.3 Lignin

Lignin, odun bilesenleri arasinda muhtemelen en karmasik ve en az karakterize edilen
molekiiler gruptur. Birincil amaci, bitkilere gii¢ ve su gecirgenligi vermek, ayn1 zamanda
bitkileri patojen enfeksiyonlarindan korumaktir. Lignin, iic boyutta bagh p-
hidroksifenoil, guayasil ve/veya siringil monomerlerinden olusur. Bu {i¢ monomer,
aromatik halkanin metoksilasyon modelinde farklilik gosterir (Sekil 2.3). Hemiseliilozda
oldugu gibi odunsu malzemede bulunan ligninin bilesimi ve miktar tiire, hiicre tipine ve
doku gelisim asamasina gore degisir. Lignin, odun yapisinin yaklagik %20-35'ini
olusturur (Fan ve ark., 1982).

Cl:HyoH (FH,OH ClH7OH
CH CH CH
|
— "
OCH_, CH30 OCH:,
OH OH OH
p-coumaryl alcohol conitervl alcohol sinapyl alcohol
p-hydroxyphaenyl Suaiacyl Synngyl

Sekil 2.3. Lignin ana yapisindaki fenil propan monomer tiniteleri (Sjostrom, 1993)
2.2 Seliilolitik Enzimler

Bitki hiicre duvar1 polisakkaritleri olan dogal seliilozik substratlar, lignine gémiilmiis
seliiloz ve hemiseliillozdan olugan heterojen materyallerdir. Lignoseliilozik malzemelerin
parcalanmasi, mikroorganizmalarin {iretti§i ve enzimatik bir sistem olarak adlandirilan

¢ok sayida enzim tarafindan gerceklestirilmektedir (Warren, 1996). Seliiloz tizerinde aktif



olan enzim sistemlerinin hemiseliiloz lizerinde de aktivite gosterdigi ve spesifik olarak
hemiseliiloz iizerinde aktif olan hemiseliilazlarin da siklikla seliilloza karsi aktivite

gosterdigi anlagilmaktadir (Lynd ve ark., 2002).

Seliilolitik enzim sistemleri her biri ayni siniftan, benzer enzimleri igeren ¢esitli enzim
siniflarindan (sellobiyohidrolazlar, endoglukanazlar ve B-glukosidaz) olusmaktadirlar.
Bu enzimlerin ¢ogu modiiler proteinlerdir. Ayrica, genellikle belirli bir substrata spesifik
olsalar da, seliilolitik enzimler genellikle ¢esitli benzer substratlar iizerinde reaksiyona
girme kabiliyetine sahiptir, dolayisiyla genis substrat spesifisiteleri gosterir (Warren,
1996).

Dogal seliilozu pargalayabilen mikroorganizmalarin basinda yumusak kokli bir mantar
olan T. reesei (Hypocrea jecorina) kapsamli bir sekilde aragtirilmistir (Reese, 1976). Bu
mantara olan ilgi, yiiksek diizeyde enzim salgilayabilmesiyle ilgilidir. 0.14-0.38 g’a kadar

¢Oziiniir protein/g karbon kaynagi tireten suslar gelistirilmistir (Esterbauer ve ark., 1991).
2.2.1 Seliilolitik enzimlerin molekiiler yapisi

Seliilazlar ve hemiseliilazlar bir dizi ayr1t modiilden olusur. Bu sayede bu enzimler ¢ok
biiyiik ebatlarda olabilirler ve karmasik etki tarzina sahiptirler. Her modiil veya alan,
polipeptit zincirinin ardigik bir boliimiinii igerir ve bagimsiz olarak katlanan, yapisal ve
islevsel olarak farkli bir birim olusturur (Teeri ve ark., 1992). Her enzim, glikosidik bag
hidrolizini katalize eden tek bir Kkatalitik modil icerir ve bu da enzimlerin
siniflandirilmasinda kullanilir. Diger aksesuar veya "yardimci" alanlar, enzimin birincil
hidrolitik etkisine yardimci olur veya onu degistirir, boylece enzimin genel 6zelliklerini
modiile eder (Bayer ve ark., 2013). Seliilazlar, bagimsiz olarak katlanmis, yapisal ve
fonksiyonel olarak ayri birimlerden olusan modiiler enzimlerdir ve domainler ya da
modiiller olarak anilirlar (Henrissat ve ark., 1998). Yaygin olarak, seliilazlar ti¢ bdlimden
meydana gelir; 1) bir katalitik domainden (CD) 2) genellikle 30-44 amino asit uzunlunda,
genellikle glikosile edilmis, baglayici peptid ile 3) baglayici peptid ile CD'ye birlestirilen
bir karbonhidrat baglama modiiliinden (CBM) olusur (Sekil 2.4). Ayrica, ¢ok katalitik
alanli ve aym zamanda birka¢ baglanma modiiliine sahip birka¢ mikroorganizma da

tamimlanmustir (Zverlov ve ark., 1998; Gibbs ve ark., 1992).
6
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Sekil 2.4. Seliilazin ii¢ temel bolgeleri (Barcelos ve ark, 2016)

Tanim olarak bir CBM, sinirlandirilmis bir katlama ve bagimsiz karbonhidrat baglama
aktivitesi olan bir karbonhidrat aktif enzimi i¢indeki bitisik bir amino asit dizisidir. Genel
olarak CBM'nin birincil roliiniin hem enzimin etkili konsantrasyonunu hem de enzimin
substratin yakininda gegirecegi zamani ayni anda artirarak enzimin seliilozla fiziksel
temasini saglamak oldugu kabul edilir. Tiim mantar CBM'leri aile 1’e aittir. Bu peptitler,
oncelikle kristalli seliiloz i¢in afinite gosterir. Seliiloz baglama yiizeyinin, ii¢ aromatik
amino asit ve birka¢ korunmus polar kalinti igeren diizlemsel bir yiizey oldugu

gosterilmistir (Mattinen ve ark., 1998; Reinikainen ve ark., 1992).

CBM'lerin aile 1 baglanma bolgeleri, transmisyon elektron mikroskopisi ile
gorsellestirilmistir (Lehtio ve ark., 2003), Sekil 2.5'de gosterildigi gibi seliiloz
mikrofibrilin (Valonia kristallerinin hidrofobik (110) diizlemin kdsesinden baglanmalarin
tercih ettigi kaniti saglanmistir. Boyle bir baglanma 6zgilliigi, seliiloz kristallerinde,

CBM'ler i¢in 6nerilen baglanma yiizey alaninin ¢ok sinirli oldugu anlamina gelir.
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Sekil 2.5. Seliiloz kristallerinin Io. allomorfundaki (Valonia kristallerinde bulunur) seliiloz
zincirlerinin organizasyonunun ve olusan tam kristalin seklinin sematik gdsterimi. Farkli kristalin
diizlemlere d-aralig1 karakteristigi belirtilmistir. Farkli kristalin diizlemlere d-aralig1 karakteristigi
belirtilmistir. (110) yiiziinii ortaya ¢ikaran kdse (daire icine alinmig), CBM'ler icin Onerilen

baglama yeridir (Lehtio ve ark., 2003).

Ek olarak, Lehtio ve ark. (2003) gore kristalli seliiloza 4 °C'de CBM 1 ailenin tamamen
geri donisiimlic baglandigini  gozlemlenmisti. CBM'nin  seliilloza baglanmasinin
tersinirligi onemli bir konudur ¢linkii hidroliz reaksiyonunun kristal iizerinde baska bir
noktadan ilerlemesini tesvik eder, yani verimsiz baglanma nedeniyle enzim kaybi1 en aza
indirilir. Bununla birlikte, bu sicaklikta (4 °C) gergeklestirilen deneylerin biyolojik
Onemi, seliilaz tireten organizmalar, 6zellikle T. reesei dogal olarak tropikal sicakliklarda

calistig1 icin daha fazla arastirilmalidir.

CBM icermeyen, yani yalnizca bir modiile (katalitik alan) sahip olan enzimlerin, hala
seliilozu absorbe etme yetenegine sahip oldugu, ancak tam uzunluktaki enzime
kiyaslandiginda daha diisiik afiniteye sahip oldugu gosterilmistir (Schulein, 1997;
Karlsson ve ark., 2002). Sculein (1997), Humicola insolens tarafindan tretilen 6n
saflagtirilmis seliilazin kinetik 6zelliklerini 6lgmiistiir, bunlardan {i¢ enzim iki bigimde
mevcuttur; tam uzunlukta enzim (hem CBM hem de CD'ye sahip) ve "¢ekirdek" enzim

(CBM'den yoksun). Enzim bir CBM'ye sahip oldugunda goriiniir kcat'ta da artig



gozlemlenmistir (Tablo 2.1). Daha sonra, bu durumun tam uzunluktaki enzimin azaltilmis

hareketliligi ile ilgili oldugu 6ne siiriilmiistiir.

Tablo 2.1: Fosforik asitle sigsmis seliiloz (PASC) iizerinde birkag saflastirilmis Humicola

seliilaz1 i¢in goriinen kinetik sabitler

Enzim kcat (app.)[1/s] Km (app.) [9/1]
Cel6A (CBH 1) 6 0,9
Cel6A core (CBH Il core) 22 3,3
Cel45A (EG V) 58 0,5
Cel45A (EG V core) 82 3,6
Cel6B (EG VI) 54 0,7
Cel6B (EG VI core) 56 3,3
Cel7B (EG 1) 16 2,3
Cel5A (EG II) 22 1,1
Cel12A (EG II) 1 6,0

CD ve CBM, baglayict peptit ile baglanir. Farkli enzimlerden gelen linker dizileri,
herhangi bir goriiniir dizi homolojisini nadiren paylasir, ancak amino asit bilesimleri tipik
olarak prolin ve hidroksil amino asitler agisindan zengindir (Gilkes ve ark., 1991).
Baglayicilarin, ikisi arasinda uzatilmis, esnek menteseleri temsil ettigi bagimsiz
islevlerini kolaylastiran alanlar one siiriilmiistiir (Burton ve ark., 1989; Bushuev ve ark.,
1989).

Bir baska g¢alismada, T. reesei CBH I'in baglayici peptidinin etkilesim ve bunun
sonucunda kristalli seliilozun hidrolizi iizerindeki rolii incelenmistir (Srisodsuk ve
ark.,1993). Baglayiciya iki internal delesyon mutasyonu islemi uygulandiginda
baglayicinin hemen hemen tamaminin ¢ikarilmasinin, kristalin seliilloz bozunma hizim
onemli Olgiide azalttig1 sonucuna varilmistir (enzim hala substratina baglansa bile). Bu
nedenle, enzimin verimli ¢aligmasi i¢in iki alanin (CD ve CBM) yeterli uzamsal ayrimi

gerekli oldugu anlasilmustir.



2.2.2 Seliilaz aktivitesinin mekanizmalari

Glikozil hidrolazlar gibi seliilolitik enzimler, bir proton verici (HA) ve bir niikleofil/baz
(B-) igeren iki kritik kalint1 gerektiren genel asit katalizi mekanizmasi yoluyla glikosidik
baglart hidrolize ederler. Katalitik aktivite, iki aspartik veya glutamik asit kalintisi
tarafindan saglanir (Mosier ve ark., 1999). Adindan da anlasilacagi gibi hidroliz, su
eklenerek baglarin kirilmasini icerir. Iki farkli mekanizma ayirt edilebilir: ters gevirme ve
tutma mekanizmasi, (Sekil 2.6). Tersine ¢evirme mekanizmasi (Sekil 2.6.A), katalitik
bolgenin yiiklii ortaminin bir su molekdiliinii bir niikleofil gorevi gorecek sekilde "aktive
etmek" i¢cin kullanildigi, asidik bir amino asit kalintis1 ise gerekli protonu verdigi tek bir
niikleofil yer degistirme mekanizmasidir. isim, yani ters ¢evirme mekanizmasi, sekerin
C1 karbonunun hidroliz tizerine P'dan o konfigiirasyonuna bagda ters cevrilmesi

gercegiyle ilgilidir.

Tutma mekanizmasi (Sekil 2.6.B) iki adimda ilerler. Ik olarak, yiiklii amino asidin
glikosil bag: iizerindeki niikleofilik saldiris1 yoluyla kovalent olarak bagli bir ara iiriin
olusturulur. Ikinci adimda, su molekiilii hidroliz {iriiniinii enzimden serbest birakir ve
proton vericiyi yeniden yiikler (Mosier ve ark., 1999). Son zamanlarda, kofaktor olarak
NAD+ kullanan bir glikosidaz ailesi i¢in tamamen ilgisiz bir mekanizma gosterilmistir

(Rajan ve ark., 2004).
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Sekil 2.6. (A) Enzimatik glikozidik bag hidrolizinin ters ¢evirme ve (B) tutma mekanizmasinin

sematik gdsterimi (Davies ve Henrissat'tan, 1995).
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Tutma mekanizmasini kullanan enzimler genellikle transglikosilasyon yapabilirken, ters
ceviren enzimler yapamaz (Wilson ve Irwin, 1999). Glukosidazlarin ters ¢evrilmesi ve
tutulmasi arasindaki diger bir 6nemli fark, iki asidik kalint1 arasindaki mesafedir. Ters
ceviren enzimler icin mesafe ~ 10 A iken tutucu glukozidazlar igin katalitik kalintilar

arasindaki ortalama fark ~ 5.5 A'dir (McCarter ve Withers, 1994; Mosier ve ark., 1999).
2.2.3 Seliilaz enzimlerin simiflandirilmasi

Seliilazlar farkli yollarla siniflandirilabilir, ancak agirlikli olarak kullanilan iki
simiflandirma modu, substrat Ozgiilliikklerine dayananlar ve enzimlerin yapisal
benzerliklerine dayananlardir. Daha sonra ile ilgili olarak, reaksiyon mekanizmasina gore

siiflandirma da yapilabilir.

Genel olarak, tiim seliilolitik enzimler, iki veya daha fazla karbonhidrat arasindaki veya
bir karbonhidrat ile bir karbonhidrat olmayan arasindaki glikosidik bagi hidrolize eden
yaygin bir enzim grubu olan O-glikosil hidrolazlara (EC3.2.1.-) aittir. Substratlarina gore
ekzo-1,4-B-D-glukanazlar (EC 3.2.1.91), endo-1,4-pB-D-glukanazlar (EC 3.2.1.4) ve B-
glukosidaz (EC 3.2.1.21) dahil olmak iizere ii¢ spesifik enzim, selillozu glikoza

indirgemek i¢in sinerjik olarak hareket eder.

Coziniir sellooligosakkaritlerin ve sellobiyozun glikosidik baglarini birincil olarak
hidrolize ettikleri ve dolayisiyla seliillozun kendisine etki etmedikleri i¢in genellikle

"gercek" seliilazlar olarak anilmazlar.

Enzimler genellikle ortiisen 6zelliklere sahip oldugundan, substrat 6zgiilliikklerine gore bu
tir bir siniflandirma zordur. Bu nedenle, 1990'larin basinda Henrissat ve ark. (1998)
glikosil hidrolazlarin, katalitik alanin amino asit sekansi1 benzerliklerine dayanan ailelere
gore yeni bir siniflandirmasini 6nermislerdir. Bir enzim i¢in yeni atama, ailesini belirler
ve bir ailenin tiim tiyeleri ortak amino asit dizisine sahip oldugundan, ii¢ boyutlu
katlanmas1 ve hidrolizin stereo-6zgiilliigii (tutma veya tersine ¢evirme) bu sekilde tahmin
edilebilir (Henrissat ve ark., 1998). Sonug olarak, bir ailenin tiim iiyelerinde tamamen
korunan tek 6zellik, boliinme stereokimyasidir; 6rnegin, 5 ailesinin tiim tiyeleri enzimleri

tutar ve 6 ailesinin tiim iiyeleri enzimleri ters cevirir.
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2.2.4 Kompleks seliilolitik sistemler

Dogal seliillozun basarili bir sekilde bozunmasi, birka¢ endo- ve ekzo-etkili enzimden
(Henrissat ve ark., 1998) ve B-glukosidazdan (Bhikhabhai ve ark., 1984) olusan
Trichoderma cinsinden olanlar gibi ¢ok bilesenli enzim sisteminin isbirlik¢i eylemini
gerektirir (Chen ve ark., 1992). Uretilen enzim kombinasyonu tiirler arasinda farklilik
gosterir ve onlar1 iireten mikroorganizmaya baglhidir. T. longibrachiatum Rut 30, H.
insolens DSM 1800 ve Penicillium brasilianum IBT 20888 tarafindan iiretilen ti¢ ham

ekstrakttaki tek tek seliiloz parcalayict enzimlerin dagilimi Tablo 2.2'de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2: Trichoderma, Humicola ve Penicillium'un temsili suslarindan seliilaz

bilesenlerinin dagilima.

Bilesen T. longibrachiatum H. insolens DSM P. brasilianum
Rut C30 (%) 1800 (%) IBT 20888 (%)

CBH I (Cel7A) 50 20 18

CBH I1 (Cel6A) 20 5 25

EG I (Cel7B) 10 50 4

EG Il (Cel5A) 5 5 10

EG 111 (Cel12A) 5 5 21

EG V (Cel45A) 5 10 n.d

BG (Cel3A) 1-2 1-2 n.d

Diger seliilazlar 10 10 n.d

CBH: Cellobiohydrolase; EG: Endoglucanase; BG: P-glucosidase; n.d.: not determined
(Jorgensen et al., 2003).

Seliiloz arastirmalarindaki iki ana soru, selillozda yalnizca bir tiir bag (B1-4 bagi)
mevcutken neden ¢oklu seliilazlarn iiretildigi ve 6zellikle Trichoderma susunda neden
CBH'nin bu kadar baskin oldugudur (Tablo 2.2). Birkag endoglukanazin (EG) varligi,
farkli enzimlerin farkli ¢evresel kosullar (pH ve sicaklik) altinda optimum performans
sergilemesinden veya farkli diizenleyici Ozelliklere ve kinetik parametrelere sahip
olmasindan ve dolayisiyla mantarin hayatta kalmasimi saglamak igin bunlart evrimsel
olarak gelistirmesinden kaynaklanabilecegi ongoriilmektedir. Ek olarak, yalnizca CD'den
olusan birkag EG izole edilmistir. Bu nedenle, CBM'den yoksun ve dolayisiyla daha

kiiclik boyutlu olan enzimlerin, diger EG'lere kiyasla lifli malzemeye daha kolay niifuz
12



edebilecegi ve boylece malzemenin yapisinin agilmasina yardimci olacagi da tahmin

edilmektedir (Soloheimo ve ark., 1994).
Endoglukanazlar

Endo-glukanazlar, selilloz zincirinin i¢ amorf bolgelerinde rastgele kesimler
gergeklestirir. Ornegin cesitli uzunluklarda oligosakkaritler iireten, biikiilmiis, esnek ve
hidrath diizensiz bolgeler igeren alanlar amorf bolgedir (Boisset ve ark., 2000). Bu
nedenle, seliilozik substratlarin polimerizasyon derecesinin diisiiriilmesinden birincil
derecede sorumludurlar. Sonug olarak, selobiyohidrolaz etkisine duyarli yeni seliiloz

zincir uglari tiretir (Lynd ve ark., 2002).

Hem EG'ler hem de CBH'ler, iiriin (sellobiyoz ve glikoz) inhibisyonuna tabidir.
Sellobiyozun enzimler iizerinde glikozdan daha gii¢lii inhibit6r etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (Holtzapple ve ark., 1990). Yapilan ¢aligmalarin sayisina bakilmaksizin,
seliilazlar tarafindan sergilenen inhibisyon tipi hala yeterince karakterize edilememistir.
Bununla birlikte, bu deger inhibisyon paternlerinin (rekabetci, rekabetgi olmayan veya
karigik tip) seliillaz baglanma sabitine, enzim konsantrasyonuna, enzimlerin erisebildigi
seliloz ylizey alanina, Ornegin enzim/substrat orani, substratin dogasi, substrat

konsantrasyonunun degistigi aralik ve B-glucosidase (BG) aktivitesinin varligina baghdir.
(Gusakov ve Sinitsyn, 1992; Gruno ve ark., 2004).

Birka¢ EG'nin yapist, bir oluk olusturan kisa ilmeklerin varligini ortaya ¢ikaracak sekilde
¢oziimlenmistir (Davies ve ark.., 1996; Kleywegt ve ark., 1997; Sandgren ve ark., 2000).
Tahminen oluk, sonraki béliinme igin seliiloz zincirinin girigine izin verir. H. insolens
Celd45A Katalitik gekirdeginin yapisi, enzimin kabaca 42 x 42 x 22 A boyutlarinda
diizlestirilmis kiiresel bir sekle sahip oldugunu gosteren X-11n1 analizi ile Sekil 2.7 gibi

belirlenmistir (Davies ve ark., 1995).
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Sekil 2.7: Endoglukanazlarin yapisi. A: H. insolens'ten endoglukanaz V'nin (Cel45A) yapisi.
Katalitik ¢ekirdek, uzun birbirine bagli dongiilere sahip alt1 sarmalli $-varil alanina dagitilan 210
amino asitten olusur. Enzimin yiizeyi boyunca 40 A'lik bir oluk bulunur ve bu, katalitik kalintilar1
Asp 10 ve Asp 121. Iki katalitik aspartat, alt-tabaka baglama olugunun her iki yaninda, ideal bir
konformasyonla ters cevirme yoluyla pargalanmay1 kolaylastirir. B: Selilloz zincirinin

ylizeyindeki endoglukanazin bilgisayar animasyonu seklinde goriiniimii (Andersen, 2007).
Selobiyohidrolazlar

Ekzo-glukanazlar (veya CBH'ler), seliiloz polisakarit zincirlerinin uglarindan isleyici bir
sekilde hareket eder (Davies ve Henrissat, 1995; Henrissat 1998; Rouvinen ve ark., 1990),
polimer zinciri boyunca islenirken ana {iriin olarak sellobiyozu serbest birakir. Nadiren,
glikoz ve sellotrioz da hidrolizin ilk asamalarinda kii¢iik miktarlarda iiretilir (Divne ve
ark., 1994). Tim selobiyohidrolazlarin 6nemli &6zelliklerinden biri de mikrokristalin

seliiloz lizerinde etki gosterebilmeleridir (Terri, 1997).

Bu enzimlerin islenebilirligi, li¢ boyutlu yapilarinin ince ayrintilariyla iliskili
goriinmektedir (Sekil 2.5). EG'lerde bulunan agik olugun aksine, CBH'lerin aktif bolgesi
tiinelin i¢inde bulunur. T. reesei'den CBH I'de (Cel7A) bu tiinel 50 A uzunlugundadir
(Divne ve ark., 1994), CBH II'de (Cel6A) ise tiinel cok daha kisadir, sadece 20 A
uzunlugundadir (Rouvinen ve ark., 1990). Daha kisa aktif bolge tiinellerine sahip olan
CBH II'ye benzer selobiyohidrolazlar, artan derecelerde endo glukanaz aktivitesi
sergileyebilir. Yani, T. reesei Cel6A'nin (CBH II) oligosakkaritler ile kompleks halindeki
yapisi, halkalardan birinin 6nemli dl¢lide hareketlilige sahip oldugunu ve ortaya ¢ikan

tiinelin ya daha siki bir sekilde kapatilabilecegini ya da neredeyse tamamen agik
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olabilecegini ve bu nedenle EG'ler aktif bolgeye benzedigini gostermistir. (Zou ve ark.,

1997).

Sekil 2.8: Selobiyohidrolazin yapisi. A: T. reesei'den alinan CBH I (Cel7A) katalitik alaninin
sematik gosterimi. Katalitik alan, yaklasik 50 A uzunlugundaki seliiloz baglama tiinelinden (B
iplikcikleri) olusur. Ek olarak, a-heliks sarmallar1 ve uzun dongii bolgeleri bir arada bulunur.
Tiinelin i¢ine bagl olan cellooligomer, bir top ve ¢ubuk modeli olarak gosterilmistir (Divne ve
ark., 1998). B: Seliiloz yiizeyinde selobiyohidrolazin bilgisayar animasyonu seklinde goriinimii.
Enzim, esnek baglayici ile katalitik alana (CD) bagh karbonhidrat baglama modiiliinden (CBM)

olusur. Bir seliiloz zincirinin enzimin tiinel seklindeki aktif bolgesine girdigi gosterilmistir.

Biyokimyasal ¢aligmalardan, CBH I'in seliiloz zincirini, zincirin indirgeyici ucundan
indirgeyici olmayan ucuna dogru hidrolize ettigi ileri siiriilmustiir (Barr ve ark., 1996;
Boisset ve ark., 2000), hidroliz ise CBH II tarafindan enzimatik bozunma sirasinda

indirgeyici olmayan ugtan indirgeyici uca dogru ilerler (Mosier ve ark., 1999).
B-glukosidazlar

B-glukosidazlar selobiozu ve kisa (¢6ziiniir) selooligosakkaritleri glikoza hidrolize eder;
ornegin hidroliz reaksiyonu, "gercek" seliilazlar, EG'ler ve CBH'ler i¢in gecerli olan
¢Oziinmez seliilloz parcaciklarinin ylizeyinden ziyade sivi fazda gerceklestirilir.
Sellobiyozun EG ve CBH iizerindeki inhibitér etkisinin azaltilmasina yardimci
oldugundan, sellobiyozun uzaklastirilmasi enzimatik hidroliz isleminin onemli bir

adimidir. BG aktivitesinin genellikle seliilozun enzimatik hidrolizi sirasinda hiz
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siirlayict oldugu bulunmustur (Duff ve Murray, 1996; Tolan ve Foody, 1999) ve bu

nedenle ticari seliilaz enzim preparasyonlar1 genellikle BG aktivitesi ile desteklenir.

T. reesei'nin kiiltiir siipernatanlarindan iki BG izole edilmistir (Chen ve ark., 1992),
bununla birlikte, birka¢ Trichoderma tiirii iizerinde yapilan ¢alismalar, bu enzimlerin
biiyiik bir boliimiiniin hiicre duvarina bagh kaldigini géstermistir (Messner ve ark., 1990;
Usami ve ark., 1990). Mantar hiicre duvarmin yakininda yiiksek glikoz
konsantrasyonlarint korumanin evrimsel avantaji agiktir. T. reesei'nin BG'leri iiriin
(glikoz) inhibisyonuna tabidir (Chen ve ark., 1992), oysa Aspergillus'unkiler daha fazla
glikoz toleranshidir (Watanabe 1992; Gunata ve Vallier, 1999; Decker ve ark., 2000).
Ornegin, T. reesei'den alman BG I, substrat olarak p-nitrofenil--glukozit iizerinde
Km=182 uM'ye sahipken, hidroliz sivi besiyerinde 5 mM glikoz bulundugunda
inhibisyon sabiti KI 624 uM'ye yiikselir (Chen ve dig., 1992).

2.3 Seliilaz Ureten Mikroorganizmalar

Seliilolitik enzimler dogada yaygin olarak bulunur ve bitkilerde, boceklerde ve
mikroorganizmalarda bulunur. Aerobik ve anaerobik bakterilerin, tek enzim olarak veya
bir iskele proteinine bagl birkag seliilolitik enzimi iceren seliilozomlar, ¢oklu enzim
kompleksleri seklinde seliilolitik enzimler trettigi bilinmektedir. Ticari olarak temin
edilebilen en yaygin seliilazlar, mantarlardan, 6zellikle Trichoderma veya Aspergillus
tiirlerinden tiiretilen kompleks olmayan dogal enzim karisimlaridir. Enzim {ireticileri
olarak kullanim ig¢in seliilolitik mantarlar hem salgi yollarmi kullanma hem de yiiksek

protein verimleri liretme konusunda biiyiik avantaja sahiptir (Phitsuwan ve ark., 2013).

Tablo 2.3 Seliilaz tireten mikoorganizmalar

A. niger
Aspergillus A. nidulans
A. Aryzae
Fusarium F. solani
_ F. oxysporum
Fungi Humicola H. insolens
H. grisea
Melanocarpus M. albomyses

P. brasilianum
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Pennicillium P. occitanis
P. decumbans

T. reesi
Trichoderma T. longibrachiatun
T. harzianum
Acidothermus A. cellulolylcum
Bacillus Basillus sp
) B. subtilis
Bacteria Clostridium C. acetobutylicum
C.thremocellum
Pseudomonas P. cellulose
Rhodothermus R. marinus
Cellulomonas C. fimi
C. bioazotea
C. uda
Actinomycetes Stretomyces S. drozdawiczii
S.sp
S. lividans

2.4 Fermentasyonla Seliilolitik Enzim Uretimi

Kat1 Kiiltiir fermantasyon aerobik mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in sivinin olmadigi
ve nemli kat1 substrat {izerinde ¢ogalmasini saglayan bir tekniktir. Seliilazlarin mikrobiyal
tretimine iligkin raporlarin ¢gogunda batik fermantasyon teknolojisi (SmF) kullanilir ve
seliilaz tiretiminde kullanilan yaygin olarak incelenen organizma, yine ¢ogunlukla sivi
ortamda test edilmis olan T. reesei'dir. Bununla birlikte, dogada, seliilazlari olusturan
aerobik mikroorganizmalarin biliylimesi ve seliiloz kullanimi, muhtemelen sivi bir

kiiltiirden ¢ok kati substrat fermantasyonuna benzer.

Yillar boyunca, kat1 kiiltiir fermantasyonu (SSF) sistemlerinde seliilaz iiretimi dahil
olmak iizere cesitli amaglar icin farkl tipte fermenterler (biyoreaktorler) kullanilmistir.
Laboratuvar ¢alismalar1 genellikle Erlenmeyer siselerinde, Roux siselerinde, beherlerde,
kavanozlarda ve cam tiiplerde (kolon biyoreaktor olarak) yapilmaktadir. Biiyiik 6lgekli
fermantasyonlar tepsili, tamburlu veya derin tank tipi fermenterlerde gergeklestirilmistir.
Seliilaz tiretimi i¢in SSF prosesleri, kesikli prosesler en yaygin olmasina ragmen, kesikli,

beslemeli-partili veya siirekli modlarda ¢alistirilabilir (Behera vd. 2016).
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SSF, mantar kiiltiirlerini kullanan yiliksek enzim iiretim nedeniyle son yillarda hizla ilgi
gormektedir. SSF'nin genellikle SmF'ye kiyasla daha fazla ham enzim {iretimine izin
verdigi bildirilmektedir. SSF ile hem karbon hem de enerji kaynagi olarak bugday samani
gibi lignoseliilozik biyokiitleyi sakarifiye edebilen enzim iiretilebildigini bildirmislerdir
(Kumar ve ark., 2013). Tepki yiizey modellemesi (response surface resonans) kullanarak
SmF ve SSF sistemlerinde hem pektinaz hem de seliilaz liretimini karsilagtirmis ve
optimize etmistir. Her iki teknigin de substrat olarak tarimsal endiistriyel atiklari
kullanarak esit maliyet-etkin oldugunu belirtmislerdir. A. niger seliilazinin seker kamisi
kiispesini SmF ile tliretiminde kullanarak sivilagtirilmasini saglanmis ve endoglukanaz

tiretiminin SSF'den 12 kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Behera vd. 2016).

Kiiltirlerde seliilaz iiretimi, biiylime ile iligkilidir ve gesitli faktorlerden etkilenir ve
bunlarin etkilesimleri seliilaz iiretkenligini etkileyebilir. Seliilaz genlerinin bilinen
indiikleyicileri arasinda laktoz, endiistriyel olarak ekonomik olarak uygulanabilir tek
katki maddesidir. Fermantasyon ortami. T. reesei‘de, Mandels & Reese'den sonraki bir
bazal besiyeri, en sik modifikasyonlarla veya modifikasyonlar olmaksizin kullanilmistir.
Ticari selillaz fermantasyonlarinin c¢ogundaki karbon kaynaklari, saman, tahil ve
baklagillerin kabuklari, piring veya bugday kepegi, kiispe, kagit endiistrisi atiklar1 ve

cesitli diger lignoseliilozik kalintilar dahil olmak {izere seliilozik biyokiitle kullanilmis.

Seliilazlarn tiretimi i¢in kat1 hal fermantasyonu (SSF), yalnizca enzim tliretimi i¢in degil,
ayni zamanda seliilolitik mikroorganizmalar kullanan lignoseliilozik biyokiitlenin
biyodoniisiimiinde de uygun maliyetli bir teknoloji olarak hizla ilgi kazanmaktadir.
SSF'de tiretim maliyetinde SmF'ye gore yaklasik 10 kat azalma oldugunu belirtilmistir
(Sukumaran, 2005).

Proseslerin cogu kesikli prosesler olsa da, indirgen seker birikiminin neden oldugu
baskiy1 gegersiz kilmaya yardimci oldugu varsayilan beslemeli parti veya siirekli
modunda seliilaz tiretme girisimleri olmustur. Seliilazlarin fermantatif iiretimindeki en
biiyiik teknik sinirlama, diisiik tiretkenlik ile artan fermantasyon siireleri olmaya devam

etmektedir.
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A. niger'den ticari bir seliilaz preparasyonundan bir seliilolitik enzim izole elde edilmis
ve 100 g ticari seliilaz basma yaklasik 50 mg enzim verimi elde edilmistir. izole edilen
seliilaz enzim, ultrasantrifiijde pH 4.0 ve 8.0'da ve sodyum dodesil siilfat/poliakrilamid-

jel elektroforezinde homojen gostermistir (Hurst ve ark., 1977).

T. viride'den elde edilen kiiltiir filtratlari, Sephadex G-75 iizerinde jel filtrasyonu ve
ardindan DEAE- ve SE-Sephadex iizerinde iyon degistirme kromatografisi ile
fraksiyonlara ayrilmistir. Elde edilen enzimlerin pamuga etki eden karboksimetilseliilaz

ve selobiaz bilesenleri bulunmustur (Selby ve Maitland, 1967).

Bacillus subtilis AU-1'in ana karbon kaynagi olarak ¢esitli karbonhidratlar {izerinde
biiylitiildiiglinde kiiltiir siipernataninda karboksimetilseliillaz (CMCase) ve Avicelaz
aktiviteleri tirettigi bulmuslardir. Maksimum CMCase iiretimi, indiikleyici olarak %0.2
D (+) rafinoz, %0.5 her bir maya ekstresi, kazamino asit ve proteoz pepton iceren bir siv1
ortamda 50°C'de ve 6.0 pH'inda elde edilmistir. CMCase aktivitesi igin en uygun sicaklik
65°C idi, fakat enzim 60°C'ye kadar oldukga kararlidir (Chan ve Au, 1987).

Termofilik anaerob Clostridium thermocellum'dan bir endoglukanazi, denatiiran
kullanilmadan goriiniir homojenlige saflastirmislardir. SDS/PAGE ile 76.000 Da'lik bir
molekiiler kiitle belirlenmistir. Enzim optimum pH’st 7.0 ve sicakligi 70 °C
belirlenmistir. Enzim sicaklik stabilitesi 60 °C 'de 48 saat sonra aktivitesinin %50'si geri

kalmistir (Romaniec ve ark., 1992).

A. fumigatus NITDGPKA3 seliilolitik mantar susu, saman ¢iiriitme zemininden izole
edilmistir. Piring saman1 fermantasyonunda A. fumigatus tarafindan seliilaz ve ksilanaz
tiretimi yapmistir. Maksimum enzim {iretimi i¢in kiiltiir kosullarinin baslangi¢c pH's1 4,
%1 substrat konsantrasyonu, sicaklik 30°C, inkiibasyon siiresi 5 giin, azot kaynagi %0,2
tripton olarak bulunmustur. Tween 80'in fermantasyon sivisina eklenmesi ile ksilanaz
tiretimini (193.58 TU/mL) seliilaz iiretimine (6.53 TU/mL) enzim iretimi artigini ifade
etmigtir (Nibedita ve ark.,2014).

Elde edilen sonuglar, farkli pH ve sicaklik kosullar1 altinda endoglukanaz, 3-glukosidaz

ve ksilanaz aktivitelerini tahmin etmek i¢in kullanilan matematiksel modellerin
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olusturulmasina izin verilmis, her ii¢ enzim i¢in de optimum sicaklik degerleri 35°C ile
60°C arasinda, optimum pH aralig1 ise 4 ile 5.5 arasinda bulunmustur. Burada kullanilan
metodoloji, farkli islem kosullar1 altinda enzim davranisini tahmin etmede ¢ok etkili

oldugunu ortaya koymuslar (Farinas ve ark., 2010).

Sivi fermantasyon teknigi kullanilarak T. viride tarafindan seliilazlarin {iretimi i¢in proses
parametrelerinin optimizasyonunu yapilmistir. Seliilazlarin maksimum iiretimi (CMCase
1.57 U/mL/dak, FPase 0.921 U/mL/dak) 30°C inkiibasyon sicakliginda 72 saatlik bir
fermantasyon siiresinden sonra gézlenmistir. Kiiltiir ortaminin baglangic pH't da optimize
edildi ve 5.5'lik bir pH'in T. viride tarafindan maksimum biiyiimeyi ve enzim iiretimini
(CMCase 1.66 U/mL/dak ve FPase 0.932 U/mL/dak) destekledigi bulunmustur (Malik ve
ark., 2010).

Odun at1g1 ¢opliigiinden izole edilen A. niger, P. chrysogenum ve T. harzianum suslarinda
atik seliilozik malzemeler (misir kogani, talas ve seker kamis1 hamuru) ve kristalli seliiloz
kaynakli seliilaz iiretimi yapilmistir. A. niger, P. chrysogenum ve T. harzianum igin
sirasiyla 0.54, 0.67 ve 0.39 iinite / mg maksimum seliilaz aktivitesi elde edilmistir. A.
niger i¢cin maksimum enzim aktivitesi, yetistirmenin 36. saatinde elde edilirken, P.
chrysogenum ve T. harzianum optimal enzim aktivitelerini sirasiyla 12 ve 60 saatte
vermistir. Ug seliilozik atiktan en iyi enzim aktivitesi talasta elde edilmistir (Chinedu ve

ark., 2011).

Yapilan ¢aligmalarda yerel topraktan izole edilen B. cereus tarafindan iiretilen seliilaz1
homojen olarak saflastirmislardir. Enzim molekiil kiitlesi 53 kDa, pH 8,0 ve 55 °C
sicaklikta optimum aktivitesi oldugunu gostermislerdir. Enzim pH 0-9.0 arasinda 50
°C’de stabildir (Yang ve ark., 2010).

A. heteromorphus'tan seliilaz iiretimini arastirmak i¢in, substrat olarak bugday samani
kullanilarak yapilan sivi fermantasyon ¢alismasinda, pH, sicaklik ve siire gibi
sakarifikasyon kosullarinin optimizasyonu incelenmistir. En yiiksek aktivite olan 3.2
IU/mL filtre kagidi ve 83 IU/mL CMCase enzim aktivitesi pH 5.0’te, 30°C’de ve

fermantasyonun 5. giiniinde iiretilmistir (Singh ve ark., 2009).

20



A. fumigatus AA0O1'den 1s1ya dayanikli ham seliilaz, elde edilmis, 65°C'de 10 saate kadar
termal kararlilik gostermis ve pH 10.5'te %53 nispi aktivitesini korumustur. Bu bulgular

biyoyakit iiretimi alaninda umut verici olabilecegini ifade etmiserdir (Neha ve ark., 2016).

A. fumigatus optimum fiziksel ve beslenme kosullar1 altinda bugday samaninin kat1 hal
fermantasyonu sirasinda yiiksek enzimatik aktiviteye (83 U/gds) sahip ekzoglukanaz
tiretmistir. Maksimum iiretim, 55 °C sicaklikta, pH 5.5, %80 nem seviyesinde ve 2 mL
mantar inokulumunda 72 saatlik fermantasyondan sonra elde edilmistir (Mahmud ve ark.,
2013)

2.5 Seliilaz Enzimin Uygulamalari

Seliilazlar baglangigta birkag on yil dnce biyokiitlenin biyodoniisiimii igin aragtirilmis ve
bu enzimin hayvan yemi, gida, tekstil ve deterjanlardaki endiistriyel uygulamalarinda ve
kagit endiistrisinde arastirmalara yol agmistir. Fosil yakitlarin kitligi ve yenilenebilir
enerji ve yakitlar i¢in alternatif kaynak bulma ihtiyacinin artmasiyla birlikte, seliilazlar
ve diger enzimler kullanilarak lignoseliilozik biyokiitlenin biyodoniisiimiine olan ilgi
yeniden canlanmustir. Diger alanlarda ise seliillaz kullanan teknolojiler ve iiriinler bu

enzimleri vazgegilmez hale getirecek bir asamaya gelinmistir.

2.5.1 Gida ve Hayvan Yemi

Seliilazlar gida endiistrisinde meyve ve sebze sularinin ekstraksiyonu ve durultulmasinda,
meyve nektar1 ve pirelerinin  iiretiminde ve zeytinyagi ekstraksiyonunda
kullanilmaktadir. Bira {iretiminde arpanin maltlanmasini iyilestirmek icin glukanazlar
eklenir ve sarap endiistrisinde, ekzojen hemiseliilazlar ve glukanazlar kullanilarak daha
1yl maserasyon ve renk ekstraksiyonu saglanir. Seliilazlar ayrica gida boyas1t maddelerinin
iiretiminde karotenoid ekstraksiyonunda da kullanilmaktadir. Seliilazlara ek olarak
hemiseliilaz ve pektinaz iceren enzim preparatlar1 kaba yemlerin besin kalitesini artirmak
icin kullanilmaktadir. Yem islemede seliilazlarin kullanilmasiyla yem sindirilebilirligi ve

hayvan performansindaki gelismeler rapor edilmistir (Bedford ve ark.,2003)

2.5.2 Seliiloz ve Kagit Endiistrisi
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Seliilazlar ve hemiseliilazlar, kagit hamuru ve kagit endiistrisinde, geri doniistiiriilmiis
liflerin  miirekkebinin  giderilmesi ve kagit fabrikalarmin  drenajinin = ve
calistirllabilirliginin iyilestirilmesi i¢in kaba mekanik kagit hamuru ve el tabakasi
mukavemet Ozelliklerinin modifikasyonu i¢in biyomekanik hamurlagtirma igin
kullanilmistir. Seliilazlar, kagittan miirekkep, kaplama ve tonerlerin ¢ikarilmasinda
kullanilir. Hamur liflerinin biyokarakterizasyonu, mikrobiyal seliilazlarin kullanildigi
baska bir uygulamadir. Seliilazlar ayrica biyolojik olarak kolayca parcalanabilen
kartonlarin hazirlanmasinda da kullanilir. Enzim, kagit havlu ve hijyenik kagit dahil
olmak iizere yumusak kagit imalatinda kullanilir ve yapisan kagidi ¢ikarmak i¢in seliilaz

igeren miistahzarlar kullanilir.

2.5.3 Tekstil Endiistrisi

Seliilazlar, yalmizca on yildan beri piyasaya siiriilmelerinden bu yana endiistride
kullanilan iigiincii en biiyiik enzim grubu haline geldi. Kot giysilerin biyotaglanmasinda,
yumusaklik ve soluk goriiniim elde etmek i¢in, endiistride anilan indigo boyasini serbest
birakmak i¢in seliiloz elyafi tizerinde hareket ederek, kotun solmug goriiniimiinii iiretirler.
H. insolens seliilaz1 en yaygin olarak biyotaglamada kullanilir, ancak proteazlarla birlikte
Trichoderma'dan elde edilen asidik selillazin kullaniminin esit derecede iyi oldugu
bulunmustur. Seliilazlar, kumastan ¢ikint1 yapan kiigiik lif u¢larini sindirerek daha iyi bir
ylizey elde etmek i¢in kullanmilir. Seliilazlar ayrica yumusatma, defibrilasyon ve liflerin

renk yogunlugunda lokalize varyasyon saglama islemlerinde de kullanilmistir.
2.5.4 Biyoyakit

Lignoseliilozik kalintilar, insanlik i¢in mevcut olan en bol yenilenebilir kaynag: temsil
eder, ancak kullanimlar1 yalnizca uygun maliyetli teknolojilerin bulunmamasi nedeniyle
stnirhdir. Seliilazin potansiyel bir uygulamasi, seliillozik malzemelerin, tek hiicreli
proteinlerin veya etanol gibi ¢esitli fermantasyon fiiriinlerinin tiretimi i¢in mikrobiyal
substratlar olarak kullanilabilen glikoza ve diger fermente edilebilir sekerlere
dontistiiriilmesidir. Biyokiitleyi dogrudan alkole doniistiirebilen seliilaz sistemlerine
sahip organizmalar zaten rapor edilmistir. Ancak agiklanan bu sistemlerin higbiri tek

basina ticari olarak uygulanabilir bir siire¢ saglamak i¢in etkili degildir. Su anda
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lignoseliilozik kalintilardan biyoetanol iiretiminde kullanilan strateji, lignin ve
hemiseliilaz fraksiyonunu gidermek i¢in kalintinin 6n islemden gecirilmesini, fermente
edilebilir sekerler tiretmek tizere seliilozik kalintiy1 hidrolize etmek i¢in 50°C'de seliilaz
islemini ve son olarak hidrolize seliilozik malzemeden alkol {iretmek i¢in fermentatif bir
mikroorganizmanin kullanilmasini iceren ¢ok adimli bir siiregtir. Biyoetanol tesisi igin
gerekli olan seliilaz preparasyonu, substrat olarak ayni lignoseliilozik kalint1 kullanilarak
tesiste hazirlanir ve kullanilan organizma hemen hemen her zaman T. Ressei’dir.
Biyoyakit tiretimi icin verimli teknolojiler gelistirmek i¢in, proseste kullanilan mevcut
organizmalarin biyokimyasal ve genetik 1slahina yonelik caligmalarin yani sira, verimli
seliilaz sistemlerinin ve proses kosullarinin belirlenmesine yonelik dnemli arastirmalar
yonlendirilmistir. Biyokiitlenin etanole veya fermantasyon iiriinlerine doniistiiriilmesinde
saf enzimlerin kullanimu, ticari seliilazlarin yliksek maliyeti nedeniyle su anda ekonomik
degildir. Etkili stratejiler heniliz ¢oziilmemistir ve bu yonde aktif arastirmalar
yapilmalidir. Genel olarak, seliilozik biyokiitle, katma degerli metabolitlerin ve

seliilazlarin tiretimi i¢in substrat gorevi gorebilen ¢ekici bir kaynaktir.
2.5.5 Sarap ve Biracilik Endiistrisi

Mikrobiyal glukanazlar ve ilgili polisakaritler fermantasyon siireclerinde bira ve saraplar
gibi alkollii i¢ecek tiretmek i¢in 6nemli rol oynamaktadir (Sukumaran ve ark., 2005 ve
Bamforth, 2009). Bu enzimler fermantasyon iiriinlerinin kalitesini ve verimini artirabilir
(Bamforth, 2009). Glukanazlar ya maserasyon sirasinda ya da birincil fermantasyon
esnasinda, glukanin hidrolize edilmesi, kerevizin viskozitesinin diisiiriilmesi ve

filtrelenebilirligi arttirmak icin eklenir (Bamforth, 2009, Canales ve ark., 1988).

Sarap Tlretiminde, pektinazlar, glukanazlar ve hemiseliilaz gibi enzimler, renk
ekstraksiyonunu, cilt maserasyosunu iyilestirerek, agikliga kavusturmayi, filtrelemeyi ve
nihayetinde sarap kalitesini ve stabilitesini gelistirerek 6nemli bir rol oynamaktadir
(Galante ve ark., 1998). B -Glukosidazlar, glikosile edilmis oOnciilleri degistirerek
saraplarin aromasini artirabilir. Maserasyon enzimleri, sarap fermantasyonu igin
kullanilan iiztimlerin preslenebilirlik, yerlesim ve meyve suyu verimlerini de gelistirir.

Sarap endiistrisi i¢in bir dizi ticari enzim preparati mevcuttur. Sarap yapiminda bu
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enzimleri kullanmanin temel faydalar1 daha iyi macerasyon, gelismis renk ekstraksiyonu,
kolay temizleme, kolay filtreleme, gelistirilmis sarap kalitesi ve gelistirilmis kararliliktir
(Galante ve ark., 1998). Bira demleme, malt ve fermantasyon sirasinda aktive edilen
enzimlerin etkisine dayalidir. Arpa maltasyonu, tohumun ¢imlenmesine baglidir ve
tohumun rezervlerini hidroliz eden a-ve B-amilazlar, karboksipeptidaz ve f-glukanaz’in
biyosentezini ve aktivasyonunu baglatir (Bamforth, 2009). Daha 6nceki bir ¢alismada
(Oksanen ve ark., 1985), Trichoderma secliillaz sisteminin endoglukanaz II ve
ekzoglukanaz II’nin, polimerizasyon derecesi ve kahverengi viskozitede maksimum bir

azalmadan sorumlu oldugunu gézlemlemistir.

Uziim preslenebilirligi, ¢okelme hiz1 ve toplam meyve suyu verimi bakimindan belirgin
ve tekrarlanabilir gelismeler, yumusatma enzimlerin bir kombinasyonu kullanilarak elde
edildi. Bu iyilestirmeler sadece dogru bir denge pektinazlar, seliilazlar ve hemiseliilazlarla
dikkati ¢ekti (Galante ve ark., 1998), beyaz iiztimlerden ii¢ ¢esidi (Soave, Chardonnay ve
Sauvignon) kullanarak; , sarap tiretiminde Cytolase 219°un (seliilaz, pektinaz ve ksilanaz
karisimi) performansini degerlendirdi ve ilk sarabin ekstraksiyonunda% 10-35’lik bir
artis, must filtreleme hizinda% 70-80’lik bir artis bildirdi, presleme siiresinde 50-120
dakika azalma, viskozitede% 30-70 azalma, fermentoriin sogutulmasi esnasinda
enerjinin% 20-40 tasarruf edilmesi ve sarap istikrarinda belirgin bir iyilesme gostermistir.
Prosese ekzojen olarak eklenen seliilaz ve pektinaz gibi gelismis enzimlerin gelecekte
mevcut olan bira iiretim siireglerinin verimliligini arttirmasi beklenmektedir (Bamforth,

2009).
2.5.6 Tarim Endiistrileri

Farkli seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinaz kombinasyonlarindan olusan ¢esitli enzim
reparatlari, bitki hastaliklarinda potansiyel uygulamalara sahiptir (Bhat, 2000).
Mikrobiyal hidrolazlar kullanilarak iiretilen bitki veya fungal protoplastlar, arzu edilen
ozelliklere sahip melez soylar1 iiretmek i¢in kullanilabilir. Baz1 mantarlardan elde edilen
seliilazlar ve ilgili enzimler, bitki hastaliklarim1 kontrol etmek icin bitki patojenlerinin
hiicre duvarini pargalayabilir (Bhat, 2000). Fungal B-glukanazlar, bitki patojenlerinin

hiicre duvarlarin1 pargalayarak hastaliklar1 kontrol edebilmektedir. Trichoderma sp.,
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Geocladium sp., Chaetomium sp. ve Penicillium sp. dahil bir¢ok seliilozik fungus.
gelistirilmis tohum ¢imlenmesi, hizl1 bitki biiyltimesi ve ¢icek agma, gelistirilmis kok
sistemi ve artan mahsul verimi kolaylastirarak tarima 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (Bailey ve Lumsden 1998, Harman ve Kubicek 1998). Bu mantarlarin
dogrudan dogruya (muhtemelen biiylimeyi tesvik eden yayilabilir faktor araciligiyla) ve
dolayli olarak (bitki hastaliklarin1 ve patojenleri kontrol ederek) bitkiler tizerindeki
etkilerini (Bailey ve Lumsden 1998, Harman ve Bjorkman 1998), bu mantarlarin,

gelistirilmis bitki performansini nasil kolaylastirdigi heniiz belli degildir.
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3.MATERYAL VE METOD

3.1 MATERYAL

3.1.1 Ekipmanlar

Bu calismada asagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Tablo 3. 1 Kullanilan ekipman ve markalar1

CIHAZLAR

Sogutmal Santrifiij
Sogutmal Ultrasantrifiij
pH metre
UV-Spektrofotometre
Derin Dondurucu (-80 oC)
Buzdolabi (-20 oC)
Vorteks

Otoklav

Manyetik Karistirici

Etiiv

Mikroskop

Calkalayici Inkiibatér
Terazi

Kar Makinesi

Dondurucu

Masa Ustii Calkalamah Inkiibator
10-100 pl Otomatik Pipe

1-5 mL Otomatik Pipet

Vakum Konsantrator

MARKA

HETTICH ROTIXA/RP
HERAEUS LABOFUGE 400R
INOLAB

PG T60

CFC Free

VESTEL BZP-L3302W
SCILOGEX MX-S

HICLAVE HV-50L

MTOPS MS300HS

GEMO DT104

OLYMPUS CX21

NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC
RADWAG AS220.R2

VISION

HETTICH

LAB. COMPANION SI-600
CAPP

CAPP

BACHOFER
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3.1.2 Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Zenginlestirme besiyeri: 250 mL erlenlere yulaf ezmesi 6zii (3.5 g yulaf ezmesine 30

mL su ekleyerek 20-30 dk kaynatilir ve filtreden gegirilerek filtratin tamami kullanilir),
kristal viyole 0.5 g, deiyonize su 100 mL’ye tamamlanir ve steril i¢in 121°C’de 15
dakika otoklavlanir (Zeng ve ark., 2016).

Kongo kirmizisi besiyeri: (g / L): Hedef susun taranmasi igin 1 litre distile su igerisine

KH2PO4 1.0, NaNOs 3.0, KCI 0.5, MgS04.7H20 0.5, FeS04.7H20 0.01, CMC Na 15,

Agar 15-20 ve Kongo kirmizi 0.2 g tartilip ilave edilir. Ardindan manyetik karistirct
ile homojen karisimi saglanir ve erlenlere aktarildiktan sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanir. Otoklavdan sonra yayma yontemi ile petri kaplarina dokiim yapilir (Assareh
ve ark., 2012).

Fermantasyon besiyeri (g / L cinsinden): Sivi ortaminda seliilaz tiretimi igin 1 litre
distile su igerisine maya ekstrakti 1, CMC Na 5, NaCl 20, KH2PO4 0.5 ve MgSQO4-7H-0

0.5 g tartilip ilave edilir. Ardindan manyetik karistirct ile homojen karigimi saglanir ve

erlenlere aktarildiktan sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanir.

Kati kiiltiir fermantasyon (SSF) nemlendirme sivisi (g /L): Kati besiyeri nemlendirilmesi
kullanilmas: tizere 1 litre distile su icerisine (NH4)2SO4 3.5, KH2P04 3.0, MgS0s 7H.0
0.5, CaCl, 0.5 g ve Tween 80 (%1.0 h/h) oraninda mL tartilip ilave edilir ve ardindan

manyetik karisirict ile karigimi saglanir ve 121°C’de 25 dakika otoklavada steril

edildikten steril edildikten sonra kullanilmak tizere saklanir.

Fosfat tamponu hazirlanmasi (0.1 M pH 5,0): KH2P04 13.6 g, distile su 1000ml) Hassas
terazide KH2P04 13.6 g tartildi ve beherdeki distile su igerisne eklenerek manyetik

karistircida karistirildiktan sonra 1000 mL balon joleye aktarildi ve ardindan distile su ile

1000 mL tamanlanarak hazirland.

Karboksimetil seliiloz substrati ¢dzeltisi: 1 g CMC’nin 90-95 °C’ye kadar 1sitilmis 100

mL 0,5 M fosfat tamponun (pH 5,0) i¢ine yavas yavas ilave edilmesi ile hazirlanir (Huang
ve ark., 2013).
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2M NaOH c¢dzeltisi: Hassas terazide 80 g NaOH tartildi ve bir miktar distile su i¢inde
¢oziilerek 1000 mL’ ye tamamlanir (1.6 g NaOH/ 20 mL) (Aira ve ark., 1983).

Dinitrosalisilik asit (DNS) ¢6zeltisi (100 mL): Hassas terazide 1 g DNS tartilip 20 mL 2

M NaOH iginde ¢ozildirildii. Daha sonra iizerine 50 mL distile su ilave edilerek
karistirildi. Karistma 30 g Na-K tartarat ilave edilerek toplam hacim 100 mL’ye
tamamlanir. Reaktif, oda sicakliginda koyu renkli sisede saklanir (Huang ve ark., 2013)

3.2 METOD

3.2.1 Seliilaz enzimi iireten kiif izolasyonu

Tokat ili sinirlart icerisinde Pazar igesine bagl Taslik Koyii orman topraklarindan 10 cm
derinlikten ve tiniversitemiz igerisinde bulunan kompost iiretim tesisinden yaklasik 50’ser
gr toprak ve kompost numunesi, aseptik kosullarda alinarak steril tiipler igerisinde en

kisa zamanda laboratuvara getirilmistir.

10 g toprak ornegi, 90 mL zenginlestirme besiyeri igine inokiile edilerek 100 rpm ve
42 °C de 10 giin boyunca inkiibe edilerek seliilaz iireten mikroorganizmanin iiremesi

saglanmistir (Sekil 3.1).

L

Sekil 3.1. Zenginlestirme Besiyeri

Daha sonra zenginlestirme besiyerinden desimal seyreltmeler yapilarak ornekler

dokme plaka yontemiyle, hazirlanmis olan Kongo kirmizi besiyerlerine aktarilmistir.

Ardindan 42 °C de 10 giin boyunca seliilaz iireten mikroorganizmanin iiremesi i¢in

inkiibe edilmistir. Her giin kongo kirmizi besiyeri igeren petri kabinin iizerinde

biiyiiyen koloniler kontrol edilerek, inkiibasyon sonunda en biiyiikk hidroliz zonu
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olusturan koloniler, seliilaz {ireticisi olarak secilmis ve daha sonra ayni besiyeri ve
inkiibasyon kosullar1 kullanilarak saflastirtlmistir. Kiiltiirlerin safligi mikroskobik olarak

kontrol edilmistir. Saflagtirilan koloni %20 gliserol i¢erisinde -80°C’de stoklanmustir.
3.2.2 Termofilik funguslardan spor eldesi

En yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenen termofilik funguslar ile kati kiltir
fermantasyonu ortaminda ¢alisirken, ¢alismanin standardizasyonu igin kiif sporlart ile
calistimigtir. Kiif sporu elde etmek igin stoktan temofilik fungus PDA (Potato Dextrose
Agar) igeren 250 mL erlenlere yayma teknigi ile inokule edilmis ve 42°C de 7 giin inkiibe
edilmistir (Sekil 3.2 A). Siire sonunda gbézlemlenen sporlar % 0.1 lik Tween 80 igeren
steril 10 mL su ilave ederek ¢alkalama ile elde edilmistir (ljaz ve ark, 2011). Siispansiyon
haldeki termofilik fungus sporlari, steril 10 mL kapali tiiplere alinmis ve her defasinda
uygun seyreltmeler yapildiktan sonra 151k mikroskop altinda thoma lam ile sayim

yapilmistir (Sekil 3.2 C).
Spor sayis1 (adet/mL) = AxSFx10000

formiilii ile hesaplanmistir. A;16 karede sayilan mikrorganizma sayisi, SF: Seyretme

Faktorii ve 10000 mm3iin mL’ye ¢evrilmesinde kullnilan sabit sayidir.

A B C

Sekil 3.2 A ve B Spor siispansiyonlari elde edilmesi, C Isik mikroskop altinda thoma lam ile

sayimi

Uretim ortamlarina kiif sporlarindan 1x10 spor olacak sekilde inokiilasyon yapilmustir.
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3.2.3 En yiiksek seliilaz aktivitesine sahip olan kiifiin molekiiler tanilanmasi

En yiiksek seliilaz aktivitesine sahip termofilik fungusun PDA besiyer petri kapta 3
nokkta yontemi ile ekim yapildi ve lireme sonrasinda molekiiler tanilanmasi icin 18s
rRNA ve/veya DNA'larinin ITS1 bolgelerinin dizi analizi i¢in O6zel laboratuvara

gonderilmistir.
3.2.4 Kat kiiltiir fermantasyon (SSF)

Kat1 besiyer olarak kullanilacak olan bugday kepegi pargalara ayirmak icin kiigiik
parcalara ayrilip elekten elenerek toz haline getirilmistir. Ardindan 80°C de 24 saat pastor
firninda kurumasi saglandiktan sonra SSF’de havalandirma kosullarini saglayabilmek
amaci ile 250 mL’lik erlenlere 5’er gram bugday kepegi tartilip yerlestirilmistir. Bu
islemin ardindan nemlendirme sivis1 [(g/ L): (NH4)2SO4 3.5, KH2P04 3.0, MgS04 7H20
0.5, CaCl, 0.5 ve Tween 80 (% 1.0 h/h) (Moretti ve ark, 2012).] ile 1:1 w/w oraninda
bugday kepegi nemlendirildikten sonra 121°C’de 25 dakika siireyle otoklavlanarak steril

edilmistir.

Sterilasyon isleminden sonra substratin grami bagia 1x107 spora esdeger bir hacim
fungal spor inokiile edildikten sonra fermantasyon 42 ©°C'de 6 giin boyunca
gerceklesmistir. Siire sonunda tiretilen ekstraseliiler enzimleri ortamdan ekstrakte etmek
igin, bes gram kepek iceren erlenlere 20 mL distile su eklenip 30 dakika boyunca
karigtirilmig ve ardindan steril gazli bezden siiziilerek kaba filtrasyon saglanmigstir. Daha
sonra SSF ortaminda termofilik fungus tarafindan iiretilen seliilaz enzimi olarak 10000
rpm’de 4°C'de 5 dakika santrifiij ile elde edilen kati partikiillerin uzaklastirilmistir.
Santrifiijle elde edilen bu hiicresiz siipernatant, ham enzim ektrakti olarak kullanilmis ve

tiim kantitatif 6lgtimlerde enzim karisimi olarak kullanilmistir.
3.2.5 CMC-Seliilaz enzim aktivitesini spektrofotometrik olarak él¢iimii

Mikroorganizmalarin liretmis oldugu ekstraseliiler seliilaz enzim varlig1 kantitatif olarak,
CMC-N&a’in substrat olarak kullanildiginda 1 saat 50°C’de gergeklesen reaksiyon

sonucu elde edilen indirgen sekerlerin DNS ile 6l¢limii sonucunda belirlenmistir
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(Dashtban ve ark. 2012). Calismada 0.5 mL enzim 1.5 mL substrat ile reaksiyona
sokulmustur. Kor olarak tampon kullanilmistir. Siire sonunda seliilozun hidrolizi sonucu
olusan indirgen sekerleri 6l¢mek igin kor ve Ornek tiiplere 2 mL DNS eklenmis ve
tiplerl0 dakika kaynatilarak serbestlesen indirgen sekerlerin DNS ile reaksiyona
girmesi saglanmistir. Daha sonra hizli bir sekilde sogutulan tiiplere 6 mL distile su
eklenmis ve vortex ile karisimi saglandiktan sonra 540 nm’de olusan absorbans

kaydedilmistir.

CMC enzim aktivitesinin bir birimi (U), bir dakikada 1 umol CMC-Na subtrati

indirgenmis seker liretmek i¢in katalize edilen enzim miktar1 olarak tanimlanmistir.
Buna gore seliilaz aktivite 6l¢iimil yapilirken asagidaki formiil kullanilmastir.
Seliilaz aktivitesi (U)= absorbans/Standart grafik egimi*60dk. *enzim(mL))

Standart grafik hazirlanirken 146- 5848 puM arasi konsantrasyonlarda hazirlanan
maltoz sekeri kullanilmis ve DNS ile yukarida bahsedildigi gibi muamele edilerek 540
nm dalga boyundaki verdigi absorbanslar (0.003-1.054) kaydedilmistir. Sonucta Sekil
3.3°da verilen grafik elde edilmistir. Buna gore Standart grafigin egimi 1.877x10*

olarak hesaplanmistir.

1,200
y =0,00018766x - 0,03980683
1,000 R*=0,99939790

0,800 -
0,600 =

0,400 L

Absorbans (540 nm)
[ ]

0,200
‘__.o"

0,000 -@®"
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

-0,200
Konsantrasyon (uM)

Sekil 3.3. Maltoz standart grafigi
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3.2.6 Kati kiiltiir fermantasyonda (SSF) optimum iiretim kosullarmn belirlenmesi
Farkh karbon kaynaklarimin enzim sentezi iizerine etkisi

Karbon kaynagi olarak kurutulmus ve par¢alanmis elma kabugu, portakal kabugu ve nar
kabugu, talas ve kompost malzemesi bugday kepegi ortamina %1.0 oraninda ilave
edilmistir. Yine nemlendirme sivisi ile 1:1 (w/w) oraninda nemlendirdikten sonra, 250
mL’lik erlenlerde 121 °C’ de 25 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Sterilizasyondan
sonra substratin grami basma 107 spora esdeger bir hacim ile ekim yapilarak 42 °C’ de
inkiibasyona birakildmis ve 24 saat aralikla alinan erlen 6rneklerinde enzim aktivitesine
bakilmistir. Termofilik fungusun en yiiksek enzim aktivitesini gosterdigi karbon kaynagi

belirlenmistir.
Farkh azot kaynaklarimin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Nemlendirme sivisinda bulunan inorganik azot kaynagi olan (NH4)2SO4 yerine %1.0 iire,
pepton, maya ekstrakti, NH4sNOs NaNOs gibi organik ve inorganik azot kaynaklari
kullanilmigtir. Rutin hazirlik ve inokiilasyon islemlerinden sonra, en yiiksek enzim

aktivitesinin gosterildigi azot kaynagi belirlenmistir.
Farkh oranlarda nemlendirme 1svisinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

250 mL’ lik erlen igerisindeki 5 g bugday kepegi, 1:0,5, 1:1, 1:2, 1:2,5 farkli oranlarda
nemlendirildikten sonra yine 121° C* de 25 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Substratin grami bagina 107 spora esdeger bir hacim ile ekim yapilarak 42 °C’ de
inkiibasyona birakilan 6rneklerden 24 saat aralikla bir erlen 6rneginin enzim aktivitesine
bakilmistir. Termofilik fungusun en yiiksek enzim aktivite gosterdigi nemlendirme orani

belirlenmistir.
Farkh yiizey siirfektanlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Farkli ylizey siirfektanlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla

uygun nemlendirme oraninda, % 0.05 tween 80, tritonX100, SDS ve EDTA ortama ilave
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edilmistir. Termofilik fungusun en yiiksek enzim aktivitesi gosterdigi siirfektan

belirlenmistir.
3.2.7 Enzim ézelliklerinin degerlendirilmesi
Optimum sicaklik degerlerinin belirlenmesi

Seliilaz enzim optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerlerinin belirlenmesi amaciyla
enzim ile substrati tlip igerisine eklenip vortex ile karisitirildiktan sonra reaksiyon
sicakliklar1 sirastyla 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90 °C’de 60 dakika siireyle
gerceklestirilmistir. Siire bitiminde DNS reaktifi eklenerek olusan indirgen sekerler
ODs40 Nnm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir. En yiiksek absorbansin elde
edildigi sicaklik degeri baz alinarak yiizde (%) olarak relatif aktivite degerleri

belirlenmistir.
Optimum pH degerlerinin belirlenmesi

Enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri pH degerlerinin belirlenmesi amaciyla Na-
asetat (pH 4.0-6.0), Na-fosfat (pH 6.0-7.0), Tris (pH 7.0-10.0) tampon hazirlanmistir. Her
bir (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0) pH degerinin substrat1 hazirlanmasi igin ilgili
pH’daki tamponlar1 kullanilarak %1.0 w/v olacak sekilde hazirlanmistir (Burhan vd.,
2003). Her bir pH degeri i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde substrat ile enzim karigim1 hazirlanip
reaksiyon kosullari saglanmistir. ODs4o Nm dalga boyunda en yiiksek absorbansin elde
edildigi sicaklik degeri baz alarak yilizde (%) olarak relatif aktivite degerleri

belirlenmistir.
Termal stabilitenin belirlenmesi

Termal stabilitelerinin belirlenmesi i¢in enzimler reaksiyon oncesinde 4, 30, 40, 50, 60,
70, 80 ve 90 °C sicaklik degerlerinde 6n inkiibasyona birakilmislardir. On inkiibasyonda
+4, 30, 40 ve 50 °C sicaklik degerlerinde 60 dakika araliklarla ve 60,70, 80 ve 90 °C
sicaklik degerlerinde 30 dakikada bir 0.5 mL enzim ekstrakti alinarak 1.5 mL substrat ile

pH 5.0 ve optimum sicaklik kosullarinda 60 dakika reaksiyona birakilmistir. Sonrasinda
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DNS ile indirgen sekerler ODsso nm dalga boyunda spektrofotometre ile dlciilmiis ve

enzimlerin relatif olarak termal kararlilik grafikleri olusturulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Ekstraseliiler Seliilaz Enzim Sentezleyen Mikroorganizmalarin Belirlenmesi

Seliilazlar; farkli endiistrilerdeki uygulamalarda kullanilan, yiiksek biyoteknolojik
potansiyele sahip enzimlerdir. Fakat enzimin maliyeti ve stabilitesi kullanim acisindan
bliylik 6nem tasimaktadir. Daha iyi proses uygunlugu, yiiksek spesifik aktivite ve

stabiliteye sahip seliilazlar elde edebilmek i¢in yeni seliilozik suslara ihtiyag¢ vardir.

Tokat ili smirlart igerisinde farkli orman bolgelerdeki orman topraklaridan toplanan
numuneler aseptik kosullar altinda ve en kisa siirede laboratuvara getirilmistir. Her
bolgede alinan toprak numuneler ayri ayri zengilenstirlmis besiyer ortamina 10’ ar gram
almmustir ve ardindan 42 °C de 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
karbon kaynagi olarak CMC-Na igeren kongo kirmizi besiyer petrilere alinmistir. EKilen
funguslar seliillozu sindiren ekstraseliiler selillaz enzim sentezliyorsa ham seliiloz
parcalanacaktir. Kongo kirmizi besiyerinde seliilaz enzim {iireten fungusun seffaf zon

olusturup olusturmadigina bakilmistir (Sekil 4.1)

Sekil 4.1. Hedef Susun Taranmasi

15 adet termofilik fungus izolatlarin igeriside tireyen ve kongo red besiyerinde en
biiylik seffaf zon olusturan 3 adet izolatlarin saflik kontrolleri 1s1k mikroskobu

yardimiyla yapilmistir. Buna gore elde edilen goriintiiler asagidaki gibidir.
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Sekil 4.2 Isik mikroskobu ile fungus goriintiisii

Koloni morfolojisi ve 151k mikroskobu ile misel morfolojik 6zellikleri her ikisi

taramasinda bir fungus oldugunu gostermektedir.

Calisilacak mikroorganizmanin tanilanmasit amaciyla izole edilen termofilik fungusun
18S rRNA dizi analizi yapilmistir. Seliilaz tiretiminde yiiksek aktivite gosteren izolatin
ITS1, ITS2 ve 5.8s rRNA analizlerinin sonucu (Sekil 4.3) A. fumigatus tiirii ile %100
dogrulukla ortiistiigii belirlenmistir ve A. fumigatus BHCO5 seklinde isimlendirilmistir
(Sekil 4.4)

CTGGGTCCACCTCCCACCCGTGTCTATCGTACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGT
TTCGACGGCCGCCGGGGAGGCCTTGCGCCCCLCGGGCCLCGLCGLCLCCGLCCGAAGACCCC
AACATGAACGCTGTTCTGAAAGTATGCAGTCTGAGTTGATTATCGTAATCAGTTAA
AACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATT
GCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAG
CACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCCGTCCCCCTCTCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGC
AGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCTGCTCTGTA
GGCCCGGCCGGCGCCAGCCGACACCCAACTTTATTTTTCTAAGGTTGACCTCGGATC
AGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGGCGGAGGAA

Sekil 4. 3 18S rRNA dizi analizi sonucu elde edilen niikleotid dizisi
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1846216 Aspergillus famigatusBHC05-TS1

100

0OM372895.1:20-570 Aspergillus fumigatus strain AsfuHE12A01

96

0Q726780.1:85-637 Aspergillus fumigatus isolate AU S MS B2a

0Q422085.1:42-594 Aspergillus sp. breed MHUB11506

0Q296938.1:108-660 Aspergillus fumigatus isolate 933

0P681422.1:168-720 Aspergillus fumigatus strain P12

0OP681422 1:3-98 Aspergillus fumigatus strain P12

Sekil 4. 4. A. fumigatus BHCOS5 izolatinin soy agaci

4.2 SSF’deki Uretim Kosullarmin A. fumigatus BHCO5 Seliilaz Enzim Sentezi
Uzerine Etkisi

4.2.1 Uretim zamani

SSF kiiltiiriinde iiretim siiresinin optimizasyonu c¢alismasinda maksimum enzim
sentezinin 2. giinden 7. giine kadar hergiin yapilan enzim aktivite 6l¢iimii yapilmis elde
edilen sonuglar Sekil 4.5°de gosterilmistir. Maksimum enzim aktivitesi liremenin

5.giintinde 2870 + 82 U/mL.dk olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).

3500
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Sekil 4.5. SSF kiiltiirlerinde tiretim siiresinin Seliilaz aktivitesine etkisi
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4.2.2 Nemlendirme sivisinin etkisi

SSF kiiltiirtinde 1:0,5,1:1, 1:2, 1:2,5 oranlarinda nemlendirme derecelerine sahip olan kati
besiyerlerinde iiretimi yapilan seliilaz enzimi 2. giinden 7. giine kadar giinliik yapilan
enzim aktivitesi Olglim sonuglari degerleri nenlendirme oran grafigin veri tablosuna
yazilmig ve en iyi nemlendirme orani belirlenmistir. Maksimum enzim aktivitesi 4.ve 5.
giinlerde 1:1 nemlendirme orani ile 2701 = 76 U/mL.dk ve 2870 + 82 U/mL.dk olarak
belirlenmistir (Sekil 4.6.).

3500 M 1:0.5 oraninda nemlendirici B 1:1 oraninda nemlendirici
M 1:1,5 oraninda nemlendirici B 1:2 oraninda nemlendirici
3000
2500
E
= 2
=) 000
g 1500
=
£ 1000
<
E 500
N
0
0
2 3 Zaman {Giin) 5 6

Sekil 4.6. SSF kiiltiirlerinde nemlendirme oranin seliilaz aktivitesine etkisi

4.2.3 Farkh karbon kaynaklarimin enzim aktivitesi iizerine etkisi

SSF kiiltlirlinde iiretim siiresinin optimizasyonu c¢alismasinda maksimum enzim
sentezinin 3.,4. ve 5. giinlerinde enzim aktivite l¢iimii yapilmistir. Giinliik yapilan enzim
aktivite sonuglar1 (Sekil 4.7.) grafigin veri tablosunda gosterilmistir. Maksimum enzim

aktivitesi tiremenin 3.giintinde 2918 +71 U/mL.dK olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7 SSF kiiltlirlerinde karbon kaynag seliilaz aktivitesine etkisi
4.2.4 Uygun azot kayna@i secimi

SFF kiiltiirde azot kaynagi nemlendirme sivisinda bulunan inorganik azot kaynagi olan
(NH4)2S0O4 yerine %]l, iire, pepton, maya ekstrakti, NH4Cl, NaNOz gibi organik ve
inorganik azot kaynak optimizasyonu ¢aligmasinda maksimum enzim sentezinin 3,4 ve
5. giinde SFF kiiltiiriinde tiretilen seliilaz enzim aktivite 6l¢gtimii yapildi ve sonuglart azot
kaynak grafigin veri tablosuna enzim aktivite degerleri yazildi. Maksimum enzim
aktivitesi 3.gliniinde azot kaynagi NaNOz 3092 + 149 U/mL.dk olarak belirlendi (Sekil
4.8.).

3500 mURE ®mPEPTON ®MAYAEXRATI mNaNO3 mNH4CI

3000
2500
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Sekil 4.8. SSF kiiltiirlerinde azot kaynagi seliilaz aktivitesine etkisi
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4.2.5 Yiizey siirfektan etkisi

SSF kiiltiiriinde uygun nemlendirme oranlarinda, %0.05 tween 80, tritonX100, SDS ve EDTA
sahip olan kati besiyerlerinde iiretimi yapilan seliilaz enzimi 3, 4 ve 5. giinlerinde yapilan enzim
aktivitesi 6l¢lim sonuglar1 degerleri yiizey siirfaktan grafigin veri tablosuna yazildi ve en iyi yiizey
stirfaktan belirlendi. Maksimum enzim aktivitesi 3. giin tritonX100 3159 + 46 U/mL.dk olarak
belirlendi (Sekil 4.9.).

3500
HMEDTA mSDS m 100X m TWEEN8O

w
o
o
o

2500
2000
1500

1000

Enzim Aktivitesi (U/ml)

500

3 4 5
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Sekil 4.9. SSF kiiltiirlerinde yiizey stirfaktan kaynagi seliilaz aktivitesine etkisi
4.3 Termofilik Funguslarin SSF Uretilen Seliilaz Enzimatik Ozellikleri

Termofilik fungus tarafindan 3. giiniin sonunda maksimum iretildigi gézlemlenen
seliilazin optimum sicaklik, optimum pH ve termal stabilite gibi enzimatik 6zellikleri

degerlendirilmistir.
4.3.1 Seliilaz enzimine ait optimum sicakhk degerleri

Termofilik fungus tarafindan iiretilen seliilaz enzimin optimum sicakligin1 belirlenmesi
icin 30, 40, 50, 60, 70, 80 ve 90°C sicaklikta enzim aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen
sonuglara gore aktivite-sicaklik grafigi olusturuldu. Maksimum enzim aktivitesi optimum
70 °C de olarak belirlendi (Sekil 4.10.). Uretilen seliilaz enzimleri optimum aktivitelerini
70 °C’de gosterirken 60 °C de enzim aktivitesi %98 ve 50 °C de enzim aktivitesi % 86

olarak gerceklesmistir.
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Sekil 4.10. Enzim aktivite lizerindeki sicakligin etkisi
4.3.2 Seliilaz enzimine ait optimum pH degerleri

Termofilik fungus tarafindan iretilen seliilaz enzimin optimum pH’ n1 belirlenmesi
amaciyla 3.0 ile 10.0 araliginda degisen pH degerlerinde Na-asetat (pH 4.0-6.0), Na-
fosfat (pH 6.0-7.0), Tris (pH 7.0-10.0) tamponlar1 kullanilarak seliilaz enzim aktivite
Olgtimii yapildi ve sonuglart enzim aktivite pH grafigin veri tablosuna yazilmistir. Elde
edilen sonuglara gore aktivite-pH grafigi ¢izilmistir. Maksimum enzim aktivitesi
optimum pH 6.0 olarak belirlenmistir (Sekil 4.11.). Seliilaz enzimi 4.0 ve 5.0 pH enzim
aktivitesi sirasiyla %97 ve 96 oraninda gergeklesirken, 8.0, 9.0ve 10.0 pH enzim aktivitesi
strastyla % 45, 33 ve 22 olarak gerceklesmistir.

120

100
84
80
60
40 33

20

Enzim Aktivitesi (%)
<

3 4 > pH De%eri

Sekil 4.11. Enzim aktivite lizerindeki pH’1n etkisi

41



4.3.3 Seliilaz enzimin termal kararhhklar

Seliilaz enzimlerinin termal kararliliklar1 4-70°C arasinda degisen sicaklik degerlerinde
1’er saat ve 80°C ve 90°C sicaklik degerlerinde ise 30 dakika arayla enzim aktivitesi
Olgiilmesi sonucu belirlenmistir. Elde edilen enzim aktivite sonuclariyla seliilaz
enzimlerinin termal kararlilik grafikleri ¢izilmistir. Elde edilen sonuglara goére 4, 30, 40
ve 60 °C’sicaklikta on inkiibe olan enzimlerden her 24 saat aralikla 15 giin boyunca enzim
aktivitesine bakildi. Enzim aktivitesi % 80 kadar korurken, bu sicaklik degerinden sonra
yani 70 °C sicaklikta 4 saat boyunca korudugunu ve 72. Saatte enzim aktivitesi % 45
korudugunu gostermistir. 80 °C ve 90 °C 30 dk sonra sirastyla enzm aktiviteleri % 34 ve
+-% 24 korudugu goriilmiistiir (Sekil 4.12.). Enzimin saklama kosullar1 ve kullanim
alanlar1 hakkinda fikir sahibi olmak icin yapilan sicaklik stabilite testine gore, enzimin 0

ve 60 °C’de 15 giin boyunca aktivitesinin korudugunu gosterilmistir.
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Sekil 4.12. Enzim aktivite termal stabilitesi
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calismada, biyoteknolojik degeri olan seliillaz enzimi orman topraginda termofilik
fungusundan kismi saflastirma yapilip ve enzimatik 6zellikleri incelenmistir. Literatiire
bakildiginda funguslarla ilgili yapilan ¢ogu caligmalarin ticari olarak satilan suslarla
yapildig1 gézlemlenmistir. Biz c¢alismamizda termofilik fungusun firettigi enzimin
seliilozu diger ticari suslarina gore daha fazla hidrolize edebilecegi olasiligi nedeniyle
orman topragindan izole ettik. izole edilen termofilik fungus tarafindan SSF’ da iiretilen
seliilaz enzimi kismi saflagtirma yapilip, enzimin CMC-Na ile enzim aktivitesi lizerine

etkileri belirlenmistir.

Kati kiiltiir fermentasyon siirecini etkileyen birgok faktor vardir. Bunlar, substrat se¢imi,
baslangi¢ nem diizeyi ve liretim siiresidir. Bu tez ¢aligmasi kapsaminda yukarida sayilan
parametreler arastirilarak SSF’de fermentasyon sartlar1 optimize edildi. Bu calisma

kisimlari i¢in enzim {iretimi optimum sartlarda gerceklestirildi.

Calismalarimiza arastirma siiresince orman topragindan yiiksek aktiviteli seliilazi
tiretebilen termofilik fungus izolasyonu ve Kati Kiiltiir Fermantasyonunda optimum
selillaz enzim iretim kosullarin belirlemeye baslanmistir. Orman toprak Ornegi
zengilestirme besiyerine ekim yapildiktan sonra 42 °C ve 7 giin boyunca inkiibasyona
birakilarak  ¢ogalmasi  saglanmistir.  Zengilestirme  besiyerinde  c¢ogalan
migroorganizmalarin seyretme yapilarak petri kaplarina kirmizi kongo besiyerine
dokme yontemi kullanilarak ekim yapilmistir ve 42 °C 7 giin inkiibasyon siiresinin
sonunda hiroliz zonlar1 belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde hidroliz sonucunda
en bliyiikk zon ¢apina sahip olduklar1 belirlendiginden bu suslar Seliilaz enzim pozitif
olarak degerlendirilmis ve diger basamaklarda seliilaz enzim {iretici mikroorganizma
olarak kullanima karar verilmistir. Calismamizda, SSF ortami olarak tarimsal yan iiriin
olan bugday kepegi seliilozik substrat olarak kullanilmistir. SSF ortaminda nemlendirme
stvisi, pH’s1, inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresini optimizasyon ¢alismasi

yapilarak, optimum sartlarinda seliilaz enzimi elde edilmesi saglanmustir.

Uretim siiresinin optimizasyonu i¢gin iiremenin 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. giin siirelerinde enzim

aktiviteleri 6l¢timii yapildi. Optimum enzim aktivitesi tiretimin 4. giinii olarak belirlendi.
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Uretimin 4. giiniinden sonra enzim aktivitesinde diisiis oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1.).
Mikrobiyal biiyiimesi besiyer tiikendigi i¢in durgunluk evresine girer ve sekonder
metabolitlerin tiretimi basladigindan, enzim sentezi ve aktivitesi azalmasi gosterir Ayrica
besiyerinde bulunan diger bilesiklerle etkilesimden dolayr meydana gelen enzim
denatiirasyonu yliziinden enzim sentezi ve aktivitesi azalmaktadir (Ramesh ve Lonsane,

1987).

Portakal, elma ve nar kabugu karbon kaynagi olarak kullanildiginda elde edilen seliilazda
maksimum aktiviteye pH' 5 de 3.giin inkiibasyon sonunda portakal kabugu maksimun

enzim aktivitesine 2918 +71 U/mL.dk ulasilmistir (sekil 4.5).

Termofilik fungusun biiytimesi i¢in ve bugday kepek substratin nem igerigi kullanimi igin
optimum nem igerigi 1:0.5,1:1.5 ve 1:2 (w/w) oranlar arasindadir. Bu durumda enzim
iiretim i¢in kullanilan substrat nem igerigine gore degisikliklik gdstrmektedir. Bugday
kepegi kullanilarak hazirlanan SSF kiiltiirlerinde baslangi¢ nem igeriklerinin1:0.5 ve 1:2
arasinda oldugu belirtilmistir. SSF da nenlendirme sivisinin biiylime ve substrat
kullanimindan sonra maksimum enzim aktivitesi (1:1 w/w) 5.gliniinde enzim aktivitesi

2870 + 82 U/mL.dk olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).

Termofilik Fungus tarafindan maksimum iretildigi gézlemlenen seliillazin optimum
sicaklik, optimum pH ve termal stabilite parametreleri ile optimizasyon
gerceklestirilmistir. Bu parametrelerin etkisi incelendiginde sicaklik 70 °C’ ye kadar
arttikca aktivitenin arttig1 fakat sicakligi 70 °C’den sonra artmastyla aktivitenin azaldig
gozlenmistir. Uretilen seliilaz enzimleri optimum aktivitelerini 70 °C’gdstermistir (Sekil
4.6). Bu da sicaklik arttik¢a enzimlerin protein yapisinin bozulmasi ve inaktive olmast ile

acgiklanabilmektedir

Seliilazin pH parametresine bakildiginda pH 1n artmasi ile de seliilaz aktivitesi artarken
maksimumu buldugu noktadan sonra aktivitenin azalmaya basladigi goriilmiistiir.
Seliilazin pH 1 ¢ok yiiksek veya ¢ok diisiik olmasi1 aktiviteyi olumsuz etkilemektedir.

Maksimum enzim aktivitesi optimum pH 6.0 olarak belirlenmistir (Sekil 4.9.)
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SSF ortaminda elde edilip kismi saflastirilan seliilaz enzimin termal kararliliklarina
bakilmustir. 4, 30, 40, 60 °C’de tutulan ortamda 15 giin boyunca bekletildi, 24 saat arayla
enzim aktvite 6l¢iimii sonucunda 15 giin aktivite korundugu goézlenmistir. 70 °C sicaklikta

ise 4 saat aktivitesini korumustur.

Termofilik funguslarin, lignoseliilozik biyokiitlenin, kentsel kati atiklarin ve diger
organik atiklarin bozunma siireclerinde 6nemli bir rol oynayan endiistriyel olarak 6nemli

lignoseliilotik enzimler iirettigi bilinmektedir.

SSF, enzimlerin {iretimi i¢in ¢ekici bir prosestir. SSF'de mikrobiyal seliilaz {iretimi dahil
olmak {izere enzimlerin tiretimi, SmF'ye gore avantajlidir. SSF'nin ¢esitli avantajlarina
ragmen, farkli siire¢ parametrelerinin izlenmesi ve kontrol edilmesindeki zorluklar ve
mikrobiyal biliylimeyi ve metabolit iiretimini etkileyen g¢esitli isletme degiskenleri
nedeniyle endiistriyel siire¢lerdeki uygulamalart sinirhdir. Mikrobiyal seliilazin
ticarilestirilmesidir, yani {riin geri kazanimi ve enerji harcamasi agisindan diisiik

maliyetli biyoreaktdrlerin yeni tasarimi ve biiyiitiilmesidir.

Son zamanlarda enzimleri gogunlukla endistriyel uygulamalarda kullaniimaktadir.
Endiistriyel alanlarda kullanilan enzimleri spesifik olmalari, yiiksek aktiviteye sahip

olmalar: ve stabil olmalar: arzu edilmektedir.

Tablo 5.1 Aspergillus fumigatus tarafindan pH, sicaklik ve tiretim ortaminda iiretilen
seliilazin enzim aktivitesi 6nceki ¢alisma sonuglar ile karsilastirlmasi.

Mikroorganizma Metod Substrat pH °C CMCase Referans
A. fumigatus SSF Bugday kepegi 5.0 70 2870 U/mL Bu tez ¢aligmasi
BHCO05 8610 U/gds
A. fumigatus SSF Seker kamas, 7.0 40 1447,89 Subhadeep ve
SKF2 bugday kepegi, U/gds ark., 2020.
portakal
kabugu
A. fumigatus SSF Seker kamisive 5.0 65 47 Ulg Aline ve ark.,
bugday kepegi 2021.
A. fumigatus SSF Bugday kepegi 4.8 40 41.47 Ulg Dias ve ark.,
SCBM6 2017.
A. fumigatus SSF Pring ve 6.0 35 50 U/gds Gares ve ark.,
ON226990 bugday kepegi 2023.
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A. fumigatus JCM = SSF Bugday 50 60 26.2U/mL Saroj ve ark.,

10253 kegpegi 2018.

A. fumigatus SSF Seker kamisi 48 50 10.89U/mL  Oliveira

CCT7873 Janior ve ark.,
2020.

A. fumigatus Z5 SSF Misir sap1 50 50 526.3U/g Liu ve ark.,
2011.

A. fumigatus SSF Seker kamisi 45 30 4.18 Oliveira ve
ark., 2018.

A. fumigatus SSF Pring ve 50 45 42 Ulg Moretti ve

M7.1 bugday kepegi ark., 2012.

A. niger NRRLS3 tarafindan substrati bugday kepegi ile SSF’ da 40 °C 5. giiniin sonunda
yapilan CMCase aktivitesi 1.9 U/mL olarak belirlenmistir (Ong ve ark., 2004). Cin Bilim
ve Teknoloji Universitesinden, Yuan ve arkadaslar1 (2011) tarafindan izole edilen Fusarium

oxysporum H57-1 olarak sustan en yiiksek CMCase aktivitesi 1.43 U /mL belirlenmistir.

Matgar ve arkadaslart A. sydowii tiriiniin salgiladigi seliilaz1 arastirdiklarinda,
fermantasyon kosullarinin %0.1 Tween-20 ile optimize edildiginde, 40 ° C ve 120 rpm
karistirma kosullarinda 6.giiniinde en yiiksek 1.33 IU / mL CMCaz aktivitesi elde edildigi
belirtilmistir (Ketna ve ark., 2013).

Hindistan Pencap Universitesi Biyoteknoloji Béliimiin Yogita Lugani ve Rajesh Singla
tarafindan izole edilen Bacillus sp Y3 in CMCase aktivitesi 6.84 IU / mL olarak
belirlenmistir (Yogita ve ark., 2015).

Cin Wuhan Bilim ve Teknoloji Universitesi Kimya Miihendisligi ve Teknolojisi
Fakiiltesi, Zeng ve arkadaslar1 tarafindan izole edilen Tricoderma virens ZY-01

susundan en yliksek CMCase aktivitesi 7.4 lU/mL belirlenmistir (Zeng ve ark., 2016).

Aspergillu. Fumigatus BHCO5 substrati bugday kepegi ile SSF ortaminda 4.giinde
tiretilen enzimi ile substrati (%1 w/v CMC) pH 5.0 50 °C de ve 60 dk inkiibasyon
sonucunda DNS yontemiyle bakilan enzim aktivitesi 2870 U/mL gostermistir. Bu
bulgulara dayanarak, bu yeni elde edilen termofilik fungusun seliilaz enzim tiretimi i¢in

1yi bir uygulama oldugu sonucuna varilabilir.
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Sonu¢ olarak caligmamizda termofilik fungus kokenli yeni enzim kaynaklarinin
belirlenmesi, tarimsal yan iirtinleri kullanilarak ucuz maliyette enzimlerin elde edilmesi
ve bu enzimlerin saflastirilmassi ile bilime ve ekonomiye yapacagi katkilarin yaninda
cevreye olumlu etkileriyle biiyilk Onem tasidigi disiiniilmektedir. Calismamiz
dogrultusunda elde edilen veriler ile termofilik fungus kokenli ile selillaz enziminin
yiiksek sicaklik ve asidik pH’ larda aktivitesini korumasiyla basta gida, kagit, tekstil,
deterjan gibi alanlar olmak iizere birgok endiistriyel alanda kullanilmak tizere

gelistirilebilir.
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