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Bu calismada, topraktan ve komposttan izole edilen termofilik Bacillus
sp.suslarindan asidik, alkali ve nétral selillaz enzimi izolasyonu ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir.

Bacillus sp.SC61 susundan izole edilen CMCaz optimum aktivitesini pH3.0 ve
60°C’de gostermistir. pH2.0-6.0 araliginda %42, 80-100°C araliginda %72 stabil oldugu,
MnCl, ve B-merkaptoetanolle indiiklendigi ve NaCl’iin degisen konsantrasyonlarinda
%89 stabil olmasiyla halostabil oldugu belirlenmistir. Enzimin son iirlinii maltozdur.
Molekiiler agirligi 88 kDa olarak belirlenmistir. SC61 CMCaz enziminin EDTA ile %52
inhibe olmas1 metalloenzim yapisinda oldugunu PMSF ile tamamen inhibe olmasi serin
veya thiol grubu bulundurdugunu gostermektedir.

Bacillus sp.SC6 susundan izole edilen CMCaz’ 1 optimum aktivitesini pH 6.0 ve
70°C’de gosterdigi, pH 4.0-8.0 araliginda %93, 50-90°C’de %97 stabil oldugu
belirlenmistir.  Tween-20,  B-merkaptoetanol, EDTA, MnClhve NaCl ile
indiiklenmektedir. Enzimin son iiriinii maltotriozdur ve molekiiler agirlig1 121kDa olarak
hesaplanmistir. PMSF ile %4 inhibe olmasi setin rezidiisii bulundurmadigini, EDTA ile
%99 indiiklenmesi metalloenzim yapisinda olmadigini gostermektedir.

Bacillus sp.SC41 susundan izole edilen enzimin optimum aktivitesi pH 12.0 ve
70°C’de gostermistir. %3-25 NaCl varliginda ortalama %109 aktivite gdstermistir. Son
tiriinii maltoz olarak belirlenmistir. 30-100°C’de %87 ve pH 9.0-12.0 araliginda %87
stabildir. Molekiiler agirligt 76 kDa olarak hesaplanmistir. EDTA ile %35 inhibe olan
enzim metalloenzim 0&zelligindedir. PMSF’yle %31 inhibe olmasi serin rezidiisii
bulundurdugunu gdstermektedir.

Bu sonuglara gore elde edilen CMCaz enzimlerinin, biostoning ve biofinishing
uygulamalarinda, gazete kagitlarinin geri doniistiiriilmesinde, meyve suyu endiistrisinde,
biyoetanol ve biyoyakit iiretiminde kullanilmasi 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, CMCaz, asidik, alkali, notral
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AND NEUTRAL) CELLULASE ENZYMES FROM THERMOHALOPHILE
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: Asst. Prof. Dr. Ozlem Eren KIRAN

In this study, Bacillus sp. strains which isolated from soil and compost were used
for production and characterization of acidic, alkaline and neutral cellulase enzymes

Acidic CMCase of Bacillus sp.SC61 showed maximal activity at pH 3.0 and
60°C. The enzyme retained 42% and 72% of original activity at pH2.0-6.0 and
temprature 80-100°C, respectively. MnCl, and B-mercaptoethanol induced activity. The
end product of the CMCase was maltose. Molecular weight estimated as 88 kDa.
CMCase inhibited with EDTA(52%) and completely inhibited with PMSF, these results
shows the enzyme is a metalloenzyme and had serin residues Neutral CMCase from
Bacillus sp.SC6 presented optimal activity at pH 6.0 and 70°C , this enzyme showed
93% and 97% of its optimal activity at pH 4.0-8.0 and 50-90°C, respectively. Tween-20,
B-merkaptoetanol, EDTA, MnCl, and NaCl induced enzyme activity. The end product of
neutral CMCase was maltotriose. Molecular weight of the enzyme was detected as 121
kDa. The enzyme not inhibited with PMSF or EDTA, thus enzyme is not a
metalloenzyme and serine protein.

For SC41 alkaline CMCase optimal activity pH and temprature detected as pH
12.0 and 70°C, respectively. The end product of enzymatic hydrolysis was determined as
maltose. The enzyme was %87 stable at 30-100°C and 87% stable at pH 9.0-12.0.
Molecular weight estimated as 76.1 kDa. 35% inhibition by EDTA shows that the
enzyme is a metalloenzyme, 31% inhibition with PMSF shows that SC41 CMCase has
serine residues.

These results show that the isolated enzymes can be used for biostoning and
biofinishing in textile industry, biological deinking of wastepapers, fruit juice industry,
bioethanol and biofuel production.

Keywords: Bacillus, CMCase, acidic, neutral, alkaline.
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TESEKKUR

Lisans iistii egitimim boyunca bilgisi ve tecriibesiyle her zaman yanimda olan
ve tiim ¢aligmalarimda destegini benden esirgemeyen Danisman Hocam Sayin Prof.
Dr. Burhan ARIKAN’a tesekkiirii borg bilirim.

Doktora ¢aligsmalarim sirasinda bana her zaman yardimci olan sayin Prof. Dr.
Hatice KORKMAZ GUVENMEZ e tesekkiir ederim.

Lisans iistii egitimim sirasinda tiim yardimlari, giiler yiizleri ve dostluklari
icin Molekiiler Biyoloji Laboratuvar1 Yiiksek Lisans ve Doktora Ogrencisi
Arkadaslarima tesekkiir ederim.

Toprak ve kompost drneklerimin temini sirasinda gosterdigi ilgi ve Ozveri
i¢in Sayin Zakir ZENGIN e tesekkiirlerimi sunarim.

[lk giinden beri yanimda olan beni sabirla dinleyen kiymetli arkadasim S.
Berna KUZU’ya bana olan destegi i¢in minnettarim.

Sevgili esim Can Fatih TATLI’ya her zaman yanimda oldugu ve destegini bir
an olsun esirgemedigi i¢in sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Her zaman yanimda oldugunu bildigim babam Ayhan HURTAS’a tesekkiirii
borg birlim.

Golgesini her an lizerimde hissettigim yasama sebebim, canim annem Oya
(Suna) HURTAS’a, hayatim boyunca, hicbir fedakarliktan kaginmadan bana destek

oldugu ve yol gosterdigi icin ne kadar tesekkiir etsem azdir.
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1.GIRIS inci Suna HURTAS TATLI

1. GIRIS

Canli diinyasinda, her kimyasal reaksiyon kendine 6zgii bir enzim tarafindan
katalizlenir. Enzimler, aralarinda c¢ok kii¢lik farkliliklar bulunan substratlar1 dahi
ayirdedebilecek yiiksek 6zgiiliige sahiptir. Buna ek olarak, ilimli sicaklik, basing ve
pH’da etki gostermeleri endiistriyel ve evsel uygulamalarda kullanilan {irtinler i¢in
uygun olmalarmi saglamaktadir. Enzimlerin endistriyel uygulamalardaki ilk
kullanim1 gecen yiizyilin baglarinda gergeklesmistir. Sigir pankreas ekstraktinin kirli
kumaglardaki lekeleri ¢ikarmak i¢in kullanilabilecegini gosteren Alman bilim adami
Rohm 1915 yilinda calismasina patent almistir (R6hm, 1915; Quax, 2006).
Mikrobiyal fermentasyon c¢aligmalarinin gegen yiizyilin ikinci yarisinda gelisim
gostermesi ile enzimlerin endiistriyel alandaki kullanimi artmistir. Diinya genelindeki
yeni caligmalar, siirdiiriilebilir ve c¢evre dostu biyokatalitik prosesler i¢in yeni
enzimler liretmeyi amaglamaktadir.

Tam karsiligt ‘maya’ olan enzim terimi 1876 yilinda Buchner tarafindan
bulunmustur. Fermentasyonun popiiler bir aragtirma konusu olarak kabul gordigi
donemde Liebig ve Pasteur, fermentasyon prosesinin canli hiicre olmadan da
gerceklesip gergeklesemeyecegini tartismislardir. 1897 yilinda, Buchner, hiicresiz
maya ekstraktindan alkolik fermentasyonunun gergeklestirilebilecegini gdstermistir.
(Bu deneysel basarinin sebebi ekstraseliiler enzimlerin varligiydi). 1783 yilinda,
Spallanzani mide 6z suyunun in vitro kosullarda eti sindirebildigini gostermis ve
1836 yilinda Schwann aktif kisma, ‘pepsin’ adin1 vermistir (Aehle, 2007).

Uzak dogu iilkelerinde enzim tiretimi, bakteriyal ve filament6z fungi kaynakli
enzimlerin, sake iiretimi ve yiyeceklerin fermentasyonu uygulamalariyla baglamistir.
Batida ise, endiistriyel enzim anlayis1 maya ve malt ¢evresinde donerken geleneksel
ekmekeilik ve biracilik biiytik bir hizla gelisme gostermistir. Biyokimyadaki en erken
calismalar maya fermentasyonu ve nisastanin  sekere  doniistiiriilmesi
uygulamalaridir. 1896 yili, Aspergillus oryzae’den elde edilen hidrolitik enzim
karistminin elde edilmesiyle, modern mikrobiyal enzim teknolojisi ve pazarinin

baslangi¢ yili olmustur.
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Mikrobiyal enzimlerden 6nce enzim uygulamalarinda bitkisel ve hayvansal
kaynaklardan da yararlanilmistir. Papain’den elde edilen papaya, incirden elde edilen
ficin ve ananastan elde edilen bromelain ticari olarak hala 6nemli enzimlerdir.
Hayvansal olarak da hala kullanilabilen enzimler vardir. Esteraz, proteaz, rennet,
pepsin, kimozin, lizozim ve lipazlar, hayvansal kaynakli bu enzimlere 6rnektir. Bu
kaynaklar hala endiistriyel oneme sahip olsalar da, istikrarli bir kaliteye sahip
olmamasinin yanisira 6zellikle bitki kaynakli enzimlerde iklim ve politik etkenler
enzimlerin iiretimini ve kullanimini zorlagtiran faktorler arasinda yer almaktadir
(Smith, 2004).

Enzimlerin potansiyel kullanim alanlarmin artisi, endiistri, klinik ilag ve
laboratuar uygulamalarinda enzime olan ihtiyact da artirmistir. Ticari olarak
ulasilabilen enzimlerin ¢esitliliginde de bir artis goriilmektedir. Yillik 10000 tonun
lizerinde satist yapilan enzimler, kilogrami 5-30 ABD dolari, yillik bir tondan daha
az satis1 gerceklesen daha 6zel enzimler, kilogrami 50000 ABD dolar1 ve tedavi
amagcli tiretilen enzimler ise gram1 5000 ABD dolari olarak satilmaktadir.

Endiistriyel boyutlarda kullanilan enzimlerin biiyiik bir kismi, ekstraseliiler
enzimlerdir. Ekstraseliiler enzimler, substratlarina etki etmesi i¢in mikroorganizmalar
tarafindan dis ortama salgilanan ve hayvanlardaki sindirim enzimlerinin analogu olan
enzimlerdir. Bu yiizden, mikroorganizmalar biiyiik molekiilleri asimile edilebilir bir
forma getirmek i¢in enzim sentezlediginde bunlar {iretim ortaminda birikirler. Bunun
sonunda bakteri, kiif mantar1 ve maya gibi mikroorganizmalar proteaz, amilaz,
seliilaz, lipaz gibi enzimlerin iireticileri durumuna gelirler. Endiistriyel enzimlerin
¢ogu hidrolaz o6zelliginde olup, kompleks kofaktorlere ihtiya¢ duymadan etki
gosterebilirr, hiicre duvarini parcalamaya ihtiya¢c duymadan mikroorganizmadan
ayrilabilirler ve suda ¢6ziinebilir 6zelliktedirler (Smith, 2004).

Gilinlimiizde kullanilmakta olan enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu, dogal
materyallerin parcalanmasi i¢in kullanilan hidrolitik enzimlerdir. Proteinazlar
deterjan ve mandira uygulamalarinda kullanilmalarindan &tiirii en yaygin kullanilan
enzim tiridiir. Nisasta, tekstil, deterjan ve ekmekgilik endiistrilerinde kullanilan
amilaz ve seliilaz enzimlerinin de i¢inde bulundugu karbohidratazlar ikinci biiyiik

grubu olusturur (Godfrey ve West, 1996; Smith, 2004). Deterjan, nisasta, tekstil ve
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yakit, endiistriyel enzimlerin en biiylik uygulama alanlaridirlar. Diinya c¢apindaki
enzim satiglar1 1995 yilinda 1 milyar ABD dolariyken 2000 yilinda 1.5 milyar ABD
dolarina yiikselmistir (Godfrey ve West, 1996; McCoy, 2000; Smith, 2004).
Pazardaki bu hizli biiylime, firincilik ve hayvan yemi endiistrileriyle baslamus,
saglikla ilgili organik sentez uygulamalarindan, kagit-kagit hamuru ve kisisel bakim
tiriinlerine kadar uzanmistir (Smith, 2004).

Seliilazlar iizerine yapilan ¢aligmalar, 1950’11 yillarin basinda diinyada en bol
bulunan enerji kaynagi lignoseliiloz ve seliilozun glukoz ve ¢oziinebilir sekerlere
doniistiiriilmesini saglama potansiyelinin fark edilmesiyle baslamistir. 1970’ler ve
1980’lerde lignoseliilozik materyalin glukoz ve ¢ozilinebilir sekerlere doniistiiriilmesi
zor ve ekonomik olmayan uygulamalardi. Fakat yine de, seliilaz, hemiseliilaz ve
pektinazlar {izerine devam eden calismalar, bunlarin, yiyecek, sarap, bira, hayvan
yemi, tekstil, kuru temizleme, kagit ve kagit hamuru ile tarimsal uygulamalarin
yaninda arastirma ve gelistirme ¢alismalarindaki potansiyellerini de agiga ¢ikarmistir
(Bhat, 2000).

Bacillus tiirleri japonyada Bacillus subtilis’in soya fasulyesinden ‘natto’
tiretimi i¢in kullanildig yiizlerce yil 6ncesinden beri, uygulamali mikrobiyolojinin
‘fabrikalar’gibidirler (Hara ve Ueda, 1982; Schallmey ve ark, 2004). Bu o6zellik
gectigimiz yiizyill boyunca gelisim ve degisim gostermistir. Son zamanlarda
molekiiler biyolojiye ait tekniklerle sus gelistirilmesi, Uretim stratejilerinin
gelistirilmesine de katki saglamistir. Bacillus tiirleri yiiksek c¢ogalma hizi,
fermentasyon siirelerinin kisa olmasi, proteinlerini ekstraseliiler ortama salgilama
yeteneklerinin yani sira B. subtilis ve B. licheniformis gibi tiirlerin yiyecek ve ilag
uygulamalar i¢in giivenli olmalar1 gibi sebeplerden otiirii 6zellikle tercih edilen
endiistriyel organizmalardir (Schallmey ve ark., 2004).

Gilinlimiize kadar kullanilan enzimlerin biiylik bir kismi, mezofilik
organizmalardan elde edilmistir. Onemli avantajlarmin yani sira yiiksek sicaklik, pH
ve iyonik bilesiklere kars1 stabilitelerinin diisiikk olmas1 nedeniyle uygulama alanlar
kisithdir. Diger taraftan, ekstrem sicakliklar (-2-15°C, 60-110°C), iyonik bilesikler
(2-5M NaCl) veya pH ([14, >9) gibi ekstrem ortamda {iireyen organizmalar

ekstremofiller olarak tanimlanir. Ekstremofiller, her a¢idan alisilmisin disindaki
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kosullarda aktivite gosteren ve stabilitelerini koruyan enzimlerin kaynaklaridirlar.
Ekstremofillerden izole edilen enzimlerin biyokatalistler olarak kullanilmas1 ekstrem

stabilite 6zelliklerinden otiirii oldukca etkindir (Hough ve Danson, 1999).

1.1.Enzimler ve Baz1 Ozellikleri

Enzimler, biyolojik sistemlerde Onemli katalitik rolii olan molekiillerdir.
Katalizorler, reaksiyonun hizim artirirken reaksiyondan etkilenmeden c¢ikan
molekiillerdir. Enzimler olmadan, ¢ok sayida reaksiyon biyolojik sistemler icersinde
gerceklesebilecek olandan ¢ok daha yiiksek enerji ve yiiksek sicakliga ihtiyag
duymaktadir. Enzimler, substrat yapilari i¢in uygun spesifik baglanma bolgelerine
sahiptir. Cok sayida zayif baglanma 6zellikleri enzimin reaksiyon hizini artirmasina
yardimci1 olur.

Enzimler, birden fazla polipeptit zincirinden meydana gelebilirler, her
polipeptit zinciri alt iinite olarak isimlendirilir ve ayri bir katalitik isleve sahip
olabilir. Bazi enzimler aktivitelerini gdsterebilmeleri i¢in, protein olmayan gruplara
ihtiyag duyarlar. Bu bilesenler, metal iyonlar1 ve koenzim adi verilen organik
molekiiller olabilir. Koenzimler, protein kisma (apoenzim) sikica veya gevsek bir
sekilde baglanarak prostetik grup adimi alirlar. Prostetik grup, biitiin katalitik
reaksiyonun gergeklesmesi i¢in en dnemli kism1 bulunduruyor olabilir.

Enzimler, substratlarina baglanirken 6zel bir katlanma gosterir ve bir oyuk
meydana getirir. Ciinkii, aktif bolge substrata dogru sekilde baglanacak kimyasal
gruplart igermekte olup yiiksek derecede substrat spesifitesine sahiptir. Enzimin aktif
bolgesi iki temel grup bulundurur: Reaksiyon siiresince substratla etkilesime giren
katalitik bolge, substrati baglayan kimyasal gruplarin bulundugu, katalitik bolgedeki
etkilesimlerin gerceklesmesini saglayan baglanma bolgesi. Aktif bolgedeki gukur
yapi, O0zellikleri reaksiyon i¢in olduk¢a 6nemli olan bir mikro-¢evre meydana getirir.
pH, yik ve aktif bolgedeki aminoasitlerin hidrofobik olup olmamalar1 ve enzim-
substrat arasindaki kimyasal gruplarin etkilesimi enzim aktivitesini etkileyen

cevresel faktorlerdir.
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Enzimler genellikle aktivite gosterdikleri optimum pH aralifina sahiptirler.
Ortamin pH’st aktif bolgedeki katalitik gruplarin ve substratin iyonizasyonunu
etkiler. Bu nedenle elektrostatik etkilesimler pH’ya bagl olarak diizenlenirler. Bir
reaksiyonun pH’s1, makromolekiiliin {i¢ boyutlu yapisinda 6nemli rolii olan
aminoasitleri etkileyerek enzimin konformasyonunu kontrol eder.

Bazi maddeler, enzimlerin aktivitelerini durdurur veya yavaslatir, bu
maddeler genel olarak inhibitdr olarak adlandirilirlar. Inhibitérler farkli sekillerde
etki gosterip substratin baglanmasin1 degistirerek enzim aktivitesini etkileyebilir.
Substrata benzeyen Ozellikteki inhibitorler enzimin substrati baglayacak bolgesine
baglanarak enzim aktivitesini etkileyebilir. Genel olarak inhibitér maddeler, biiyiik
organik molekiiller, kii¢iik molekiiller veya iyonlardan olusur (Lerner ve Lerner,
2003).

Dogada gerceklesen cok sayida reaksiyon icin, ¢cok sayida farkli ve 6zgiin
enzimler bulunmaktadir. Ayn1 substrata ait farkli bag yapilarina etki eden ¢ok sayida
enzim oldugu gibi benzer kimyasal yollar1 kullanarak farkli substratlara etki eden
enzimler de bulunmaktadir. Bu sebeple, enzimlerin dogru ve evrensel bigcimde
siniflandirilmasi i¢in bazi yontemler gelistirilmistir.

Siniflandirmanin =~ temel  Ozellikleri:  Enzimlerin  siniflandirilmasi  ve
adlandirilmasi i¢in kullanilan sistem 3 temel prensibe dayanr.

Birincisi, sonu —az ekiyle biten enzimler. Bunlar tek bir enzim igin, yani tek
bir kataliz yolu i¢in kullanilabilir ve birden fazla enzimin bulundugu sistemlerde
uygulamak i¢in yetersizdir.

ikinci temel prensip, enzimlerin katalizledikleri reaksiyona gore
adlandirilmalart ve smiflandirilmalaridir. Bu ydntem sadece, enzim tarafindan
gerceklestirilen kimyasal degisiklikle ilgilidir. Etki mekanizmasi gz ardi edilir ve
kofaktorler veya prostetik gruplar, isimlendirmede yer almazlar. Bu yiizden, enzim,
katalizledigi reaksiyon tam olarak aydinlatilmadan adlandirilamaz.

Ucgiincii temel prensibe gore enzimler, katalizledikleri reaksiyonun tipine gore
enzim komisyonunun (E.C.) enzimlerin sonraki zamanlarda da agik¢a taninmasini
saglamak iizere belirledikleri kod numaralariyla isimlendirilir ve adlandirilirlar.

Sistematik adlandirmanin amaci, belirli bir siniftaki enzimlere ait reaksiyonlarin
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belirtilen dogrultuda gerceklestiginin, tersi reaksiyonlarin ise deneysel olarak
belirlendiginin bilinmesidir.
Bu nedenlerle, bazen enzimler iki isimle adlandirilir, bunlardan biri

sistematik, digeri ise Onerilen ya da aligilmig isimlerdir.

1.2.Enzimlerin Siniflandirilmasi ve Adlandirilmasi

Enzim komisyonunun 1961 yilindaki raporuna gore, enzimler katalizledikleri
reaksiyonun ¢esidine gore alti temel smnifta toplanirlar. Enzimler E.C tarafindan
atanan noktalarla ayrilmis dort farkli numaradan olusan kodlarla siniflandirilirlar.

- Ilk numara enzimin alt1 siniftan hangisine dahil oldugunu gosterir.
- Ikinci numara enzimin alt1 sinifin1

- Ugiincii numara enzimin alt-alt smifini

- Dordiincli numara enzimin alt-alt sinifindaki seri numarasini verir.

Enzim siniflandirilmasindaki alt1 temel grup su sekildedir;

1.2.1.0ksidorediiktazlar

Bu sinif redoks reaksiyonlarini katalizleyen enzimleri kapsar. Tavsiye edilen
ismi olan dehidrojenaz da kullanilabilir. Oksidaz, sadece Oynin akseptér oldugu

durumlarda kullanilir. Sistematik ismi donor:akseptor oksidorediiktaz’dir.
1.2.2. Transferazlar
Transferazlar, metil, asil, amino, glikozil veya fosfat gibi spesifik gruplarin

transferini katalizler. Onerilen ismi, akseptdr grup transferaz veya dondr grup

transferazdir. Sistematik ismi ise donor:akseptor gruptransferaz.
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1.2.3.Hidrolazlar

Hidrolazlar, C-O, C-N, C-C ve diger bazi baglarin hidrolitik koparilmasi
reaksiyonlarini katalizlerler. Onerilen isim, basitce, substrat isminin sonuna —az eki

getirilerek olusturulur. Sistematik isim her zaman hidrolaz ismini bulundurur.

1.2.4.Liyazlar

Liyazlar C-O, C-N, C-C ve diger baglar1 hidrolitik olmayan yollarla koparma
reaksiyonlarin1  katalizlerler. Onerilen isim ayirdigi gruplara gére verilir,
dekarboksilaz, aldolaz, dehidrataz (sirasiyla CO,, aldehid ve suyu uzaklagtirirlar)

gibi. Sistematik isim ise hedef substrat grup-liyaz seklindedir.

1.2.5. isomerazlar

[zomerazlar, molekiilde geometrik veya striiktiirel yeniden diizenlemeler
gergeklestirir. Farkli izomerizmlere gore rasemaz, epimeraz, izomeraz, tautomeraz,

mutaz veya siklomeraz gibi isimlendirilirler.

1.2.6. Ligazlar

Ligazlar iki molekiiliin, ATP’deki veya baska bir niikleosid trifosfattaki
pyrofosfatin hidroliz edilmesiyle bir araya getirilmesini katalizler. 1983 yilina kadar,
oOnerilen isim sentetazdi ancak, simdiki ismi X-Y ligazdir. Sistematik isim ise X:Y

ligaz olarak belirlenmistir (Aehle, 2007).
1.3. Seliiloz
Seliiloz, biyosferde en bol bulunan yenilenebilir dogal triindiir. Seliillozun

bitki dokularindaki kuru agirligi %20-45 arasinda degisiklik gosterirken, pamuk

liflerinde bu oran %90’dir (Slonoker, 1971). Seliiloz glukoza doniistiiriilebilecek en
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onemli karbon kaynagi olup etanol, organik asit ve diger kimyasallarin {iretilmesi
icin kullanilabilme potansiyeline sahiptir (Kim ve ark, 2009).

Seliiloz son derece stabil bir homopolimer olup, lineer B-1,4-glikozid bag: ile
baglanmis glukoz {initelerinden olusmustur. Kimyasal olarak tekrarlayan iiniteler
glukoz ise de striiktiirel olarak bu tniteler disakkarit sellobiyoz’dur. Ciinkii her
glukoz birimi digerine 180°donerek baglanir. Bir seliiloz zinciri 100 ile 10000
arasinda glukoz biriminden meydana gelir. Glukozlar, mikrofibriller halinde ¢ok
sayida zincir i¢i ve zincirler arasi hidrojen baglar ile sikica paketlenmiglerdir. Bu
yapt selilozun kuvvetli striiktiirel stabilitesinden de sorumludur. Seliiloz
molekiillerinin mikrofibril yapilar1 halinde bir araya gelmesi hiicre duvarina yiiksek
gerilim kuvveti saglar. Mikrofibriller polimerizasyon derecelerine, hidrojen bag
sayisina ve seliiloz kaynagina gore degisen miktarlarda kristalin ve amorf bilesenlere
sahiptir. Mikrofibriller bitki hiicre duvarlarinda ¢ok daha fazla bulunmakla beraber,
baz1 deniz hayvanlarinin kabuklarinda bulunabilirler veya bakteriyal kaynakli
olabilirler. Yiksek kristallige sahip pamuk, bakteriyal seliiloz (Acetobacter xylinum)
ve alg seliillozu (Valonia ventricosa) sirastyla %45, %75 ve %95 kristallin 6zellige
sahiptir (Bayer ve ark, 2006). Bitkinin seliilozik ¢eperindeki bosluklar, odunsu
dokularda lignin, digerlerinde kitin, pektin veya suberin ile doldurulur. Seliilozun
onemli baz1 6zellikleri arasinda, suda ¢oziinmez olmasi, organik ¢oziiciiler, kimyasal
ve enzimatik parcalanmaya direngli olmasi olarak sayilabilir (Pallardy, 2008).

Lignoseliilotik biyomas, biyoenerji ve kimyasal madde iiretimi icin oldukca
biiylik potansiyele sahiptir. Nisan 2005’de, ABD enerji ve tarim bakanligi; Birlesik
Devletlerde kullanilabilir 6zellikteki, kuru agirligr yaklasik 1,3 milyar ton olan
biyomasin, iilkenin yakit ihtiyacinin tigte birini karsilayabilecegini rapor etmistir
(Somerville, 2006). Son zamanlarda seliillozik biyomasin biyo-yakitlara
doniistiiriilmesi icin termofilik biyoprosesler ilgi ¢ekmeye baslamistir. Termofilik
biyoprosesler, seliilozik substratlarin hidrolizinin daha fazla olmasi, yiiksek kiitle
transfer hizinin daha fazla substrat c¢oziiniirliigiine yol ag¢masi, potansiyel
kontaminasyon riskinin azalmasi ve prosesin diizenlenmesi i¢in esnek olanaklar
saglamasi, bu sayede prosesin maliyetini iyilestirmesi gibi potansiyel avantajlariyla

cok tercih edilmesini saglamaktadir (Rastogi ve ark, 2010
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1.4. Seliilaz

Seliilazlar bagimsiz katlanan, striiktiirel ve islevsel olarak bagimsiz modiiler
enzimlerin bir araya gelmesiyle olusmuslardir. Katalitik bolgelerindeki aminoasit
sekanslarmma gore simiflandirilirlar. Bu simiflandirma  sistemi  sekanslardaki
benzerligin, striiktiirel katlanma ve katalitik mekanizmanin korunmasi hakkinda
bilgi vermesi prensibine dayanir. Seliilazlar, seliiloz polimerinin yapisini meydana
getiren f-1,4-glukozidik baglar1 hidrolizleyen endo ve ekzo-glukanazlardan meydana
gelirler. Bu ylizden, prensipte, selillozun pargalanmasi sadece tek tip bagin
hidrolizine ihtiya¢ duymaktadir. Enzimler, seliiloz yiizeyine baglanmali, lokalize
olmal1 ve hidroliz i¢in uygun zincirleri koparmalidir. Bu durum, kristalin yapidaki
amorf veya hasarli bolgelerin enzim prosesi i¢in baslangi¢ bdlgesi olmaya uygun
oldugunu gosterir. Ornegin, endo etkiye sahip bir enzim polisakkarit iskeletinin i¢
kisimlarinda yeni zincir uglart meydana getirebilir ve iki yeni zincir ekzo-etkili
enzimler i¢in uygun hale getirilir.

Endo ve ekzoglukanazlara ek olarak diger bir seliilaz, sello-
oligodekstrinlerden indirgenmeyen [-D-glukoz birimleri meydana getiren f-
glukozidazlardir (EC 3.2.1.21). Bu enzim o6zellikle, seliilaz hidrolizasyonunun son
tiriinii olan sellobiyozu iki molekiil glukoz olusturacak sekilde hidroliz eder. Baz1 [3-
glukozidazlar sellobiyozlar i¢in spesifik iken, digerleri sellobiyozlarin yani sira
ksilobiyoz gibi diger B-D-glikozidleri de hidroliz edebilir. B-glukozidazlar genellikle
mikrobiyal hiicre yiizeyine bagli olup enzimin hiicreden salgilanmasi Oncesinde,
sirasinda ve sonrasinda polisakkarit yapiy1 glukoza hidroliz ederler (Bayer ve ark,
2006).

Seliilaz  enzimleri, selillozu hidroliz ederek (B-1,4-D-glukan baglari)
reaksiyon sonunda glukoz, sellobiyoz ve sellooligosakkaritlerin olusumunu saglarlar.
Uc biiyiik grup seliilaz enzimi vardir: Sellobiyohidrolazlar (CBH veya 1,4-B-D-
glukan sellobiyohidrolaz, EC 3.2.1.91), Endo-B-1,4-glukanaz (EG veya endo-1,4,-
D-glukan 4-glukanohidrolaz, EC 3.2.1.4) ve B-glukozidazlar (BG-EC 3.2.1.21).
Mikrobiyal seliilazlar, bir veya daha fazla CBH, bir veya daha fazla EG ve B-

glukozidaz bulundurabilir. Tam bir seliilaz sistemi, Sellobiyohidrolaz, Endoglukanaz
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ve B-glukozidazi bir arada bulundurur. Bu enzimler, kristalin seliilozu glikoza
dontistirmek  i¢in  sinerjistik  etki  gosterirler. Exosellobiyohidrolazlar ve
endoglukanazlar seliilozu kiiciik sellooligosakkaritlere doniistiirmek iizere hidroliz
ederler. Oligosakkaritler, (¢ogunlukla sellobiyoz) B-glukozidaz tarafindan glukoza

hidroliz edilirler (Sukumaran ve ark, 2005).

1.4.1.Serbest Enzim Sistemleri

Cok sayida seliilolitik mikroorganizmanin seliilaz sistemlerini olusturan
enzimleri birbirlerine benzerdir. Seliilaz sistemi terimi, tiim hiicre duvari hidroliz
edici enzimleri ve farkli tipteki seliilaz ve hemiseliilazlar1 kapsayan diger glikozil
hidrolazlar igerir. Mezofilik ve aerobik Cellulomonas fimi’ye ait seliilaz sistemi ilk
ve en ¢ok calisilmis seliilaz sistemlerinden birisidir. Bu bakteriye ait enzimler temel
olarak serbest enzimlerdir ve ayri1 ayr1 izolasyon ve karakterizasyonlar1 miimkiindiir.
Bu zamana kadar Cellulomonas fimi’ye ait 10 glikozil hidrolaz enziminin sekans

analizi yapilmistir (6 seliilaz, 3 ksilanaz ve 1 manannaz enzimi)(Bayer ve ark, 2006).

1.4.2.Cok bilesenli (Multikomponent) enzimler

Ekstrem termofil bir bakteri olan Caldicellulosiruptor enzimleri bu
sistemdeki enzimler olarak karakterize edilmislerdir. Bu enzimler serbest enzimler
olsalar da modiiler organizasyonlar1 farklilik gostermektedir. Bu sistemdeki
enzimlerin ¢ogu bifonksiyoneldir, yani iki ayr1 katalitik bdlgeyi ayni polipeptit
zincirinde bulundururlar. iki katalitik bdlgenin ayni enzimde yer almasi iki enzim
arasinda sinerjitik bir iliski oldugunu gostermektedir. En az bir serbest bifonksiyonel
enzim sistemini bulunduran diger bakteriler; Anaerocellum thermophilum, Bacillus
stearothermophilus, Fibrobacter  succinogenes, Prevotella  ruminicola,
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens, Streptomyces chattanogensis ve

termofilik anaerob NA10’dur (Bayer ve ark, 2006).
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1.4.3.Seliillozomlar

Seliilozomlar seliilozik substrata baglanarak etkili sekilde degradasyonunu
gergeklestiren multienzim kompleksleridir. 1k selillozom, anaerobik termofilik
bakteri Clostridium thermocellum’dan bulunmustur. Seliillozomlar, ¢ogu enzimatik
aktiviteye sahip ¢ok sayida komponent igerir. Seliilozomal enzim subiiniteleri
enzimatik olmayan multimodiiler protein yapida ‘scaffoldin’ ad1 verilen yap1 lizerine
baglanmis durumdadir (Bayer ve ark, 1994; Bayer ve ark, 2006). Bu skafoldin
yapilar seliiloza baglanma yetenegini artiran CBD’ler bulundurur. Bu yapida ayrica,
kohezin adi verilen birimler de yer almaktadir. Buna ek olarak tamamlayici bir
modiil olan dokerin birimleri de skafoldine bagli halde bulunur. Kohezin ve dokerin
arasindaki etkilesim enzim alt birimlerinin selillozom kompleksine entegre
olmasinda etkilidir. Serbest enzimlerle seliillozomlar arasindaki temel fark, serbest
enzimlerin genellikle substrata katalitik bolge i¢in yol gosteren CBD’ler tasirken,
seltilozomal enzimlerin ‘dockerin’ adi verilen enzimi selillozom komplekse baglayan
yapilarin bulunmasidir. Bunlarin yaninda selillozamla serbest enzimlerin benzer
taraflar1 da vardir: iki grupta da katalitik bolgelerde benzerlik s6z konusudur ve
selillozomal enzimler kristalin selilloza baglanmak icin serbest enzimlerle ayni
gruptan CBD’ler tasir. Enzimlerin katalitik olmayan skafoldin yoluyla bir arada
tutulmasi daha yiiksek bir organizasyona olanak tanir. Tamamlayicit enzimlerin bir
kompeksle bagli olmasi, selilloz veya diger hiicre duvar1 polisakkaritleri {izerine

etkilerini gelistirmektedir (Bayer ve ark, 2006).
1.5.Seliilazin Kullanim Alanlan
1.5.1.Seliilazlarin Gida ve icecek Endiistrisindeki Kullanim Alanlar
Bitki hiicre duvar yapisin1 kismen veya tamamen hidroliz ederek; tahillarin
homojen olarak su almasini ve yeterince 1slanmasini saglar.

Kurutulmus sebze ve ¢orbalarin geri sulandirilmasinin artirilmasinda,

Sarap yapiminda aromanin artirilmasinda kullanim alani bulmustur.

11
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Pektinaz, seliilaz ve hemiseliilazlar’dan olusan maserating (yumusatma) enzim
sistemleri, meyve ve sebze suyu ekstraksiyonu ve berraklastirilmasinda
kullanilmaktadir (Bhat, 2000). Bu enzimler, meyve nektar1 ve piirelerinin
hazirlanmasi islemlerinde vizkoziteyi diisiirmek i¢in de kullanilmaktadir.

Pektinaz, selillaz ve hemiseliilazlardan olusan enzim karisimi, zeytinyagi
iiretiminde, anti-oksidantlarin artirilmasi, ekstraksiyonun artmasi, atik sudaki yag

miktarinin azaltilmasi gibi amaglarla kullanilmaktadir.

1.5.2.Seliilazlarin deterjan endiistrisinde kullanimlar:

Seliilaz enzimlerinin, camasir deterjanlari i¢in 6nemi biiyiiktiir. Bu enzimler
lekeleri diger hidrolazlar gibi ¢ikarmazlar. Bunun yerine pamuklu kumasta,
mikrofibrilleri hidroliz ederek leke partikiillerinin serbest kalmasini saglarlar.
Mikrofibrillerin uzaklagtirllmasi kumasin yumusaklifini ve rengini korumaya
yardimct olur. Deterjanlar i¢in en yaygin kullanilan seliilaz enzimleri endo-1,4-p3-
glukanazlardir (EC 3.2.1.4) (Shirai ve ark, 2001).

Seliilazlarin, temizleme performansi, seliillozik molekiiler fragmentlerin
uzaklagtirllmas1 esasina dayanir. Polimerik glukanlar renkli lekelerin seliilozik
kumaslara baglanmasini artirir. Bu enzimler kumasta temizlik etkisinin yaninda
kumasgin goriintiisiinii de yenileyebilme 6zelligindedir. Kumas tlizerinde gozle goriiliir
bliytikliikteki piiriizlerden kaynaklanan eskimis goriintii, deterjan igerisindeki seliilaz
enzimlerinin etkisiyle giderilir ve kumas yeni goriintiisiinii korumaya devam eder.

Seliilaz enzimleri bu etkiyi saglayabilecek tek enzim siifidir.

1.5.3.Tekstil Endiistrisinde Seliilazlarin Kullanim

Kot kumaglariin eskitilmesi (biostoning) islemlerinde seliillaz enzimlerinden
faydalanilir. Tekstil endiistrisinde agartma, boyama, eskitme gibi prosesler sirasinda,
kumaslar {izerinde kiiclik iplik yapilarinin kumas {izerinde piiriizlii yapilar
olusturmasi s6z konusudur. Yeni liretilmis kumaslara eskimis ve yipranmig goriintii

veren bu yapilar seliilaz enzimleriyle bio-finishing islemleri yapilarak iizerindeki

12
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piirizlerden arindirilir (Schilfer ve ark, 2007). Bu uygulamalar, seliilaz enzimi
kullanilmasi, yumusak ve parlak goriiniim kazandirma, canli renkler ve her yerde
ayni renk tonunun olusturulmasi, yiiksek hidrofilik 6zellik kazanmasi ve cevreyle
dost bir uygulama olmasi gibi avantajlara sahiptir (Bhat, 2000).

Seliilaz enzimleri pamuk iizerindeki toprak partikiillerinin temizlenmesi

amaciyla da kullanilmaktadir (Kiran ve ark, 2006).

1.5.4.Kagit ve Kagit Hamuru Endiistrisinde Seliillazlarin Kullanimi

Kagitlarin geri doniistimiinden elde edilen kagit hamurlarinin kullanilabilmesi
icin tizerlerindeki miirekkeplerin uzaklastirilmas: gerekir. Bu amagla seliilaz
enzimlerinden yararlanilir. Seliilaz kagittaki seliiloz lifleri gevseterek miirekkeplerin

bagl olduklar1 yerden uzaklastirilmasini saglar.

1.5.5.Hayvan Yemlerinde Seliillazlarin Kullanimi

Lignoseliilozik materyalin seliilaz ve hemiseliilazlarla kismi hidrolizi, tahillarin
kabuk kismini uzaklastirir, B-glukanlarin hidrolizi barsak vizkozitesini diisliriir, yem
materyallerin daha iyi ¢dzlinmesini saglar ve kullanilabilirligini, bu yolla da ruminant

ve monogastrik hayvanlarin yemden daha fazla yararlanmalarini saglar.

1.5.6.Diger Alanlar

Seliilozik materyaller dogada en bol bulunan glukoz kaynagi olmalarindan
dolay1 biyo-etanol ve hidrokarbon iiretimi i¢in de 6nemli yer teskil etmektedir.
Seliilaz enzimi seliilozik maddelerden glukoz ve glukoz polimerleri olusturarak alkol
fermentasyonu icin hazir hale getirir. Alkol iiretiminde sivi veriminin artmasi ve
iriiniin iyi bir renk almasi icin de bu enzimlerden faydalanilmaktadir. Seliilaz
enzimleri zirai ve endiistriyel atiklarin biyolojik sakkarifikasyonunda gorev

almaktadir (Kiran ve ark, 2006).
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1.6.Bacillus Cinsinin Temel Ozellikleri

Tanimlanan en eski bakterilerden biri Ehrenberg tarafindan 1835 yilinda
tanimlanan ‘Vibrio subtilis’ tir. 1872 yilinda, Cohn bu organizmay1 Bacillus subtilis
olarak yeniden adlandirmistir (Gordon, 1981; Slepecky ve Hemphill, 2006). Bu
organizma Bacillaceae familyasinin bir iiyesidir. Bu familyanin ayirt edici 6zelligi
yuvarlak, oval veya silindirik sporlar iiretmesidir. Endospor, serbest olarak veya
vejetatif hiicre igerisinde faz kontrast mikroskobu kullanilarak belirlenebilir. Ilk
arastiricilar kimyasal olarak yar1 gecirgen olan sporlar1 goriiniir hale getirmek ig¢in
boya ve 0Ozel kosullar kullanmislardir. Bununla beraber gram boyama vejetatif
hiicreyi boyarken hiicre igerisindeki sporun boyanmadan kalmasini saglayarak sporlu
mikroorganizmalar i¢in belirleyici bir yontem olarak kullanilmigtir. Bu mikroskobik
Ozellikleri ve sicaga karsi direngli olmalar1 nedeniyle endosporlu organizmalar
kolaylikla bulunabilirler. Toprak, su, yiyecek maddeleri gibi her tiirlii ortam
kullanilarak, orneklerin suyla siispanse edilmesinden sonra 80°C’de 10 dakika
inkiibe edilmesi sonucunda kolaylik izole edilir. Vejetatif hiicreler ve diger yapilar
bu sicaklikta canliliklarini kaybeder. Sicaklifa direngli endosporlar uygun ortama
koyulur ve 24-48 saat sonunda izolatlar elde edilirler. Inokiiliimiin 1sitilmasi, farkli
sicakliklar, hidrojen iyonu konsantrasyonu, aerop ve anaerop kosullar ve substratlar
ile birlesince ¢ok sayida farkli tiirde endosporlu mikroorganizma elde edilmesini
saglar.

Spor yapist en eski zamanlardan beri bakterilerin siniflandirilmasinda temel
rolii Ustlenmistir. Bacillaceae familyas1 ilk defa 1895 yilinda Fisher tarafindan
bulunmustur. Bacillus cinsi lyelerini diger  Bacillaceae iiyelerinden ayiran
Ozellikleri aerobik veya fakiiltatif aerobik olmasi, ¢omak sekilli olmas1 ve katalaz
tretimidir. Diger spor formlu bakterilerden Sporolactobacillus mikroaerofilik ve
katalaz negatiftir. Clostridium anaerobik oOzellik tasirken, Sporosarcina kok
seklindedir (Slepecky ve Hemphill, 2006).

Bacillus genusunun iiyeleri ve zorunlu termofilik bacilli genellikle basit besin
kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar, bu ylizden iiremeleri i¢in 6zel aminoasitlere ihtiyag

duymazlar ve tripton soy agar (TSA) gibi basit besin ortamlarinda {ireyebilirler.
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Bacillus’larin  termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalabilirler.

Termofilik bacilli i¢in optimum ireme sicakligi genellikle 40-70°C
araligindandir. Temofilik ve mezofilik ortamlardan elde edilebilirler. Termofilik
bakterilerle ilgili yapilan ilk yayinda, Bacillus thermophilus un aerobik, sporlu ve
70°C’de iireyebilen bir organizma oldugu bildirilmistir. Bu bakteriler, lipaz, proteaz,
amilaz, pullulanaz, ksilanaz, glukoz-izomeraz ve DNA restriksiyon endoniikleazlar
gibi termostabil enzimleri sentezleyebilme yetenekleri nedeniyle Onem
tasimaktadirlar (Maugeri ve ark, 2001; Giiray, 2009).

Zincir olusturabilen, gram pozitif comaklar olan Bacillus cinsinin ¢ok sayida
iyesi toprak, su, hava ve bitkiler {izerinde yaygin olarak bulunabilen saprofitik
organizmlardir. Bazilar1 ise bocek patojenidir. Bacillus cereus enterotoksin
iiretebilen ve besinlerde iireyen bir patojen tiirdiir. Cinsin en 6nemli patojeni ise
Bacillus antrachis’dir.

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin tiretimi gibi 6zellikleri
ve kolay tretilmeleri nedeniyle endiistriyel acidan da oOnemlidir. Bacilluslar
tarafindan tiretilen subtilisin, selillaz ve amilazlar deterjan endiistrisinde; ndtral
proteazlar siit endiistrisinde; amilaz ve pullulanaz gibi enzimler besin ve meyve suyu
endiistrilerinde kullanim alani bulmaktadir.

Bakteriler, hizl1 tiremeleri ve yiiksek protein sentez kapasiteleriyle ticari nemi
olan proteinlerin biiyiik oranda {iretilmesi i¢in etkili organizmalardir. Bakteriyal
enzimlerin yaklasik %50°si Bacillislar tarafindan tiretilmektedir (Quax, 2006).

Bazi Bacillus tiirleri ilag endiistrisi i¢in de 6nemlidir. Ornegin; B. licheniformis
bacitrasin, B. polymyxa polymxin, B.brevis tyrocidine, B. subtilis subtilin ve
bacilycin gibi peptid antibiyotikler iiretme yetenegindedirler. B. subtilis tarafindan
tiretilen siklik lipoprotein 6zellikteki iturin ¢esitli mantar ve mayalarin neden oldugu
hastaliklar1 engelleyebilir 6zelliktedir. B. thuringiensis, B. larvae ve B. popilliae

tiirleri Lepidoptera larvalarina patojenik etki gosterirler (Ediz ve Beyatli, 2005).
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1.7. Ekstremofiller ve Ekstremozimler

Bugiine kadar kullanilan enzimlerin biiyilk bir kismi  mezofilik
organizmalardan elde edilmistir. Birgok avantajinin yaninda, bu enzimlerin ekstrem
sicakliklik, pH ve benzeri kosullarda stabilitelerinin smirli olmasi1 endiistriyel
uygulamalardaki kullanimlarini da smirlamaktadir. Diger yandan, ekstremofiller,
ekstrem ortamlarda bulunan organizmalardir. Ekstremofiller ekstrem stabiliteye
sahip enzimlerin (ekstremozimler) kaynagidir ve bu enzimlerin belirtilen kosullarda
aktif ve stabil olmasi c¢esitli uygulamalarda kullanilmasina olanak saglar. Bu
organizmalardan elde edilen biyokatalistler de organizmayla benzer Ozellikteki
kosullarda aktivite gdsterir. Kitin, seliilloz ve nisasta gibi polimerlerin hidrolizi i¢in
yiiksek sicaklikta stabil enzimler siklikla tercih edilirler. Bu kosullarda substratin
¢Oziinebilirligi ve dogru baglanabilme basaris1 artirilmis olur. Termofiller,
psikrofiller, asidofiller, alkalifiller, halofiller, piezofiller ekstremofillerin baz

ornekleridir (Kumar ve ark, 2011).

1.7.1. Termofiller

Termofilik ekstremofillerden elde edilen proteaz, lipaz, seliilaz, kitinaz ve
amilaz gibi polimerik yapilar1 hidroliz eden enzimler, endiistriyel uygulamalarda
daha c¢ok dikkat ¢ekmektedirler. Bunun nedeni yiiksek sicakliklarda polimerik
yapilarin = ¢oziintirliikklerinin ~ artmasidir. Bunun yami sira, yiliksek sicaklik
kontaminasyon riskini de azaltmaktadir (Kumar ve ark, 2011).

Termofiller (50-80°C’de iireyenler) ve hipertermofiller (80°C’nin iizerinde
iireyenler) ‘saperonin’ adi verilen termostabil ve sicaklikla denatiirasyona karsi
direncli porteinlere sahiptirler (Bouzas ve ark, 2006). Proteinlerin yiiksek
sicakliktaki stabiliteleri i¢in ¢ok farkli 6zellikler belirtilmistir: Disiilfid kopriileri,
aromatik interaksiyonlar, hidrofobik interaksiyon ve hidrojen baglar1 gibi (Vieille ve
Zeikus, 2001). Bunun yaninda, farkli proteinler igin olas1t farkli Ozellikler
belirtilmistir  stabilitenin  biitlin proteinler i¢in gegerli kurallar1 olmadigi

bildirilmektedir (Bouzas ve ark, 2006).
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Termofil enzimlerin ¢ogu 70-125°C araliginda yiiksek termostabiliteye
sahiptirler (Antranikian ve ark., 2005; Morozkina ve ark., 2010). Termofilik ve
hipertermofilik organizmalar, ¢esitli endiistriyel uygulamalarda kullanilan yiiksek
stabiliteye sahip, seliilaz, ksilanaz, pektinaz, kitinaz, amilaz, pullulanaz, proteaz,
lipaz gibi hidrolaz enzimlerinin kaynagidirlar (Morozkina ve ark, 2010).

Termostabil enzimlerin mezofilik enzimlere gore daha yliksek sicakliklara
dayanikli olmasi, onlar1 yiiksek sicaklik uygulamalarina daha uygun kilar. Ek olarak,
bu enzimlerin termostabiliteleri genellikle ¢ok sayida endiistriyel reaksiyonlarda
kullanilan kimyasal denaturanlara karsi yiiksek direncle de iligkilidir. Enzimlerin
yiiksek sicakliklarda proses verimini artirmasinin nedenleri: Diisiik vizkosite,
substratin difiizyon kat sayisini artirmasi, substrat ve iiriinlerin ¢ozliniirliigliniin
artmasi ve mezofillere gore kontaminasyon riskini azaltmasidir (Bouzas ve ark,

2006).

1.7.2. Alkalifiller ve Asidofiller

Mikroorganizmalar iiredikleri ortamin pH’sina gore asidofiller (pH 4.0’{in
altinda lireme gosterenler), notrofiller (pH 6.0-8.0 arasinda iireyenler) ve alkalifiller
(pH 9.0’un iizerinde iireyenler) olarak smiflandirilirlar (Kumar ve ark, 2011).
Asidofilik ve alkalifilik mikroorganizmalar intraseliiler homeostasiyi korumak ve pH
degerlerini notrale yakin tutmak igin etkili mekanizmalara sahiptirler (Ogawa ve
Shimizu, 1999). Asidofiller, yiiksek protonik membran gradiyentine sahiptir (ApH)
ornegin Picrophilus oshimae, dortten fazla pH {initesine sahiptir ve bunlar temel
proton itici giicler olarak calisirlar. Bu ylizden asidofiller, transmembran yiikiinii,
hiicre icini negatiften pozitife degistirerek dengelemek zorundadir, bunu pozitif
yiiklii K" iyonlarin1 hiicre icerisinde biriktirerek gergeklestirir (Morozkina ve ark,
2010). Asidofillerin diisiik pH’larda canli kalabilmek i¢in gelistirdikleri yontemler,
pozitif yiiklii hiicre membrani, yiiksek tamponlama kapasitesi, H' pompalayan
enzimlerin yiiksek diizeyde iiretilmesi ve 6zel tasima sistemleri olarak 6zetlenebilir

(Wiegel ve Kevbrin, 2004; Horikoshi, 1999; Kumar ve ark, 2011).
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Alkalin pH’da tireyebilen mikroorganizmalar s6z konusu oldugunda ise, diisiik
proton ve yiiksek Na" ortaminda iiredikleri i¢in sadece osmotik adaptasyona ihtiyag
duyarlar ve ayrica hiicre i¢i pH homeostasiyi de korumalar1 gerekmektedir. Hiicre
icerisindeki Hler ve hiicre disindaki Na" iyonlar1 yer degistirerek hiicreyi dengede
tutarlar Alkalifilik bakterilerdeki hiicresel yag asitleri doymus ve tekli doymamis diiz
zincirli yag asitleridir (Ma ve ark, 2004).

Bilinen baska bir 6zellik de, sadece sitoplazmik membranin degil ayni
zamanda hiicre duvarinin da alkalifilik hiicreler icin bir koruma bariyeri
olusturdugudur. Alkalifiller, peptidoglikana ek olarak hiicre ylizeyindeki yiik
yogunlugunu azaltacak negatif yiiklii hiicre duvari polimerleri icerir bu sayede hiicre
membranini stabilize eder ve hidroksil iyonlarini uzaklastirirken proton ve sodyum
iyonlarini toplar (Horikoshi, 1999; Wiegel ve Kevbrin, 2004; Morozkino ve ark,
2010;Kumar ve ark, 2011).

Asidofilik ve alkalifilik mikroorganizmalarin kullandiklar1 proton pompalari
hiicre i¢ci pH’y1 nétrale yakin degerde tutar. Dolayisiyla bu organizmalara ait
intraseliiler enzimler ekstrem kosullara uyum saglamak zorunda kalmaz. Ancak
ekstraseliiler enzimler, alkalin ve asidik kosullara adapte olmak zorundadirlar.
Bununla beraber, adaptasyon mekanizmalar1 heniliz aydinlatilamamistir. Ekstrem pH
kosullarinda iireyebilen mikroorganizmalara ait enzimler 6zellikle yiiksek alkali ve
asidik reaksiyon kosullarinda kullanim alan1 bulmuslardir.

Termoalkalifiller ve alkalifiller, seliilazlar, ksilanazlar, amilazlar, proteazlar,
lipazlar, pektinazlar, kitinaz, katalaz, peroksidaz ve oksidorediiktazlar gibi alkalifilik
enzimlerin kaynagidirlar. Termoalkalifilik enzimler yiiksek pH degerlerinde ve
yiiksek sicakliklarda aktivite gosterebilirler. Ornegin, proteazlar, lipazlar ve
selillazlar camasir ve bulasik deterjam1 katkisidirlar (Wiegel ve Kevbrin, 2004;

Horikoshi, 1999; Kumar ve ark, 2011).

1.7.4.Halofiller

Mikroorganizmalar genis araliktaki tuz konsantrasyonu bulunan ortamlardan

izole edilebilirler, tathh su kaynaklari, deniz sulari ve NaCl konsantrasyonunun
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neredeyse doygunluk seviyesinde oldugu yiiksek tuzluluktaki goller gibi. Bu
organizmalar, sodyum ve potasyum kloriir gibi tuzlar1 hiicre igerisinde biriktirerek
hiicre i¢i osmotik dengeyi kurmaya c¢alisirlar. Bunun yaninda, yiiksek tuz
konsantrasyonundan korunabilmek i¢in, sitoplazmalarinda glisin, betain, g¢esitli
sekerler, aminoasitler ve ektoinleri de biriktirebilirler, bu molekiiller hiicreleri yiiksek
sicaklik, kurutma ve donmaya karst da korur (Kumar ve ark, 2011). Sonug olarak
halofilik organizmalara ait proteinler yiliksek tuz konsantrasyonlarina uyum saglamak
zorundadirlar (6rn; 4M KCl veya 5M ‘mn iizerindeki NaCl konsantrasyonu ) (;
Danson ve Hough, 1997; Demiorijan ve ark, 2001; Kumar ve ark, 2011). Bu ekstrem
ortamlara adapte olmus enzimler yiizeylerinde negatif yiiklii aminoasitlere ihtiyac
duyarlar boylece presipitasyonu engellerler. Diisiikk tuz konsantrasyonlarinda
halofilik enzimlerin ¢ézlinlirliigli azalir ve boylece aktiviteleri diisebilir veya sinirl
kalabilir (Madern ve ark, 2000; Kumar ve ark, 2011).

Osmotik adaptasyonu olan organizmalarin proteinlerinde asidik amino asitler
(glutamat ve aspartat) baskin olarak yer alir. Hidrofobik amino asitlerin oram
diistiktiir ve bunlarin yerini serin ve thrionin amino asitleri almistir (Morozkina ve
ark, 2010). Asidik amino asitler proteinin ylizeyinde yer alirlar ve yiliksek oranda
hidrate olmus bu amino asitler proteinin hidrofilik 6zelligini artirarak birikme

prosesini engeller.

1.8. Protein izolasyonu ve Saflastirmasi

Proteinler canli organizmalarin tamaminda bulunur, her hiicre metabolik
aktiviteleri i¢in cok sayida farkli protein sentezler. Proteinlerin izolasyonu ig¢in
kullanilacak yontem izole edilecek proteinin bulundugu yerle dogrudan alakalidir.
Proteinler, kompleks biyolojik karigimlar igerisinde bulunur ve buralardan izole
edilirler. Izolasyonda kaynagm bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma olmasi da
yontem se¢imindeki 6nemli parametreler arasindadir.

Mikroorganizmalar, o0zellikle enzimler icin ¢ok Onemli kaynaklardir.
Kullanilan enzimlerin ¢ogu ekstraseliiler enzimlerdir ve izolasyonlari i¢in ilk asama

hiicrenin soliisyondan uzaklastirilmasidir. Intraseliiler enzimler igin, hiicre duvarini
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uzaklagtirmak gerekmektedir. Bu islemler i¢in yiiksek basing, kimyasal, termal veya
enzimatik lizis uygulanmaktadir.

Ozellikle  Bacillus ~ cinsi  bakterilerde  ekstraseliller —enzim sentezi
gergeklestirilmektedir. Bu nedenle enzim iiretimi sirasinda hiicrelerin lizi edilmesi
icin ayr1 bir uygulama yapilmasina gerek kalmaz bunun yerine santrifiij veya
filtrasyon uygulamasiyla hiicreler ortamdan uzaklastirilir. Boylece bakterilerin tireme
stiresince, liredikleri ortama biraktiklar1 enzimler siipernatantta toplanmis olurlar.

Elde edilen enzimlerin bulunduklar1 ortamdan toplanmasi igin ¢esitli izolasyon
yontemleri kullamlmaktadir. izolasyonda amag proteinlerin miimkiin oldugunca saf

halde elde edilmesidir.

1.9.Kromotografi

Kromotografi, iki fazdan meydana gelen fiziksel bir ayirma yontemidir.
Fazlardan biri, duragan faz (sabit faz) digeri ise, belirli bir yonde slizme islemi yapan
hareketli fazdir. Mobil faz hareket ederken, bilesenler basladiklar1 noktadan harekete
baslar ve diger uca dogru hareket ederken birbirlerinden ayrilirlar. Kromotografi
yontemleri sabit ve hareketli fazlarin 6zelliklerine gore ayrilirlar.

Genel olarak, hareketli (tastyici) faz, gaz kromotografisinde (GC) oldugu gibi
gaz, yiksek performansli sivi kromotografisinde (HPLC) oldugu gibi sivi veya
diizlemsel (planar chromotography) olabilir. Sabit faz (Stationary) genellikle por6z
bir kati materyal veya yiiksek yiizey alanmi olabilir. Bir kolona paketlenmis veya
diizlemsel bir alana yayilmis olabilir. TLC i¢in sabit faz, cam bir plaka veya benzeri
inert destek lizerine homojen ve ince bir tabaka halinde yayilmigtir. Hareketli faz

sabit faz ilizerinde kapiler giiclerle hareket eder.

1.9.1.ince tabaka kromotografisi

TLC genellikle, ¢ok ¢esitli maddeler i¢in basit, hizli ve ucuz bir ayirma, basit

bir tanimlama, ve gorsel-yar1 kantitatif degerlendirme yontemi olarak kabul edilir.
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Son zamanlarda TLC , kompleks karigimlar1 ayirabilme yetenegi ve gelismis
kantitatif analizleriyle HPLC ve GC’ye rakip olmustur.

TLC, bir karisimdaki maddeleri ayirmak ve referans materyallerin ayrilma
ozelliklerine gore, bu bilinmeyen maddelerin tanimlamasini gergeklestirmek icin
kullanilir.

TLC’nin temel amaci, karigimlar1 ayirmak veya igerigini ¢dzmektir. Ornegin
kromotogrami nokta veya zonlarin sayist ve konumlarina gore karakterize edilir.
Ornek kromotogramlar1 referans materyalleri ile kiyaslanarak, 6rneklerin
belirlenmesi saglanabilir.

TLC’de kimyasal seperasyon, molekiillerin hareketli ve sabit fazla
interaksiyonuna gore gerceklesir. Hareketli faz, drneklerin igeriklerinin sabit fazda,
kapiler giicle hareket etmesini saglayan ortamdir. Solvent sistem plaka igerisinden
gecerken, ornekler iki zit gilicten etkilenirler, hareketli fazin stiriikleme giicii ve sabit
fazin engelleme ve yavaslatma etkileri. Siiriikleyici gili¢, komponentlerin hareketli
fazin hareket yoniinde ilerlemesine neden olurken, sabit fazin engelleyici kuvvetleri
bu hareketi komponentlere ait molekiilleri adsorbsiyonla siiriiklenme ortamindan
uzaklastirarak sabit fazin ylizeyine iter. Bu yiizden, her molekiil ‘dur ve ilerle’ (stop
and go) yolunu izler. Uygulamanin sonunda her komponent lekesi belirli bir mesafe
yol kat eder. Sabit tabaka tarafindan daha kuvvetli ¢ekilen komponentler daha kisa
mesafelere giderken, sivi faz tarafindan ¢oziilebilen komponentler daha uzun mesafe
ilerleyebilirler.

Bir TLC sistemi, 6rnek veya Ornekler, hareketli faz, sabit faz, yiiriitme tanki ve
belirleyici ajandan meydana gelir. TLC sistemlerinde uygulamasi yapilacak 6rnek
veya Orneklerin Ozelliklerinin belirlenmesi ilk asamayi olusturur. Molekiillerin
kimyasal yapisina gore hareketli faz, sabit faz ve belirleme ajanlar1 segilir.

En yaygin kullanilan sabit faz, silika jeldir. Silika jel SiO, isekelete bagl polar
—OH gruplardan olusan bir ag seklinde bir tabakadan meydana gelir. Silia jel {izerine
adsorbsiyon, 0rnekte bulunan islevsel gruplarla, silika jel yiizeyindeki —OH gruplar
arasindaki hidrojen bag etkilesimleriyle gergeklesir. Bazi molekiiller silika jeldeki —
OH gruplarina daha kuvvetli baglanir ve baglama noktasindan daha kisa mesafe kat

eder. —OH gruplariyla daha gevsek etkilesen molekiiller daha uzun mesafe ilerlerler.
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Bu etkilesim ince tabaka kromotografisinin en etkili asamalarindan biri olan
‘adsorbsiyon’dur.

TLC solvent sistemi bir veya daha fazla karigabilir stvidan meydana gelen sivi
hareketli fazdir. Hareketli faz ayirimi yapilacak olan Ornege gore secilir. Analiz
edilecek Ornek- hareketli faz ve hareketli faz- sabit faz etkilesimleri ornekteki
islevsel gruplarin sayisina ve yapisina gore belirlenir.

TLC plakalarinda yiiriitme islemi sonunda havada kurutma yapilarak solvent
cozeltisi buharlagtirilarak uzaklastirilir. UV 1s18inda goriintiileme gibi fiziksel veya
siilfrik asitle reaksiyona girdirerek kahverengi veya koyu renkli zonlar meydana

gelmesi gibi kimyasal bir yolla lekeler goriiniir hale getirilir (Striegel ve Hill, 1996).

1.10.Elektroforez

Elektroforez yiiklii molekiillerin elektriksel alanda sahip olduklar1 yiike bagh
olarak go¢ etmeleri prensibine dayanir. Protein elektroforezi kromotografinin, yiiklii
molekiillerin elektrik alaninda ayrilmasina izin veren hassas ve analitik formudur.
Protein, DNA ve RNA gibi genis ¢esitlilikteki molekiiller elektroforezle ayrilabilir.
Ayrilma derecesi ve molekiiler hareketin hizi molekiillerin biiyiikliigiine ve sekline
baglidir, molekiillerin yiikleri elektrik alaninin uzunlugu, kullanilan ortamin 6zelligi
(orn: seliiloz asetat, nisasta jeller, kagit, agaroz, poliakrilamide jel) ve ortamin
kosullarina (elektrolit konsantrasyonu, pH, iyonik yiik, vizkosite, sicaklik gibi)
baghdir.

Bazi ortamlar (destek matrisi) makromolekiiller i¢in elek gdrevi géren porlu
yapiya sahip olabilir.

Genelde, destek ortami sisteme uygulanan elektrigi iletecek bir tampon sisteme
ihtiyag duyar. Destek ortami tamponla doldurulmus sisteme yerlestirilir. Ornekler
jelin bir tarafindaki kuyulara yiiklenir. Elektrik akimi sisteme verildiginde 6rnekler
pozitif veya negatif tarafa dogru hareket ederler. Sonug olarak, negatif yiikli DNA

ve RNA jelin pozitif ucuna dogru hareket eder.
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Molekiiller degisik sekillere, boyutlara ve yiiklere sahip olduklarindan matrix
icerisinde farkli hizlarda goc ederler ve bu, molekiillerin ayrigsmasina neden olur.
Genellikle, daha kii¢lik ve daha yiiklii molekiil daha hizli hareket eder.

Proteinler yapilarin1 meydana getiren aminoasitlerin yapilarina bagli olarak bir
ylke sahiptirler. Proteinler amfoterik bilesiklerdir yani, ortam kosullarina gore
pozitif veya negatif yiiklii olabilir. Bir soliisyon icerisindeki protein pozitif yiiklii
olabilir, bu durumda negatif yone dogru hareket edebilir. Baska bir soliisyon
icerisinde ayni protein negatif yiiklenebilir ve pozitif uca dogru hareket edebilir. Her
protein i¢in proteinin net yiikiiniin bulunmadig bir pH degeri olan izoelektrik noktasi
vardir. Bu sebeple destek materyalinde degisen pH degerleri separasyon 6zelliklerini

de degistirir (Lerner ve Lerner, 2003).

1.10.1.Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid jel uygulamalarinda destek ortami akrilamid monomerlerinin
capraz baglayict (‘cross-linker’) molekiiller yardimiyla kovalent olarak baglanmasi
sonucu olusan bir polimerdir. Polimerizasyonun kimyasal olarak gerceklestirilmesi
icin ortama amonyum persiilfat ilave edilirken, katalizor olarak,N,N’,N’-
tetrametilendiamin (TEMED) kullanilmaktadir. Fotokimyasal yoldan
polimerizasyonun gergeklestirilmesi icin TEMED’e ek olarak ortama riboflavin ilave
edilerek fluoresan 15181 gonderilir.

Elektroforezde kesikli (continuous) ve kesiksiz (discontinuous) olmak tizere iki
farklt metod kullanilir. Kesiksiz sistemde tanklarda ve jelde ayni tamponun
kullanildig1 tek bir ayirict jel varken, kesikli sistemde diisiik konsantrasyonda
hazirlanmis (6rn; %35 akrilamid ¢ozeltisi) dengeleyici jel ve daha yiiksek
konsantrasyonda hazirlanmis (6rn; %10 akrilamid ¢ozeltisi) ayirict jelden olusan iki
farkli jel yapisit s6z konusudur. Kesikli sistemde fark sadece iki ayr jel sistemi
olmas1 degil ayn1 zamanda tank tamponlartyla jel tamponunun farkli olmasidir.

Gradiyent jellerde ise akrilamid konsantrasyonunda jelin alt kismindan st
kismina dogru azalan degisim s6z konusudur. Gradiyent jellerin en énemli avantaji,

homojen jelde tek bir bant gibi goriinen birbirine yakin bantlarin birbirinden
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ayrilmasin1 saglayarak saglikli bir degerlendirme yapilmasina olanak saglamaktir

(Temizkan ve Arda, 2004).

1.10.2.SDS-PAGE

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE),
proteinlerin  belirlenmesi, karsilastirilmasit ve karakterizasyonu i¢in ucuz,
tekrarlanabilir ve hizli bir metoddur. Bu metod proteinleri oncelikle molekiiler
agirliklarina gore ayirir. Anyonik Ozellikteki SDS proteinlere baglanarak onlari
denatiire etmesinin yaninda proteinlere negatif yiik de kazandirir.

SDS-PAGE proteinlerin molekiiler agirliklarina goére ayrilmasini saglayan bir
uygulama oldugundan, kuyucuklardan birine marker protein uygulandiktan sonra
elektroforez  gergeklestirildigi  takdirde proteinlerin  molekiiler —agirliklar

belirlenebilmektedir (Temizkan ve Arda, 2004).

1.10.3. Native Jel Elektroforezi

Native jel elektroforezinde kullanilan tamponlar deterjan ve benzeri denatiire
edici maddeler icermediklerinden elektroforez dogal kosullarda gerceklesir. Cok
sayida protein iceren karigimlarin ayrilmasinda, bir protein ya da protein
kompleksinin aktivitesi ya da yapist ile ilgili ¢aligmalarda, proteinin denatiire olup
olmadiginin belirlenmesinde, proteinin saflifinin kontroliinde bu uygulamalardan

faydalanilabilir (Temizkan ve Arda, 2004).

1.11.Calismanin Amaci

Bu caligmada dogal ortamlardan seliilaz fireticisi Bacillus sp. suslarinin

izolasyonu; izole edilen suslardan asidik, notral ve alkali karakterde seliilaz enzimi

liretimi, kismi saflastirilmasi ve karakterizasyonu amagclanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Enzimlerin endiistride kullanimiyla ilgili ilk rapor Alman bilim insam
Rohm’e aittir. R6hm, 1913 yilinda, sigir pankreas Oziitiiniin kirli ¢amasirlardaki
lekelerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilabilecegini bildirmistir (Quax, 2006; Rohm,
1915).

Miller (1951), Karbonhidrataz etkisi gosteren enzimlerin aktivite
analizlerinde indirgen seker miktarinin saptanmasi i¢in Dinitrosalisilik asit (DNS)
yontemini kullanmistir. Bu metod ile 3,5-dinitrosalisalisilik asitin, 3-amino-5-
nitrosalisilik asite indirgendigini ve aldehit gruplarin karboksilik gruplara okside
olarak gelisen renk reaksiyonunu olusturduklarini bildirmistir.

1982 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Teather ve Wood, sigir rumeninden elde
edilen seliilolitik bakterilerin karakterizasyonu i¢in kongo kirmizisi- polisakkarit
interaksiyonundan yararlanmiglardir. Kongo kirmizist boyasinin p-D-glukanlarla
dogrudan  baglanmasi  sayesinde,  B-1,3-1,4-D-glukanohidrolaz,  B-1,4-D-
glukanohidrolaz ve [-1,3-D-glucanohidrolaz aktivitelerinin goriintiilenebildigi
belirtilmistir.

1985 yilinda, Fukumori ve ark yaptiklar1 ¢alismada alkalofilik, Bacillus sp.
No. 1139°dan, pH 9.0’da optimal aktivite gergeklestirirken pH 6.0°da aktivite
gostermeyen, 92 kDa agirliginda ve izoelektrik noktas1 3.1 olarak belirlenen CMCaz
enzimi izolasyonu gergeklestirmislerdir.

Ito ve ark (1989), Bacillus sp. KSM-635’den deterjanlarda kullanilmak tizere
alkalin seliilaz enzimi tiiretimi ve karakterizasyonu gerceklestirmislerdir. Enzimin,
40°C’de pH 9.5’de optimal aktivite gosterdigini, siirfaktanlar, selatdr ajanlar ve
alkalin proteazlara direngli oldugunu bildirmislerdir.

Ozaki ve Ito (1991), Bacillus sp. KSM-330’den 42 kDa’luk, pH 5,2’de ve
45°C’de optimal aktiviteye sahip seliilaz enzimi izolasyonu gergeklestirmislerdir.

Khyami-Horani (1996), Bacillus sp.’den elde edilen selillaz enziminin
optimum aktivitesini pH 9.5 ve 40°C’de gosterdigini, pH 7.0-11.0 araliginda 4°C’de

24 saat stabil kaldigi belirtmislerdir. Enzimin Ca™ ile indiiklenirken, Hg™ ile
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tamamen inhibe oldugu, EDTA ve EGTA’nin ise aktiviteye etki etmedigi
bildirilmistir.

Hakamada ve ark (1997), Bacillus sp. KSM-S237°den termostabil alkalin
seliilaz elde etmislerdir. Bu enzimin optimum aktivitesini pH 8.6-9.0 ve 45°C’de
gosterdigi, 50°C’ye kadar stabil oldugu, 100°C’de 10 dakika sonunda %30 aktif
oldugu bildirilmistir.

Siddiqui ve ark (1997), Aspergillus niger ve Cellulomonas biazotea’dan
CMCaz enzimi saflastirmislardir.  Arastiricilar, Mn™  iyonlarmm  degisen
konsantrasyonlarinin ve degisen CMC konsantrasyonlarinda Mn ™ iyonlarinin enzim
aktivitesinde meydana getirdikleri degisiklikleri ~degerlendirmislerdir. Mn"
iyonlarinin, diigiik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini artirdigini, CMC’nin artan
konsantrasyonlarinda ise Mn™ iyonlarimin aktivitede diisiise neden oldugunu
bildirmislerdir.

Ito ve ark (199806), deterjan igeriklerinde en az bir veya daha fazla sayida
enzimn yer aldigim belirtmekterdir. izolasyonunu gergeklestirdikleri ¢cok sayidaki
alkalin  Bacillus susundan alkalin deterjan enzimlerinin izolasyonunu ve
karakterizasyonunu ger¢eklestirmiglerdir.

Christakopoulos ve ark (1999), Bacillus pumilus’dan alkalin direngli, endo-
1,4-B-glukanaz enzimi saflastirmislardir. Enzimin molekiiler agirhigi 67 kDa,
izoelektrik noktasit 3.7 olarak belirlenmistir. Optimum aktivitesini pH 7.0-8.0 ve
60°C’de gosterdigini, pH 12.0°de stabilitesini %50 korudugunu bulmuslardir.

Mawadza ve ark (2000), Zimbabwe’de kaplicalardan seliilaz treticisi iki
Bacillus susu izole etmislerdir. CH43 ve HR68 suslarinin molekiiler agirliginin 40
kDa izoelektrik noktalarinin ise 5.4 oldugunu bildirmislerdir. Enzimlerin pH 5.0-6.5
araliginda optimal aktiviteye sahip oldugu, optimum aktivite sicakliginin CH43 igin
65°C, HR68 i¢in ise 70°C oldugu belirtilmistir. Enzimlerin 50°C’de 24 saat stabil
oldugunu bildirmislerdir.

Endo ve ark (2001), Bacillus sp. KSM-N252 susundan pH 10.0’da 55°C’de
optimal aktivite gosterdigini belirledikleri, 50 kDa molekiiler agirliga sahip ve pH
4.2  izoelektrik  noktasi  gosteren  endoglukanaz  enzimi  izolasyonu

gerceklestirmislerdir.
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Singh ve ark (2001), izole ettikleri Bacillus sp. VG1’den termostabil ve
alkalin CMCaz enzimi iretmislerdir. Enzimin pH 9.0-10.0’da optimum aktivite
gosterdigi ve 100°C’de 12 dakika yarilanma Omriine sahip oldugu, Hg™ ile
aktivitesinde azalma gdzlenirken ; Co™, Na* ve K™ ile indiiklendigi bildirilmistir.

Coral ve ark (2002), Aspergillus niger Z10 yaban tip susundan elde ettikleri
CMCaz enziminin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Zimogram analizi
sonucunda 83 ve 50 kDa agriliginda iki aktivite bandi elde edildigi bildirilmistir.
Enzimin optimum sicakliginin 40°C, aktivite pH’smnin 3.0-9.0 araliginda oldugu
bulunmus, 90°C’de 15 dakika sonunda aktivitesinin %41.2 oldugu belirtilmistir.

Hakamada ve ark (2002), Bacillus circulans KSM-N257’den CMCaz enzimi
izolasyonu, kristalizasyonu gerceklestirilmis ve amino asid sekansi ortaya
cikarilmistir. Enzimin optimum aktivitesini, pH 8.5’de ve 55°C’de gerceklestirdigi
bildirilmistir.

Vyas ve Lachke (2003), Fusarium sp’den elde edilen alkalin aktif seliilaz
enziminin ofis kagitlarmin geri donlisiimiinde miirekkebin geri alinmasi
islemlerindeki aktivitesini degerlendirmisler, kagitlarin parlakliginin arttigin1 ve
miirekkep miktarinda diislis oldugunu bildirmislerdir.

Miettinen- Onionen ve ark (2004), Melanocarpus albomyces’den biri 20 kDa
digeri 50 kDa agirliginda iki endoglukanaz, iigiincii olarak da 50 kDa agirlikta bir
sellobiyohidrolaz enzimi izolasyonu gergeklestirmislerdir. Enzimlerden 20 kDa
endoglukanaz enzimi noétral pH’da kumaslarin biostoning uygulamalarinda, diger iki
enzim ise biostoningde geri boyamanin azaltilmasi islemlerinde kullanilabilir
oldugunu belirlemislerdir.

Singh ve ark (2004), Bacillus sphaericus JS1 tarafindan iiretilen termostabil
alkalin  selilaz  enziminin saflastirmasim1 =~ ve  karakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, pH 9.5°da fiirettikleri enzimi amonyum siilfat,
iyon degisim ve jel kromotografisiyle 192 kat saflastirmiglardir. CMCaz enziminin
native PAGE ile molekiil agirligi 183 kDa bulunurken SDS-PAGE ile 42 kDa olarak
hesaplandig1 bildirilmistir. Enzimin Fe™ ve Hg " ile inhibe oldugu, Co™* K' ve Na”

ile aktive oldugu belirtilmistir.
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Kim ve ark (2005), yeni izolat alkalofilik Bacillus sp. HSH-810’dan alkalin
seliilaz saflastirmasi ve karakterizasyonu gerceklestirmislerdir. Enzimin pH 10.0°da
ve 50°C’de optimal aktivite gosterdigi, pH 6.0-10.0 araliginda 60°C’de 60 dakika
sonunda %60 stabil kaldig1 ve molekiiler agirliginin 80 kDa oldugu bildirilmistir.

Bischoff ve ark (2006), Bacillus licheniformis termofilik susundan
endoglukanaz enziminin saflagtirmasini ve karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir.
Enzimin optimal sicakliginin 65°C oldugu ancak enzimin en stabil oldugu sicakligin
60°C oldugu belirtilmistir. Enzimin pH6.0’da maksimal aktivite gosterdigi, pH
4.5°da orijinal aktivitesinin %75’ini, pH 10°da ise orijinal aktivitesinin %40’ 1
korudugunu belirlemislerdir.

Hirasawa ve ark (2006), deniz suyundan izole ettikleri Bacillus
agaradhaerens ‘den alkalin ve salt-activated endoglukanaz enzimi izolasyonu
gerceklestirmislerdir. Enzimin NaCl bulunmayan ortamda pH 6.5-7.0’de 50°C’de en
yiiksek aktiviteyi gosterdigi bildirilirken, 0.2 M NaCl bulunan ortamda pH 7.0-9.4
araliginda ve 60°C’de en yliksek aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Enzimin
ayrica, KCIl, Na,SO4, NaBr, NaNOs;, CH3;COONa, LiCl, NH4sNO; ve NH4ClI ile
aktivitesini 2.4 kat artirdig1 belirlenmistir.

Li ve ark (2006), bir yumusakca olan Ampullaria crosseans’dan seliilaz
aktivitesine sahip Bacillus sp. AC-1 susunu izole etmisler, bakteriden elde ettikleri
endoglukanaz enziminin karakterizasyonunu gerceklestirmislerdir. Ba-EGA
enziminin amonyum siilfat ¢oktlirmesi, ion degisimi, hidrofobik ve jel filtrasyonu
kromotografisiyle 150 kat saflastirildignr belirtilmistir. CMC substrat olarak
kullanildiginda, maksimum aktivitenin 4.5-6.5 ve 70°C’de gerceklestigi, enzimin
30°C’de pH 7.5-10.5 araliginda 2 saat stabil oldugu, 50°C’de 1 saat sonunda ise
%80’den fazla stabilitesini korudugu bildirilmistir. Enzim aktivitesinin Fe™, Cu™ ve
SDS ile inhibe oldugu, Tween 20 ve Triton X-100 ile aktive oldugu belirlenmistir.

Mayende ve ark (2006), komposttan izole ettikleri, Bacillus spp.’den CMCaz
ve polifenool oksidaz enzimi iiretimi ve karakterizasyonu gergeklestirmislerdir.
Selillaz enziminin optimum aktivitesini 70°C’de, polifenol oksidaz enziminin ise

optimal aktivitesini 40°C’de gerceklestirdigini bildirmislerdir.
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Jung ve ark (2007), molekiil agirligi SDS PAGE ile 33 kDa olarak belirlenen,
pH 6.0 ve 60°C’de optimum aktivite gosteren termostabil $-1,3-1,4 glukanaz enzimi
izolasyonu gergeklestirmislerdir. Enzimin orijinal aktivitesini pH 9.0-12.0 araliginda
%40 korudugu bilidirilmistir. Enzimin izole edildigi Bacillus sp. A8-8 susunun
CMC, xylan, seliilaz ve kazein lizerinde tireme gosterdigi bulunmustur.

Apiraksakorn ve ark (2008), Bacillus subtilis GN156’den J1 ve pJ2 olmak
tizere iki B-1,3-1,4- glukanaz enzimi saflagtirmasi gergeklestirilmistir. J1 ve pJ2
enzimlerinin molekiiler agirliklar1 ve pl degerleri sirastyla 25 kDa ve 3.5, 90 kDa ve
3.6 olarak belirlenmistir. Optimum pH ve sicaklik degerleri ise her iki enzim igin
6.0-6.5 ve 60°C olarak bildirilmistir. Enzimler Li** ile inhibe olmazken, Caﬂ, Cu+2,
Mn"? ve Zn** ile 6nemli oranda inhibe olduklari belirlenmistir.

Aygan ve Arikan (2008),Van soda goliinden izole ettikleri Bacillus sp.
Cl4’tn 37°C’de ve pH 9’da halo-alkalofilik endoglukanaz enzimi {iretimi
gerceklestirmiglerdir. SDS-PAGE ile enzimin molekiiler agirlig1 tek bant halinde 61
kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin optimum pH’siin 11, sicakliginin 50°C oldugu
bildirilmistir. Enzimin, 20-40°C’de 30 dakika sonunda %89 oldugu, pH stabilitesinin
ise pH 6.0-12.0 araliginda 24 saat sonunda ortalama %65 oldugu bildirilmistir. SmM
CaCl, (%132) ile indiiklendigi, ve SmM ZnCl,, EDTA, KCl, PMSF, 8M iire, %]l
Triton X-100, %1 B-merkaptoetanol ve %1 SDS varliginda sirasiyla %23, %7, %60,
%357, %58, %48, %31 ve %19 inhibe oldugunu belirlemislerdir. Ayrica,
endoglukanaz enziminin en yiiksek aktiviteyi %20 NaCl konsantrasyonunda (%132)
gosterdigi, 1 ve 6 saat sonunda orijinal aktivitesinin sirasiyla, %75 ve %70
korudugunu bildirmislerdir.

Dutta ve ark (2008), ekstremofilik filamentéz bir fungi olan Penicillum
citrinum’dan seliilaz enzimlerinin {iretimi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
Zimogram analizleri ile 38 ve 90 kDa agirliginda iki aktivite bandinin varligi
bildirilmistir. Enzimin, pH 5.5 ve 8.0’da iki pik meydana getirdigi belirtilmistir.

Gao ve ark (2008), Aspergillus terreus M11’den optimum aktivitelerini pH
2.0 ve pH 3.0’de gosteren endoglukanaz ve B-glukozidaz enzimleri izole etmislerdir.

Enzimlerin, maksimum aktivitelerini 70°C’de gdosterdikleri bildirilmistir.
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Lee ve ark (2008), Bacillus amyoliquefaciens DL-3 susu tarafindan {iretilen
seliilaz enziminin saflastirilmas: ve karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. SDS-
PAGE ile molekiiler agirligin1 54 kDa olarak belirlemiglerdir. Saf seliilaz enziminin
avicel, CMC, sellobioz, B-glukan ve xylan1 hidroliz edebildigi, ancak, p-Nitrophenyl-
_-D-glucopyranoside (PNPG)’i hidroliz edemedigi bildirilmistir. Seliilaz enziminin
50°C ve pH 7.0’de maksimal aktivite gosterdigi belirlenmistir. CMCaz aktivitesi
¢esitli metal iyonlaryla Hg™ > EDTA > Mn"* > N-bromosuccinimide > Ni"? > Pb*
>Sr?>Co™>K" dogrultusunda inhibe oldugu bulunmustur.

Liu ve ark (2008), Cin’in Neimenggu bolgesindeki soda goliinden elde edilen
B-glukanaz tireticisi Bacillus sp. 111-3 susunu izole edip enzimin karakterizasyonunu
gerceklestirmislerdir. Alkali karakterdeki susun, III-3-A nétral ve II1-3-B alkali -
glukanaz enzimlerini iirettigini bildirmislerdir. Kolon kromotografisiyle saflastirilan
enzimlerden III-3-A’nin molekiiler agirliginin 45 kDa, III-3-B’nin  molekiiler
agirligiin ise 85 kDa oldugu belirtilmistir. I11-3-A ve III-3-B enzimlerinin optimum
aktivite pH’lar sirastyla 7.0 ve 8.0-10.0 oldugu, optimum sicakliklarinin ise 45°C
oldugu belirtilmistir. Ca™ iyonunun enzimin aktivitesini indiikledigi bulunmustur.

Thongekkaew ve ark (2008), Cryptococcus sp. S-2’den elde edilen CMCaz’in
optimum aktivite pH’simin 3.5, optimum aktivite sicakliginin ise, 40-50°C oldugunu
belirlemislerdir. Enzimin pH 5.5 ve 7.5 aralifinda stabil oldugu ve 90°C’de 1 saat
sonunda aktivitesini %50 korudugunu bildirmislerdir.

Kim ve ark (2009), deniz bakterisi olan Bacillus subtilis subsp. subtilis A-
53’den izole edilen CMCaz enziminin molekiiler agirhigini SDS-PAGE ile 56 kDa
olarak belirlemislerdir. CMCaz enziminin optimum pH ve sicaklik degerlerinin
strastyla, 6.5 ve 50°C oldugu bildirilmistir.

Kumar ve ark (2009), Bacillus sp. FME1 ve FME2 suslarmin farkl
substratlar {izerinde {rettikleri CMCaz FPaz ve [-glukozidaz enzimlerini
kiyaslamiglar ve FME1 susuna ait enzimlerin FME 2 susuna ait olandan daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Liang ve ark (2009), Brevibacillus sp. strain JXL susundan optimum
aktivitesini 50°C’de ve pH 6.0-8.0 araliginda gosteren, 100°C’de 1 saat sonunda %50

stabil kalabilen termostabil seliilaz enzimlerinin izolasyonunu gerceklestirmislerdir.
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Wang ve ark (2009), Salinivibrio sp. strain NTU-05 susundan halostabil
seliilaz enzimi saflagtirmas1 ve karakterizasyonu gerceklestirmislerdir. Protein likid
kromotografi yontemiyle kiiltiir siipernatantindan saflastirilarak elde edilen enzimin,
molekiiler agirhigit 29 kDa olarak belirlenmistir. Enzimin = %0-25 NaCl
konsantrasyonunda aktif oldugu ve %5 NaCl ile optimum seliilaz aktivitesi
gosterdigi bildirilmistir. K*, Mg™, Na* iyonlarinda enzim aktivitesinin indiiklendigi,
Hg"™ varliginda ise aktivitenin diistiigii belirtilmistir.

Aygan ve ark (2011), Van Goli’nden izole ettikleri Bacillus licheniformis
C108 halofilik alkalin susundan, pH 10.0’da ve 30°C’de optimal aktivite gdsteren
endoglukanaz enzimi izolasyonu gergeklestirmislerdir. Enzim aktivitesinin SDS,
Triton X-100, ZnCl,, PMSF ve iire ile inhibe oldugu bildirilmistir. Enzimin, pH
10’da ve 100°C’ye kadar stabil oldugu, %7-10 NaCl konsnatrasyonunda 6 saate
kadar stabil kaldig1 belirtilmistir.

Bai ve ark (2010), ekstrem asidik [B-1,4- glukanaz, CelA4, enzimini
termoasidofil karakterdeki Alicyclobacillus sp.A4 susundan izole etmislerdir. Elde
edilen bu enzimin, 65°C’de ve pH 2.6’da optimum aktivite gosterdigi, pH 1.8-7.6
araliginda stabil oldugu, asidik ve ndtral proteazlara karsi direng gosterdigi
bildirilmistir.

El-Zawahry ve ark (2010), Trichoderma sp. (Shmosa tri)’den kismi
saflagtirma ile elde ettikleri endo-B-1,4-glukanaz enziminin karakterizasyonunu
gergeklestirmislerdir. 34 ve 58 kDa agirliginda iki CMCaz bulundurdugu SDS PAGE
ile belirlenen enzimin, 50°C’de 60 dakika sonunda aktivitesini hi¢ kaybetmedigi
belirlenmistir. Optimum pH degeri 5.0, sicaklik degeri ise 50°C olarak bildirilmistir.

Luo ve ark (2010), Biospora sp. MEY-1"den izole ettikleri asidik p-1,3-1,4-
glukanaz enzimini Pichia pastoris’e klonlamis ve eksprese olmasini saglamiglardir.
Rekombinant enzimin maksimum aktivitesi pH 5.0’de olan, pH 1.5, pH 3.5 ve pH
5.0’de olmak tizere ii¢ aktivite piki oldugu, optimum sicakliginin 60°C olarak
belirlendigi ve pH 1.0-8.0 araliginda stabil kaldig1 bildirilmistir.

Rastogi ve ark (2010), WSCUF1 susunu komposttan, DUSELR13 susunu ise
altin madeninden izole etmislerdir, iki enzimin de optimal aktivite pH’s1 5.0,

sicakliklari ise sirastyla 70°C ve 75°C olarak bildirilmistir.
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Shanmughapriya ve ark (2010), Marinobacter sp. MSI1032’den mezofilik
alkalin selillaz enzimi karakterizasyonu gerceklestirmislerdir. Enzimin optimum
aktivitesini 27-35°C araliginda ve pH 9.0°da gerceklestirdigini pH 12’de ise yiiksek
stabiliteye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Yang ve ark (2010), Bacillus subtilis strain 115 susundan maksimal
aktivitesini pH 6.0’da ve 60°C’de gosteren, 65°C’de 2 saat sonunda %95 stabil kalan
CMCaz enzimi izolasyonu gerceklestirmislerdir. Bu enzime ait celll5 genini
Escherichia coli BL21 (DE3)’e klonlamig ve ekspresyonunu gergeklestirmislerdir.
Aragtiricilar, klonlanan enzimin de dogal izolata ait enzimle ayn1 6zelliklere sahip
oldugunu belirtmislerdir.

Annamalai ve ark (2011), termostabil ve halostabil karakterde CMCaz
enziminin izolasyonunu bir deniz bakterisi olan Bacillus licheniformis AUO1’den
gerceklestirmislerdir. Molekiiler agirligin1 37 kDa olarak bulduklar1 enzimin pH 9.0-
10.0°da ve 50-60°C’de maksimal aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Enzimin, pH
12.0°de %20-30 NaCl konsantrasyonunda oldukga stabil oldugu, katyonik, anyonik
ve ticari deterjanlarin ise aktivitesini etkilemedigi bildirilmistir.

Korpole ve ark (2011), sehir ¢opliigiine ait ekosistemde CMCaz enzimi
{ireticisi 22 mikroorganizma izole etmislerdir. Izole edilen tiim mikroorganizmalarin
en yiksek tiremeyi pH 9.0-10 arahiginda gosterdigi bildirilmistir. Arastiricilar
Bacillus LCF15 susunun en yiiksek seliilolitik aktiviteye sahip organizma oldugunu
bulmuslardir.

Peng ve ark (2011), yaptiklar1 arastirmada Clostridium thermocellum’dan
celD selilaz genini, pET-20b(+) ve pHsh vektorleriyle Echerichia coli’ye
klonlamiglardir. Ekspresyonu gerceklestirilen enzimin, optimum aktivitesini pH 5.4
ve 60°C’de gergeklestirdigi, Ca™ ile indiiklenirken, EDTA ile inhibe oldugu
bildirilmistir.

Trivedi ve ark (2011), organik solvent stabil alkalin seliilaz sentezleyebilen,
solvent tolerant Bacillus aquimaris bakterisinin izolasyonunu gerceklestirmislerdir.
pH 11.0’de ve 45°C’de optimal aktivite gosteren enzimin, pH12 ve 75°C’de sirasiyla

%85 ve %95 stabil kalabildigini gdstermislerdir. Enzimin, benzen ile %122 aktivite
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gosterdigi belirtilirken, metanol (%85), aseton (%75), toluen (%73) ve heptan
(%42)’a kars1 stabil oldugu bildirilmistir.

Asha ve ark (2012), seliilolitik Paenibacillus barcinonensis’den pH 6.0’da ve
65°C’de optimum aktivite gosterebilen, CMC, avicel, filtre kagidi ve B-glukam
hidroliz edebilen, molekiiler agirligi 58.6 olarak belirlenmis seliilaz izolasyonu ve
karakterizasyonu gerceklestirmislerdir.

Gupta ve ark (2012), Anabaena laxa’dan iki ayr1 antifungal karakterde
endoglukanaz enzimi izole etmis ve biyokimyasal, striiktiirel ve islevsel analizlerini
gerceklestirmislerdir. Enzimlerin 38 ve 74 kDa molekiiler agirlikta oldugu, optimum
aktivitesini ise pH 6.0’da ve 30°C’de gergeklestirdigi bildirilmistir.

Li ve ark (2012), halofilik Thalassobacillus’dan organik solvent tolerant
alkalin seliilaz saflastirmasi ve karakterizasyonu gergeklestirmislerdir. SDS PAGE
ile enzimin molekiiler agirligit 61 kDa olarak belirlenmistir. Arastiricilar, enzimin
optimum aktivitesini, 60°C, pH 8.0 ve %10 NaCl konsantrasyonu kosullarinda
gergeklestirdigini bildirmislerdir. Enzimin, 30-80°C ve pH 7.0-11.0 aralifinda ve
%7.5-17.5 NaCl konsantrasyonunda stabil oldugu bildirilmistir.

Li ve Yu (2012), halotolerant karakterdeki Bacillus sp. L1 susundan organik
solvent tolerant selillaz enzimi karakterizasyonu gerceklestirmislerdir. Enzimin
optimal aktivitesinin 60°C, pH 8.0’de ve %7.5 NaCl konsantrasyonunda
gerceklestigi bildirilmistir. Molekiil agirliginin ise 45 kDa oldugu, EDTA ve PMSF
ile inhibe oldugu bununla beraber c¢esitli siirfaktanlara direngli oldugu belirtilmistir.

Rawat ve Tewari (2012), Bacillus subtilis LFS3 susundan asidotermofilik
seliilaz enzimi saflastirmasi ve karakterizasyonu yapmislardir. Enzimin native-PAGE
ile molekiiler agirligt 185 kDa oldugu bildirilmistir. CMCaz enziminin 60°C’de pH
4.0’de optimal aktivite gosterdigi, Na”, Mg, NH," ve EDTA ile indiiklenirken, Hg™

ve Fe™ ile kuvvetli sekilde inhibe oldugu belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri Izolasyonu ve Teshisinde Kullanilan Besiyerleri

3.1.1.1. N1 agar

Alkalifilik, notral ve asidofilik Bacillus sp. suslarinin izolasyonu ve egik kati

agarda saklanmasi i¢in kullanilmistir (Anonymous, 1978).

Bilesimi gl
Pepton 10

Et oziiti 10
Maya 5
Glikoz 1

Agar 15
Distile su 1000ml

Istenilen 6zellikteki bakterilerin izolasyonu i¢in pH 5.0, pH 7.0 ve pH 9.0
olarak ayarlanmis, otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

3.1.1.2.CMC-Agar

Secilen Dbakterilerin CMC hidroliz yeteneklerinin belirlenmesi i¢in
kullanilmistir. Test edilen susun 6zelligine goére pH’s1; pHS5.0, pH7.0 ve pH9.0 olarak
ayarlanmistir. LB agar besiyeri icerisine CMC ilave edilmesiyle modifiye edilmistir

(Sambrook ve Russell, 2001).
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Bilesimi gl
Tripton 10
Maya ekstrakti 5
NaCl 5
CMC 10
Agar 15

3.1.1.3. Enzim iiretim besiyeri

Enzim iiretimi i¢in kullanmak amaciyla se¢ilen organizmanin enzim {iretmesi
icin inokiile edildigi besiyeridir. pH’s1 organizmanin optimum iiredigi ve enzim

iirettigi pH degerine gore ayarlanmustir.

Bilesimi g/l
Tripton 10
Maya 5
NaCl 5
CMC 10

3.1.2.Kullanilan Cozeltiler

3.1.2.1. NaOH Cozeltisi

Besiyerlerinin pH’sinin ayarlanmasi ve tampon c¢ozeltilerin hazirlanmasi

amactyla, 0,2N ve 2N NaOH c¢ozeltisi kullanilmistir.
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3.1.2.2. Etanol

Siv1 besiyerinde iiretilen enzimlerin presipitasyonu ve kismi saflagtirilmasi

amaciyla %96’lik olarak hazirlanmig ve sogutularak kullanilmistir.

3.1.2.3. Kongo Kirmzisi

Bakterilerin kat1 besiyerindeki CMCaz aktivitesini belirlemek ve zimogram
analizinde olusan aktivite bantlarim1 gorliniir hale getirmek icin kullanilmustir.

Img/ml konsantrasyonda 100 ml hazirlanmistir (Teather and Wood, 1982).

3.1.2.4. NaCl Cozeltisi

Petri kutusunda CMCaz aktivitesinin belirlenmesi sirasinda ve zimogram
analizinde jelde bulunan aktivite bantlarin1 goriiniir hal getirmek amaciyla boyanin
geri alinmasi isleminde kullanilmistir. 1M konsantrasyonda hazirlanmistir (Teather

and Wood, 1982).
3.1.2.5. KCI-HCI Tamponu

Enzimin pH 1.0-2.0 araligindaki aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir.
0.2M KCI ve 0.2M HCI ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra, istenilen pH’ya ayarlamak
icin ¢izelge 3.1.’de belirtilen hacimlerde karistirilmis ve distile su ile belirlenen

miktarlara tamamlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3. 1. KCI-HCI] Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH 0.2 M KCI 0.2 M HCI Distile Su Toplam
(14.91 g/L) Hacim

1.0 50 ml 97.0ml 53 ml 200 ml

2.0 50 ml 10.6ml 140.6 ml 200ml
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3.1.2.6. Sitrat-fosfat tamponu

Enzimin pH 3.0-5.0 araligindaki aktivitesini belirlemek i¢in kullanilmistir.
Tamponun hazirlanmasi icin 0.2 M Sitrik asit ve 0.2 M Na,HPO, ¢ozeltilerinden
cizelgede belirlenmis olan miktarlarda alimir ve distile su ile istenilen hacme

tamamlanir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3. 2.Sitrat-Fosfat Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH 0.2M Sitrik asit 0.2M Na,HPO, Distile su Toplam Hacim
(19.21 g/ml) (53.65 g/ml)

3.0 39.8 ml 10.2 ml 50 ml 100ml

4.0 30.7 mi 19.3 ml 50 mi 100ml

5.0 24.3 mi 25.7 ml 50 ml 100ml

3.1.2.7. Sodyum-fosfat tamponu

Enzimin pH 6.0-8.0 araligindaki aktivitesinin tespiti i¢in kullanilmistir.
Tamponu hazirlamak icin 0.2M Na,HPO, ve 0.2M NaH,PO, c¢o6zeltilerinden
yararlanilir. Tampon c¢ozeltilerinin istenilen pH’ya gore uygun konsantrasyonda
karistirilmasindan sonra saf suyla istenilen hacme tamamlanir. Cozeltiler ¢izelge 3.3.

’e gore hazirlanir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3. 3.Sodyum-Fosfat Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH 0.2 M Na,HPO, 0.2M NaH,PO, Distile su Toplam hacim
(53.65 g/L) (27.8 g/L)

6.0 15.0 ml 85.0 ml 100ml 200ml

7.0 61.0 ml 39.0 ml 100ml 200ml

8.0 5.3 ml 94.7 ml 100ml 200ml
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3.1.2.8. Glisin-NaOH tamponu

Enzimlerin pH 9.0-11.0 araligindaki aktivitelerinin belirlenmesi igin
kullanilmigtir. 0.2M Glisin ve 0.2 M NaOH uygun miktarlarda karistirilarak distile su
ile istenilen hacme tamamlanir. Karigim oranlarimi belirlemek icin ¢izelge 3.4

kullanilir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3. 4.Glisin-NaOH Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

pH 0.2M Glisin 0.2M NaOH Distile su Toplam
(15.01 g/L) (8 g/L) Hacim

9.0 50ml 8.8 ml 141.2 ml 200ml

10.0 50ml 32ml 118 mi 200m|

3.1.2.9. Borax-NaOH tamponu

Enzimlerin pH 11.0-13.0 araligindaki aktivitelerini 6lgmek i¢in kullanilmistir.
0.05 M Borax (19.05 g/I) tamponu hazirlandiktan sonra, istenilen pH’da tamponu
elde etmek icin stok ¢ozeltiden 50ml alinir ve pH’st NaOH ile istenilen degere
ayarlanir. Yiiksek pH degerleri icin 2N NaOH kullanilirken diisiik pH degerlerinin
ayarlanmasi i¢in 0.2M NaOH’den yararlanilir. Elde edilen karisima toplam hacim

200ml olacak sekilde distile su ilave edilir (Temizkan ve Arda, 2004).
3.1.2.10. Dinitro Salisilik Asit (DNS)

CMCaz aktivitesi sonucunda agiga ¢ikan indirgen seker miktarinin
belirlenmesi i¢in kullanilmistir. 1g DNS 50 ml suda ¢oziildiikten sonra tizerine 30 g

Potasyum Sodyum Tartarat ilave edilir. Karisima 20 ml 2N NaOH eklendikten sonra

son hacim 100ml’ye tamamlanir (Miller, 1951).
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3.1.3.Elektoroforezde Kullanilan Soliisyonlar
3.1.3.1. Soliisyon A (Akrilamid Soliisyonu)

29.2 gr Akrilamid ve 0.8g bisakrilamid bir miktar suda ¢oziiliir ve son hacim
100ml olacak sekilde distile su ile tamamlanir. Koyu renkli bir sisede buz dolabinda
saklanir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.2. Soliisyon B (4X)

pH’st 8.8 olan 2M Tris-HCI (75 ml), %10’luk SDS (4ml) ve 21 ml distile su
karistmindan meydana gelir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.3. Soliisyon C (4X)

IM Tris-HCI (pH 6.8)’den 50ml, %10’luk SDS’den 4 ml alinir, karisima 46
ml distile su ilave edilir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.4. Amonyum Persiilfat (AMPS) %10

0.5g AMPS 5ml distile su igerisinde ¢oziiliir (Bollag ve ark, 1996)

3.1.3.5.Yiiriitme Tamponu

3g Tris, 14.4g Glisin ve 1g SDS bir miktar distile suda ¢oziildiikten sonra son

hacim 1000ml’ye tamamlanir (Peterson ve ark, 2009).

3.1.3.6. Ornek Yiikleme Tamponu

Orneklerin jelde olusturulan kuyucuklara yiiklenmesi sirasinda, rneklerle V4

oraninda karistirilarak kullanilir. Cizelge 3.5 kullanilarak hazirlanir.
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Cizelge 3. 5.0rnek Yiikleme Tamponunun Hazirlanmasi

Kullanilacak ¢ozelti Alnmasi gereken miktar
1M Tris-HCI (pH 6.8) 0,6 ml

Gliserol (%50) 5ml

SDS (%10) 2ml

B-merkaptoetanol 0.5ml

%1 bromfenol mavisi Iml

Distile su 0.9ml

3.1.3.7. SDS Jel Boyama (Staining) Soliisyonu

SDS-PAGE sonunda protein bantlarinin goriintir hale getirilmesi icin
kullanilmigtir. 1g Coomassie Brillant Blue R-250, 450ml metanol igerisinde ¢oziiliip
filtre kagidiyla siiziiliir. Uzerine 100ml asetik asit ve 450ml distile su ilave edilir

(Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.8. SDS Jelden Boyay1 Geri Alma (Destaining) Soliisyonu

SDS-PAGE’de boyama islemi sonrasinda jeldeki boyanin geri alinmasi islemi
icin kullanilir. 100ml metanol, 100ml asetik asit ve 800ml distile su kariggmindan

elde edilir (Bollag ve ark, 1996).

3.1.3.9.SDS-PAGE’de Zimogram Analizi i¢cin Renatiirasyon Soliisyonlar

Renatiirasyon soliisyonu-A: %40 isopropanol eklenmis, (pH7.2) sodyum fosfat
tamponu seklinde istenilen miktarda hazirlanir.

Renatiirasyon soliisyonu-B : pH’st 7.2 olarak ayarlanmis sodyum fosfat
tamponundan istenilen miktarda hazirlanir.

Renatiirasyon soliisyonu-C: 1mM EDTA ve 1mM B-merkaptoetanol igeren pH7.2

sodyum fosfat tamponu olarak istenilen miktarda hazirlanir(Coral ve ark, 2002).
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3.1.4.ince Tabaka Kromotografisi Soliisyonlar
3.1.4.1. Kloroform-Asetik Asit-Distile Su Cozeltisi

CMCaz enzimlerine ait hidroliz iirtinlerinin belirlenmesi icin hareketli faz
olarak kullanilmistir. Kloroform-asetik asit-distile su (6:7:1) karisimindan olusur
(Singh ve ark, 2004).
3.1.4.2. Anilin-Difenilamin-Ortofosforik Asit Cozeltisi

Ince tabaka kromotografisinde, son iiriinlerin goriiniir hale getirilmesi
amaciyla TLC plaklarina piiskiirtiilerek kromotografi lekelerinin belirginlestirilmesi
icin kullanilmistir. %1 anilin ve %1 difenilamin aseton igerisinde ¢oziiliir, karisim
lizerine son konsantrasyonu %10 olacak sekilde ortofosforik asit ilave edilir (Singh
ve ark, 2004).

3.1.4.3. D-glukoz Cozeltisi

%1 (w/v) konsantrasyonda hazirlanir. Son iiriinlerin tanimlanmas1 amaciyla

standart olarak kullanilir.

3.1.4.4. Maltoz c¢ozeltisi

Ince tabaka kromotografisinde son iiriinlerin tanimlanmas1 amaciyla %1(w/v)

konsantrasyonda hazirlanir.

3.1.4.5. Maltotrioz Cozeltisi

Son f{iriinlerin tanimlanmasi i¢in kullanilir. %1 (w/v) konsantrasyonda

hazirlanir.
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3.2.Metod

3.2.1. Topraktan Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu

Adana’da cesitli bolgelerden alinan toprak ve kompost 6rnekleri 1’er gram
tartildiktan sonra pH’s1 sirasiyla pH 5.0, pH7.0 ve pH 9.0 olarak ayarlanmis N1
besiyerlerine inokiile edilip 24 saat siireyle, 55°C’deki calkalamali inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda 80°C’de 10dk sicaklik
uygulamasi gergeklestirilmistir (Hamilton, 1999, Arikan, 2008). On islem sonrasinda
tek koloni elde etmek amaciyla ayn1 pH’da hazirlanmis N1 agar besiyerine azaltma
ekim yapilmistir. 24 saat inkiibasyonun ardindan olusan kolonilerden karakteristik
Bacillus sp. goriiniimiinde olanlar segilerek N1 agara ¢izgi seklinde ekilmis ve
55°C’de inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen koloniler sonraki analizlerde

kullanilmak tizere N1 agarda stok seklinde saklanmiglardir.

3.2.2. Bakterilerin teshisi

Secilen bakteri Orneklerinin teshisi icin Gram boyama, spor olusumu,
hareketlilik gibi mikroskobik testler ve kiiltlir morfolojisinin incelenmesi gibi

degerlendirmeler yapilmistir (Ratanakhanokchai ve ark, 1999).

3.2.3. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.3.1. Kat1 besiyerinde CMCaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Izole edilen suslar, izolasyon pH’larma uygun olarak pH5.0, pH7.0 ve pH9.0
seklinde hazirlanmig CMC-agar besiyerine ¢izgi seklinde ekilmis ve 55°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petri kutusuna %0.1 Kongo
kirmizisi ¢6zeltisi dokiilerek drnekler 15 dakika siireyle boyanmustir.

Boyama siiresi sonunda, petri igerisindeki boya dokiiliip boyayr geri almak

tizere petriye 1M NaCl ¢ozeltisi koyulmustur. 15 dakikalik boya giderme isleminden
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sonra NaCl ¢ozeltisi uzaklastirilmis, sonuglar degerlendirilmistir. Boyama ve boya
giderme iglemleri sonunda etrafinda sar1 zon goriilen suslar CMCaz pozitif olarak

degerlendirilmistir (Teather and Wood, 1982).

3.2.3.2.Bakterilerin Kati Besiyerinde Uredigi, Enzim Sentezlerinin Gergeklestigi
pH ve Sicaklik Araliginin Saptanmasi

Alkali CMCaz iireten bakterilerin iiredigi ve enzim sentezlerinin gerceklestigi
pH araliginin saptanmasi i¢in, pH’s1; pH 8.0, pH 9.0, pH 10.0, pH 11.0, pH 12.0 ve
pH 13.0 olarak ayarlanmig CMC-agar, nétral CMCaz enzim f{ireticileri igin pH’s1
pH 6.0, pH7.0 ve pHS8.0 olarak ayarlanmigs CMC-agar, asidik CMCaz enzim
tireticileri i¢cin pH 4.0, pH5.0 ve pH6.0 degerine sahip CMC-agar besiyerlerine
secilen suslar ¢izgi seklinde ekilerek 30, 40, 50 ve 60°C’de inkiibasyon
gerceklestirilmistir.

En iyi lireme ve enzim aktivitesinin gerceklestigi pH ve sicaklik degeri,

koloni ¢ap1 ve aktivite zon ¢apinin dlglilmesiyle belirlenmistir. (Voget ve ark, 2006).

3.2.3.3. Swv1 kiiltiirde CMCaz Enzimi iiretimi ve Saflagtirilmasi

Secilen suslarin optimum iiredigi ve enzim Trettii pH degerlerinin
belirlenmesinden sonra asidik CMCaz enzimi lreticisi olarak SC61 susu pH’s1 4.0
olan sivi CMC besiyerine inokiile edilmistir. 10ml olarak hazirlanan baslangic
kiiltiirti 50°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra 1000ml’lik enzim tiretimi besiyerine
aktarilmistir. 50°C’de 200 rpm’de 24 saat iiretim ger¢eklestirilmistir.

Notral CMCaz enzimi iireticisi olan SC6 susu pH’s1 6.0 olarak hazirlanmig
10ml stvi CMC besiyerine inokiile edilmis, 50°C’de 200 rpm’de 24 saat inkiibe
edilerek baslangi¢ kiiltlirii hazirlanmistir. Hazirlanan bu kiiltiir 1000ml’lik enzim
iretimi besiyerine aktarilarak 50°C’de 200rpm’de iiretime devam edilmistir.

Alkali CMCaz enziminin liretilmesi i¢in segilen SC41 susu baslangig kiiltiirti

icin 10ml sivi CMC besiyerine inokiile edilmis pH10.0’da, 50°C’de 24 saat inkiibe
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edilmistir. Elde edilen bu kiiltiir ayn1 kosullardaki 1000ml miktarda enzim iiretim
besiyerine aktarilarak {iretime 24 saat daha devam edilmistir.

Enzimlerin saflagtirilmasi i¢in elde edilen kiiltiirler +4°C’de 8000 rpm’de 20
dk santrifiij edilmis, siipernatantin steril bir kapta toplanmasiyla hiicreler ortamdan
uzaklastinnlmistir. Elde edilen siipernatant {izerine orijinal hacmin %70’1 kadar %96
soguk etanol ilave edilmistir. Karigim alt-iist edilerek homojen hale getirildikten
sonra -33°C’de 1 gece bekletilmistir.

Presipite olan oOrnekler +4°C’de 10000rpm’de 20 dk santrifuj edilerek
ornekler toplanmistir. Cokelti pH’s1t 7.0 olan 0.1 M sodyum fosfat tamponunda

homojenize edildikten sonra buzdolabinda saklanmistir.

3.2.3.4. Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Araliginin Belirlenmesi

Kismi saflastirma ile elde edilmis asidik karakterdeki CMCaz enziminin
optimum aktivite gosterdigi pH degerini saptamak icin %1 substrat iceren KCI-HCI
(pH 1-2), Na-Sitrat (pH 3.0-5.0) ve Na-fosfat (pH 6.0-8.0), tamponlar1 kullanilarak
analiz edilmistir. Aktivite tayini i¢in 0.5 ml enzim ve her pH degerindeki substrat
cozeltisinden 0.5 ml substrat alinarak tiiplerde karistirilmistir. Hazirlanan enzim
substrat karigimlar1 enzimin iretildigi sicaklikta su banyosunda 60 dakika siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda her bir &rnek tiipiine esit miktarda DNS
ayiract konularak (1ml enzim+substrat, 1 ml DNS) 5 dakika kaynatilmistir. Tiipler
sogutulduktan sonra 540 nm’de kore karsi okuma islemi yapilmistir. Kor, esit
hacimde substrat ve DNS koyularak hazirlanmistir. En yiiksek absorbans degerinin
elde edildigi pH degeri 100 kabul edilerek diger pH degerleri buna gore oranlanmis
ve relatif enzim aktivitesi saptanmigtir.

Elde edilmis olan ndtral 6zellikteki enzimin optimum aktivite gosterdigi pH
degerinin belirlenmesi i¢in sitrat-fosfat (pH 3-5) ve sodyum fosfat (pH 6-8)
tamponlari ile hazirlanmis, %1 CMC igeren substrat ¢ozeltileri kullanilmistir. Deney
tiiplerine her pH degerindeki substrat ¢ézeltisinden 0.5 ml koyulup tizerlerine 0.5 ml
enzim ilave edildikten sonra karisim enzimin iiretildigi sicakliktaki su banyosunda 60

dakika siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda en yiiksek absorbans degerinin
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elde edildigi pH degerinde belirlenen aktivite degeri 100 kabul edilerek diger pH
degerleri bu degere gore oranlanmis ve diger pH’lardaki relatif enzim aktivitesi
hesaplanmustir.

Inkiibasyon siiresi sonunda her bir &rnek tiipiine esit miktarda DNS ayiraci
konularak (1 ml enzim+substrat, 1 ml DNS) 5 dakika kaynatma yapilmistir. Tiipler
sogutulduktan sonra 540 nm’de, kore karst okuma islemi yapilmistir. Kor, esit
hacimde substrat ve DNS ayiraci kullanilarak hazirlanmistir.

Alkali karakterdeki CMCaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH
degerinin belirlenmesi i¢in sodyum fosfat (pH 6-8), glisin-NaOH (pH 9-10) ve
Borax-NaOH(11-13) tamponlari ile hazirlanmis, %1 CMC igeren substrat ¢ozeltileri
kullanilmistir. Deney tiiplerine her pH degerindeki substrat ¢ozeltisinden 0,5 ml
koyulup iizerlerine 0,5 ml enzim ilave edildikten sonra karisim enzimin tretildigi
sicakliktaki su banyosunda 60 dakika siireyle inkiibe edilmis ve standart aktivite
tayini yapilmstir.

Inkiibasyon sonunda en yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH
degerinde belirlenen aktivite 100 kabul edilerek diger pH degerleri buna gore

oranlanmis ve relatif enzim aktivitesi hesaplanmistir.

3.2.3.5.Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicakhik Degerlerinin

Belirlenmesi

Enzimlerin optimum aktivite sicaklifi belirlenirken optimum aktivite
gosterdikleri pH degerinde substrat cozeltileri hazirlanarak aktivite tayinlerinde
kullanilmigtir. Bu amagla SC61 susundan elde edilen asidik CMCaz enzimi i¢in pH
4.0 (sitrat tamponu), notral karakterdeki SC6 susundan elde edilen enzim i¢in pH 6.0
(sodyum fosfat tamponu) ve alkali CMCaz i¢in pH’s1 12.0 (borax-NaOH tamponu)
olarak hazirlanmis substrat ¢ozeltileri kullanilmustir.

0.5 ml enzim optimum pH’da hazirlanmig 0.5 ml substrat ile karistirildiktan
sonra 30°C, 40°C, 50°C 60°C, 70°C, 80°C, 90°C ve 100°C’de 1 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde tiiplere esit hacimde DNS ayiraci ilave

edilmis ve kaynar suda 5 dakika siireyle bekletilmistir. Kaynatma islemini takiben
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tiipler sogutulmus ve 540nm’de spektrofotometrede okunmustur. En yiiksek
aktivitenin goriildiigii sicakliktaki absorbans degeri 100 kabul edilerek rolatif aktivite

hesaplanmustir.

3.2.3.6. Enzimlerin Sicakhik Stabilitelerinin Belirlenmesi

Kismi saflagtirma ile elde edilmis olan enzimlerin sicaklik stabilitelerinin
belirlenmesi i¢in her enzimden 0.5 ml tiiplere konulmustur. Enzim 6rnekleri iizerine
substrat eklenmeksizin 30°C, 40°C, 50°C 60°C, 70°C, 80°C, 90°C ve 100°C’de 1saat
siireyle &n inkiibasyona tabi tutulmustur. On inkiibasyonu takiben tiiplere 0.5 ml
optimum pH’da hazirlanmis substrat ilave edilmis ve optimum aktivitenin
gergeklestigi  sicaklik degerinde 1 saat inkiibe edilmigtir. Kalan aktivitenin
belirlenebilmesi i¢in 0.5 ml optimum pH’da hazirlanmis substrat ve 0.5 ml enzim
koyulan tiip optimum sicaklikta, 6n isleme tabi tutulmadan, 1 saat inkiibe edilmesiyle
kontrol degeri elde edilmistir. Aktivite siiresinin bitiminde tiiplere 1’er ml DNS
ayiract ilave edilmis, benmaride 5 dakika kaynatildiktan sonra 540nm’de kore karsi
okunmustur. Kor, 1ml substrat ve 1ml DNS ayiraci koyularak hazirlanmistir. Kontrol
tiipiine ait absorbans degeri 100 kabul edilmis ve diger degerler buna gore

oranlanarak rolatif kalan aktivite degerleri hesaplanmistir.

3.2.3.7. Enzimlerin pH Stabilitelerinin Belirlenmesi

Kismi saflastirma ile elde edilen CMCaz enzimlerinin pH stabilitesinin
belirlenmesi i¢in, enzimden tiiplere 2’ser ml dagitilmig, 10000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda iist faz atilmig dipte kalan enzim uygun pH’da
ayarlanmig substratsiz tamponlar ile resiispanse edilmistir. Asidik CMCaz enzimi
icin pH 2.0-6.0 araliginda hazirlanmis tamponlar kullanilirken, ndtral CMCaz igin
pH 4.0-8.0 araliginda hazirlanmis pH tamponlar1 , alkali CMCaz i¢in pH 9.0-13.0
araliginda tamponlar kullanilmistir. Uygun pH tamponlartyla resiispanse edilen

enzimler 55°C’de 24 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmustur.

47



3. MATERYAL VE METOD Inci Suna HURTAS TATLI

On inkiibasyon siiresi sonunda 0.5ml enzim 0.5 ml optimum pH’da
hazirlanmis substrat ile karistirilmis ve optimum aktivite sicakliginda 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda tiiplere esit miktarda DNS ayiraci ilave
edilmis benmaride 5 dakika siireyle kaynatilmistir. Sogutulan tiipler 540 nm’de
okunmustur.

Optimum pH’da hazirlanmis 6n islemden ge¢cmemis 0.5ml enzimle 0.5 ml
substratin aktiviteye koyulmasindan elde edilen kontrol degeri 100 kabul edilmis ve

diger degerler buna gore oranlanarak rolatif kalan aktivite hesaplanmugtir.

3.2.3.8. Enzimlerin Aktivitelerine NaCl’iin EtKisinin Belirlenmesi

NaCl’iin enzim aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi ig¢in, enzimlerden
2’ser ml tiiplere koyulduktan sonra 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust
faz atildiktan sonra dipte kalan enzim %3, %5, %7,5, %10, %15 ve %20
konsantrasyondaki tuz cozeltilerinde, resiispanse edilmis ve 55°C’de 1 saat 6n
inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyonun ardindan standart aktivite tayini
yapilmistir. On islemden gegmeyen enzimden 0.5ml alinmis, optimum pH’daki
0.5ml substratla resiispanse edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 1’er ml DNS
ilave edilmis ve benmaride 5 dakika kaynatma islemi yapilmistir. Sogutulan tiipler
540nm’de kore kars1 okunmustur. Kontrol degeri 100 kabul edilmis ve diger degerler

buna gdre oranlanarak kalan aktivite degerleri hesaplanmstir.

3.2.3.9. inhibitorlerin Enzim Aktivitesine Etkisi

Inhibitdrlerin enzim aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi icin, enzim
tiiplere 2’ser ml miktarda koyulup 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Ust
faz atildiktan sonra dipte kalan enzim 8mM iire, SmM MnCl,, SmM MgCl,, SmM
ZnCl,, SmM CaCl,, 5SmM BaCl,, 5mM EDTA, 5mM 1-10 phenonthroline ve % 1
Triton x-100, % 1 Tween-20, % 1 Tween-80, % 1 PMSF, % 1 B-merkaptoetanol, %1
SDS ile reslispanse edilmistir. Enzim inhibitér karigimlari 55°C’de 1 saat 6n

inkiibasyona birakildiktan sonra her bir O6rnekten 0.5ml alinip 0.5ml substratla
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karistirilmis ve optimum sicaklikta 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
tiplere 1 ml DNS ilave edilmis ve 5 dakika kaynatilmistir. Sogutulan tiipler
spektrofotometrede 540 nm’de okunmustur. Kontrol degerinin belirlenebilmesi i¢in
On islemden gegmeyen enzimden 0.5ml alinmig 0.5ml substratla karistirildiktan sonra
1 saat inkiibe edilmistir. DNS ilave edilip kaynatilan kontrol tiipiliniin degeri 100
kabul edilmis ve diger degerler bu degere gore oranlanarak rolatif kalan aktivite

degeri hesaplanmustir.

3.2.4. Poliakrilamid Jel Elektroforez (PAGE) ile Molekiiler Agirhik ve

Zimogram Analizi

Enzimlerin molekiil agirliklar1 ve enzime ait aktivitenin analizi i¢in SDS-
PAGE jel sistemi kullanilmistir. Jel sistemi %10’luk konsantrasyonda hazirlanmistir.

(Laemmli, 1970).

3.2.4.1. SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmasi

%10 Konsantrasyondaki ayirici jelin hazirlanmasi amaciyla Sol A (6,5 ml),
Sol B (5,0 ml), Distile Su (7,1 ml) ve %3 CMC igeren optimum pH’da hazirlanmis
substrat ¢ozeltisi (1,3 ml) karistirilmisg, hazirlanan soliisyondaki molekiiler oksijenin
uzaklastirilmast icin 5 dakika degaz islemi yapilmistir. Jel karigimina
polimerizasyonun gerceklesmesi icin, 66 ul AMPS ve 13 ul TEMED ilave edildikten
sonra cam plakalar arasina dokiilmiistiir. Jelin iizeri saf suyla kapatilmis ve
polimerizasyona birakilmistir. Polimerizasyonun tamamlanmasinin ardindan jelin iist
yilizeyindeki distile su dokiilmiistiir.

Dengeleyici iist jelin hazirlanmasi i¢in Sol A (1,5 ml), Sol C (2,25 ml),
Distile su(5,25 ml) karisimi hazirlanmig, molekiiler oksijenin uzaklastirilmasi
amaciyla 5 dakika degaz islemi yapilmistir. Degaz islemini takiben
polimerizasyonun gerceklestirilmesi i¢in ortama AMPS (30 pl) ve TEMED (7,5 ul)
ilave edildikten hemen sonra cam plakalar arasina, ayirici jel tizerine dokiilmiistiir.

Bu asamadan sonra, protein Orneklerin yiiklenebilmesi i¢in kuyu olusturulmasi
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amaciyla kullanilan tarak, cam plakalar arasina hi¢ hava kalmayacak sekilde

yerlestirilmis ve polimerizasyona birakilmistir.

3.2.4.2. Enzim Orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

SDS-PAGE zimogram analizi i¢in enzimler yiiriitme tamponuyla " oraninda
karistirildiktan sonra, jel igerisinde olusturulmus olan kuyulara, uygun miktarlarda
yiiklenmistir. Orneklerin molekiiler agirliklarnin belirlenebilmesi i¢in kuyulardan
birine standart protein 6rnegi yiiklenmistir. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra
jele 26 mA akim verilmis, orneklerin ayiric1 jele gegtikleri noktada ise akim siddeti
13’e distiriilmiistir. Elektroforez islemi 6ncii molekiiller olarak kullanilan bromfenol

mavisi jelin sonuna 2 cm yaklastiginda sonlandirilmstir.

3.2.4.3. SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi ve Zimogram Analizi

Elektroforez islemi sonlandirildiktan sonra, marker’in bulundugu kisim
kesilerek jelden ayrilmistir (Aygan ve Arikan, 2008; Saul ve ark, 1990). Marker’in
boyanmasi i¢in Coomasie Brillant Blue R-250 boyasinda 2 saat boyama islemi
gerceklestirilmistir. Boyanin  giderilmesi islemi icin, boyadan geri alma
solisyonunda 1 gece birakilmistir. Jelin enzimleri bulunduran kismi zimogram
analizi i¢in kullamlmistir. Bu amacgla Oncelikle renatiirasyon islemleri
gerceklestirilmistir.  Jel Renatlirasyon Soliisyonu 1°de 1 saat, Renatlirasyon
Soliisyonu 2’de 1 saat ve Renatiirasyon Soliisyonu 3°de 1 gece bekletilmistir.
Renatiirasyon tamamlandiktan sonra jel cam plaka ilizerine alinmig, plastik bir kaba
yerlestirilerek kapagi kapatildiktan sonra uygun sicaklikta (Jelin kurumadigi
durumlarda optimum aktvivite sicakliginda) 24 saat inkiibe edilmistir (Coral ve Ark,
2002).

Inkiibasyon siiresinin sonunda, jeldeki aktivite bantlarmin goriiniir hale
getirilebilmesi icin jel %0.1’lik Kongo kirmizisiyla 15 dakika boyanmis ve
sonrasinda 1M NaCl kullanilarak 15 dakika boya giderimi yapilmistir. Kirmizi

boyanmus jel lizerindeki sar1 zonlar aktivitenin goriildiigii bolgelerdir.
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3.2.5. Enzim Substrat Reaksiyonuna Ait Son Uriinlerin Belirlenmesi

Enzim-substrat reaksiyonlar1 sonucunda a¢iga ¢ikan son iriinlerin
belirlenmesi i¢cin Merck TLC Silica Gel F,ss ince tabaka kromotografisi

plakalarindan yararlanilmistir.

3.2.5.1.Enzimlere Ait Son Uriinlerin Saptanmasi

Reaksiyon sonucu aciga c¢ikan diriinlerin belirlenebilmesi i¢in enzimin
optimum pH’sinda hazirlanmis %1 CMC igeren (pH 4.0, pH 6.0 ve pH 12.0’da
hazirlanmis) substrat c¢ozeltileri enzim Ornekleriyle 1:4 oraninda karistirilmas,
optimum aktivite sicakliginda 1 gece inkiibasyona birakilmistir. Son {irlinlerin
belirlenebilmesi i¢in standart olarak %1 konsantrasyonda hazirlanmis glikoz, maltoz
ve maltotrioz ¢ozeltileri kullanilmustir.

TLC plakalar1 islemden 6nce 100°C’de 30 dakika aktive edilmistir. Bir siire
sogutulduktan sonra 30-50 pl miktarlarda 6rnekler, plakalara yiiklenmis ve havada
kurumasi icin bir silire bekletilmistir. Plakalar hazirlandiktan sonra molekiillerin
silika jelde go¢ edebilmeleri icin bir yiiriitiicli ¢ozeltisi (kloroform-asetik asit-distile
su) icerisine daldirilmistir (Singh ve Ark, 2004). Goc¢ etme isleminin
tamamlanabilmesi i¢in islem 5-7 saat devam ettirilmistir.

Analizi yapilan irlinlerin goriiniir hale getirilebilmesi i¢in plaka iizerine
asetonda hazirlanmis anilin:difenilamin:ortofosforik asit ¢ozeltisi piiskiirtiilmiistiir
(Singh ve Ark, 2004). Bu uygulamanin hemen ardindan plakalara 120°C’de 45

dakika kurutma islemi yapilarak kromotografi lekeleri goriiniir hale getirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu

Adana’da cesitli bolgelerden toprak ve kompost Ornekleri toplanmis, sivi
besiyerinde 55°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda laboratuarda 6n iglemden (80°C’de
10dk) gegirilen 6rnekler pH’s1 5.0, 7.0 ve 9.0 olarak hazirlanmig N1 besiyerine
yayma ekim yapilmistir. Kat1 besiyerinde 55°C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra
karakteristik Bacillus goriiniimiinde 248 sus secilmis, CMC hidroliz yeteneklerinin,
tireme sicakliklarinin ve iireme pH araliginin belirlenebilmesi icin izolasyon
pH’sindaki N1 besiyerine c¢izgi seklinde ekilip stok olarak buz dolabinda
saklanmistir.

Stok olarak se¢ilmis 248 susun 28’1 (%11,2) CMCaz aktivitesi gostermistir.
CMCaz aktivitesine sahip suslar optimum enzim irettikleri sicaklik ve pH’nin
belirlenmesi ve enzim {iretimi i¢in kullanilmigtir. Asidik CMCaz iiretimi i¢in pH
4.0’de optimum iireme gosteren SC61 susu, notral CMCaz iiretimi i¢in pH 6.0°da
optimum iireme gosteren SC6 susu ve alkali karakterde CMCaz iiretimi i¢in pH

10.0’da optimum iireme gosteren SC41 susu se¢ilmistir.

4.2. Bakterilerin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Enzim iiretimi ve karakterizasyonu i¢in segilen suglar, genis beyaz renkli,
dalgali kenarli ve mukuslu kolonilere sahiptir. Gram boyama ve mikroskobik
incelemeler sonucunda, suslarin gram pozitif karakterde, sporlu ve comak sekilli
olduklar1 goriilmiistiir. Suslar, aerob, hareketli, katalaz pozitif 6zellik tasimakta ve
glikozu asit olusturarak parcalamaktadir. Bu 6zelliklere gore segilen suslar, Bacillus

sp. olarak tanimlanmistir.
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4.3. Suslari Kati Besiyerinde Ureme ve Enzim Uretme Ozellikleri

4.3.1. SC61 Susunun Kati Besiyerinde Ureme ve Enzim Uretme Ozellikleri

SC61 susunun iireme ve enzim iliretme yeteneginin belirlenmesi i¢in pH 4.0-
7.0 araligindaki besiyerlerinde, 30-60°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Enzim
sentezinin pH 4.0-7.0 araliginda ve 30-50°C’de gergeklestigi goriilmiistiir. 60°C’de
lireme ve enzim iretimi gdzlenmemistir. Bununla beraber optimum enzim sentezi pH
4.0’de ve 50°C’de gerceklesmistir. SC61 susu pH 4.0°de 50°C’de 23.0 mm koloni
capina sahipken aktivite zonunun cap1 45.0 mm’ye ulasmistir. Bu sonuglar enzim

iretimi i¢in secilen SC61 susunun asidofil bir bakteri oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.1.SC61 Susunun pH 4.0-7.0 araliginda kat1 besiyerinde lireme ve enzim
liretme sonugclari.

30°C 40°C 50°C 60°C
K.C ZC K.C ZC K.C ZC KC |zC
pH 4.0 1.0 4.0 1.0 4.0 230 | 45.0
pH 5.0 5.0 110 |6.0 15.0 200 | 25.0
pH 6.0 4.0 9.0 5.0 9.0 12.0 22.0
pH 7.0 4.0 120 |70 15.0 180 | 25.0
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Sekil 4. 1. Bacillus sp.SC61 Susunun Kat1 Besiyerinde Ureme ve Enzim
Uretimi Analizi

4.3.2. SC6 Susunun Kat1 Besiyerinde Ureme ve Enzim Uretme Ozellikleri

SC6 susunun optimum iiredigi ve enzim firettigi pH ve sicaklik degerinin
belirlenmesi i¢in pH 5.0-8.0 araligindaki besiyerlerine ekim yapilmis ve 30-60°C
araliginda 24 saat inkiibasyon gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda
susun pH 6.0-8.0 araliginda ve 30-50°C’de iireyebildigi gézlenmistir. Bacillus sp.
SC6 susu, pH 5.0°de iireme gostermemistir. Petri kaplari Kongo kirmizisiyla
boyandiktan ve boya giderimi yapildiktan sonra, bakterilerin koloni ¢aplar1 ve sar1
renkli aktivite zonlarinin caplari dlgiilerek net aktivite zonu belirlenmistir. Optimum

tiremenin gerceklestigi pH ve sicaklik degeri pH 6.0 ve 50°C olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4. 2. SC6 Susunun pH 5.0-8.0 araliginda kat1 besiyerinde lireme ve enzim
iiretme sonuclari.

30°C 40°C 50°C 60°C

K.C ZC K.C ZC KC ZC KC |zC
pH 5.0 - - - - - - - -

pH 6.0 4.0 6.0 100 | 160 |400 |46.0

pH 7.0 5.0 6.0 110 |17.0 150 | 230 |140 |180
pH 8.0 4.0 5.0 100 | 140 190 |260 |150 | 180

Sekil 4. 2.Bacillus sp.SC6 Susunun Kati Besiyerinde Ureme ve Enzim
Uretme Analizi

Wang ve ark 2009, yilinda yaptiklar1 ¢alismada, seliilaz aktivitesine sahip
Salinivibrio NTU-05 susunun optimum sicakliginin 35°C oldugu, optimum iireme
pH’smnin 7.5 oldugu, bunun yaninda pH 5.0-9.0 araliginda tlireme yeteneginde
oldugunu bildirmislerdir.

Brevibacillus sp. JXL susuyla yapilan ¢alismada, kati besiyerinde iireme
ozellikleri degerlendirilen JXL susunun optimum iiremesini 57°C ve pH 7.0°de
gergeklestirdigi ve bu kosullar altinda, CMC, kristalin seliiloz ve ksilan1 hidroliz
edebildigi belirtilmistir (Liang ve ark., 2009).
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Literatiir verileri ve SC6 susuna ait koloni ve zon c¢aplar1 goz Online

alindiginda SC6 susunun notral karakterde oldugu anlasilmaktadir.

4.3.3. SC41 Susunun Kat1 Besiyerinde Ureme ve Enzim Uretimi Sonuglar

SC41 susu, en iyi iredigi pH degerinin belirlenebilmesi i¢in pH 8.0-13.0
araligindaki besiyerlerine ekilmis ve optimum iireme sicakliginin belirlenebilmesi
icin 30-60°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda SC41
susunun pH 13.0°de 60°C’de ilireme gostermedigi goriilmiistiir. Petri kaplar1 Kongo
kirmizisiyla boyanip, boyasi geri alindiktan sonra koloni caplari ve sar1 renkli
aktivite zon caplar1 Olciilerek net aktivite zonlar1 belirlenmistir. Optimum iiremenin
ve enzim iiretiminin gerceklestigi pH degeri 10.0 sicaklik degeri 50°C bulunmustur

Literatiire bakildiginda Bacillus sp. C14 susunun optimum enzim {iretimini
gerceklestirdigi en genis aktivite zonunu gosterdigi pH degerinin pH 9.0 oldugu
bildirilmistir (Aygan ve Arikan, 2008).

Singh ve ark, 2004 yilinda toprak 6rneklerinden elde ettikleri bakterilerden en
1yl enzim tretimi gergeklestiren susu belirlemek i¢in Kongo kirmizisi ile boyama
yontemini kullanmislar en genis zon ¢apina sahip Bacillus sphaericus JS1 susunu
enzim lretimi i¢in se¢mislerdir. JS-1 susunun pH 6.8-11.0 ve 30-55°C araliginda
lireme ve enzim liretimi gerceklestirdigini bildirmislerdir.

SC41 susunun pH 10.0’da en genis aktivite zonuna sahip olmasi ve pH 8.0-
12.0 araliginda tireme goOstermesi susun alkalifilik 6zellikte oldugunu gosterir

niteliktedir.
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Cizelge 4. 3. SC41 Susunun pH 8.0-13.0 araliginda kat1 besiyerinde iireme ve enzim
iiretme sonugclari.

30°C 40°C 50°C 60°C

KC ZC K.C ZC K.C ZC KC |zC
pH 8.0 3.0 4.0 5.0 11.0 10.0 140 |10 1.0
pH 9.0 3.0 4.0 5.0 11.0 6.0 120 |10 -
pH 10.0 3.0 4.0 4.0 9.0 5.0 120 |10 -
pH 11.0 - 2.0 4.0 9.0 9.0 130 |10 -
pH 12.0 - 1.0 2.0 6.0 2.0 5.0 - -
pH 13.0 - - - - - - - -

Sekil 4. 3. Bacllus sp. SC41 Susunun Kat1 Besiyerinde Ureme ve Enzim
Uretimi Analizi
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4.4. SC61 CMCaz Enziminin Karakterizasyonu

4.4.1. SC61 CMCaz Enziminin Kati1 Besiyerindeki Aktivitesi

Kismi saflastirma ile elde edilen enzim CMC-agar’a 50ul miktarda

damlatilmis, 55°C’de 24 saat birakilmistir. Enzimin kati besiyerinde aktivite

gosterdigi goriilmiistiir.

Sekil 4. 4.5SC61 CMCaz Enziminin CMCagar Uzerindeki Aktivite Zonu.

4.4.2. SC61 CMCaz Enziminin Optimum pH Arahig

Alkol presipitasyonuyla kismi saflagtirilmasi yapilmis olan enzim, optimum
aktivitenin gerceklestigi pH degerini saptamak ic¢in %1 substrat iceren KCI-HCI (pH
1.0-2.0), Na-Sitrat (pH 3.0-5.0) ve Na-fosfat (pH 6.0-8.0), tamponlar1 kullanilarak
analiz edilmistir. SC61 CMCaz enzimi pH 2.0-6.0 aralifinda tiim pH degerlerinde
yiiksek aktiviteye sahip olmakla beraber, optimum aktivite gosterdigi pH degerinin
pH 3.0 oldugu belirlenmistir.

Enzim aktivitesi pH 6.0°da belirgin sekilde diisiis gdstermistir (%76). Enzim
pH 2.0 degerinde yaklasik %89 aktivite gosterirken, pH 2.0-5.0 araliginda ortalama
%80, pH 2.0-4.0 araliginda ortalama %95 aktivite elde edilmistir. Enzim,
aktivitesinin pH 4.0’de %96’sin1 ve pH 5.0’de %90’ 1n1 korumaktadir. SC61 CMCaz
enziminin asidik pH degerlerinde yiiksek aktiviteye sahipken pH degerinin nétrale
yaklagtirllmasiyla aktivitede diisiis oldugunun gézlenmesi, optimum pH’smin 3.0

olarak belirlenmesi, pH 2.0 gibi ekstrem bir asitlik degerinde aktivitesini korumasi
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SC61 CMCaz enziminin asidik bir enzim oldugunu ve aktivite pH’sinin genis bir
aralikta oldugunu gdstermektedir.

Cok sayida arastirmaci, ¢ogunlugu mantarlar ve mayalar iizerinde olmak
tizere farkli organizmalarda asidik karakterde selillaz enzimi izolasyonu ve
karakterizasyonu gergeklestirmislerdir. Li ve Ark (2006), Bacillus sp. AC-1
susundan CMCaz izole etmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada pH 4.5 ve 6.5’da olmak
tizere iki pike sahip oldugunu belirledikleri enzimi termoasidofil olarak
tanimlamislardir. Enzim pH 3.5-7.5 araliginda %90 aktiviteye sahiptir (Li ve ark,
2006).

Rastogi ve ark (2010), komposttan izole ettikleri Geobacillus sp. WSUCF1 ve
altin madeninden izole ettikleri Bacillus sp. DUSELR13 suslarindan seliilaz enzimi
izole etmislerdir. Elde edilen enzimlerin pH 3.0-6.0 araliginda yiiksek aktiviteye
sahip olduklar1 belirlenmis, optimum aktivite gosterdikleri pH degeri her iki enzim
icin de pH 5.0 olarak bulunmustur (Rastogi ve ark, 2010).
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Sekil 4. 5. SC61 CMCaz Enziminin Optimum pH Grafigi.

Rastogi ve ark (2010), South Dakota’da bir altin madeninde izole ettikleri
CMCaz aktivitesine sahip DUSELG12 (Brevibacillus sp.) ve DUSELR7(Geobacillus
sp.) suslarindan izole edilen enzimleri karakterize etmislerdir. Mezofil karakterdeki
DUSELGI2 susu maksimum aktivitesini pH 5.5’de gosterirken, termofil
karakterdeki DUSELR7 susu maksimum aktivitesini pH 5.0’da gostermistir. Her iki
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enzim de pH 3-10 araliginda aktivite gostermis, ancak pH 6.0’dan sonra aktiviteleri
diisiise gegmistir (Rastogi ve ark, 2009).

Cryptococcus sp. S-2 susundan elde edilen CMCaz enziminin optimum pH’s1
3.5 olarak bulunmus, enzimin pH 2.0-6.0 araliginda aktif oldugu
belirlenmistir(Thongekkaew ve ark, 2008). Penicillum citrinum’dan elde edilmis
olan CMCaz biri pH 5.5’de digeri pH 8.0’da olmak {izere iki optimum aktivite pikine
sahiptir (Dutta ve ark., 2008). Grigorevski-Lima ve ark. Aspergillus fumigatus’dan
elde ettikleri CMCaz enzimini karakterize etmis ve optimum pH’sin1 2.0 olarak
belirlemislerdir(Grigorevski-Lima ve ark, 2009). Coral ve ark, yaptiklar1 arastirmada
Aspergillus niger Z10 susundan CMCaz enzimi iiretmis ve bu enzimi karakterize
etmislerdir. A.niger Z10’a ait enzimin aktivite aralig1 pH 3.0-9.0 olarak belirlenirken
pH 4.5 ve pH 7.5’de iki optimum aktivite piki belirlemiglerdir(Coral ve ark, 2002).

Goriildugi gibi Bacillus sp. SC61 susundan elde edilen CMCaz enzimi pH
2.0-6.0 araliginda aktivite gostermesi ile bakteriyal kaynakli diger asidik
CMCaz’larla benzerlik gostermektedir. SC61 susunun optimum pH’s1t 3.0 olarak
belirlenmistir, literatiirde bu degere en yakin sonu¢ Bai ve ark (2010)nin
Alicyclobacillus sp. A4 susundan elde etmis olduklar1 optimum aktivite pH’s1 2.6
olarak belirlenmis olan ekstrem asidik B-1,4-Glukanaz enzimidir (Bai ve ark, 2010).

Rastogi ve ark., 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Bacillus ve Geobacillus
suslarindan elde ettikleri ve optimum aktivite pH’s1 5.0 olan enzimleri asidofilik
olarak tanimlamiglardir. Literatiir verilerine gore Bacillus sp. SC61 susuna ait enzim
Bacillus sp. suslarindan elde edilmis CMCazlar arasinda en diisiik optimum aktivite

pH’sina sahip asidik CMCaz enzimidir.

4.4.3. SC61 CMCaz Enziminin Optimum Aktivite Sicakhig1

Enzim aktivitesinin optimum gergeklestigi sicakligin bulunabilmesi ig¢in
enzim, optimum aktivitenin gerceklestigi pH degerinde (pH 3.0) hazirlanmis %1
CMC igeren substrat ¢ozeltisi kullanilarak 30-100°C araliginda analiz edilmistir.
SC61 CMCaz enziminin, 30°C’de %63 aktivite gosterirken 100 °C de yaklasik %65
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Enzim 50-80 °C araliginda ortalama %89, 60-
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80 araliginda %87 ve biitiin sicakliklar dikkate alindiginda %76 relatif aktivite
gostermistir. 80°C’nin iizerindeki sicakliklarda sicaklik artisinin enzim aktivitesi
tizerine 6nemli bir etkisi olmadig1 goriilmektedir. Bu sonuglara goére SC61 enzimi
termofil karakterde bir enzimdir. 100°C’de aktivitesini %65 koruyabilmesi yliksek
sicaklikta stabil oldugunu gosterir niteliktedir.

Li ve ark (2006)’'nin Bacillus sp.AC-1 susundan elde ettikleri termoasidofilik
endoglukanaz enzimi optimum aktivitesini 70°C’de goOstermis ancak sicaklik
80°C’ye yiikseltildiginde aktivitenin %48’e distigli goriilmiistir. SC61 CMCaz

enzimi 80°C’de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin %75’ini koruyabilmistir
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Sekil 4. 6 SC61 CMCaz Enziminin Optimum Sicaklik Grafigi.

Literatiir verilerinde asidik CMCaz i¢in optimum aktivite sicakligi Rastogi ve
ark (2010)’min Bacillus ve Geobacillus suslar1 lizerinde yaptig1 ¢calismada 70-75°C
olarak belirlenmistir. Rastogi ve ark. (2010) Geobacillus ve Brevibacillus suslarindan
elde ettikleri asidik CMCaz enziminin optimum aktivite sicakligini 55°C ve 75°C
bulmuslardir. Alicyclobacillus sp. ile yapilan bir ¢alismada izole edilen ekstrem
asidik B-1,4- glukanaz enziminin optimum sicaklig1 65°C olarak belirlenmistir (Bai
ve ark, 2010). Thongekkaew ve ark (2008)’nin Cryptococcus sp. S-2 susu ile

yaptiklar1 ¢alismada ise optimum aktivite sicakligi 40-50°C olan CMCaz enzimi
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izole edilmistir. Aspergillus fumigatus 75 susundan elde edilen CMCaz enzimi ig¢in
optimum sicaklik 50°C olarak belirlenmistir (Liu ve ark, 2011).

Bacillus sp. SC61 asidik CMCaz enziminin 30-100°C’de yaklasik olarak
ortalama %76 relatif aktivite gostermesi mezofilden termofile uzanan bir araliktaki
sicaklik degerlerinde giivenle kullanilabilecegini gostermektedir. Bununla beraber
optimum sicaklik degeri elde edilen literatiir verileriyle uyum gdosterirken aymni

zamanda enzimin termofilik karakterde oldugunu da kanitlar niteliktedir.

4.4.4. SC61 CMCaz Enziminin pH Stabilitesi

SC61 CMCaz enziminin pH stabilitesi, pH 2.0-6.0 araliginda 55°C’de 24
saatlik on inkiibasyon sonunda, standart aktivite analizi yapilarak belirlenmistir.
Enzim tiim pH degerlerinde, ortalama %42 kalan aktivite gostermistir. Enzim pH 2.0
gibi ekstrem asidik pH degerinde, 24 saat sonunda %40 stabil kalmistir. pH 2.0-4.0
araliginda ise ortalama stabilitesi %42’dir. Bu degerler enzimin disiik pH
degerlerinde ve yiiksek sicakliklarda bile aktivitesini korudugunu, asidostabil

karakterde bir enzim oldugunu kanitlar niteliktedir.
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Liu ve ark 2011 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Aspergillus fumigatus 7.5’den
elde ettikleri CMCaz enzimi, aktivitesine pH stabilitesinin etkisinin belirlenebilmesi
icin pH 3.0-11.0 aralifindaki pH degerlerinde, 50°C’de 5-10-15 ve 20 saat on
inkiibasyona birakilmistir. Buna gore enzimin pH 4.0-7.0 araliginda, 20 saatlik
inkiibasyon sonunda aktivitesinin %80’ini korurken artan pH degerinin kalan
aktivitede diisiise yol actig1 belirtilmistir.

Wang ve ark 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 7Trichoderma koningii ZJU-T
susundan asidik pB-glukanaz enziminin pH stabilitesini belirlemek i¢in, B-glukanaz
enzimini pH 2.0-8.0 araliginda, 24 saat 4°C’de inkiibe etmislerdir. Enzim pH 2.0’de
%100 tizerinde aktivite gosterirken, pH 3.0°de %10 ve pH 8.0’e dogru giderek azalan
aktivite gosterdigi bildirilmistir.

2009 yilinda yapilan bir ¢calismada elde edilen endoglukanaz enziminin pH
stabilitesi degisen pH degerlerinde 16 saatlik 6n inkiibasyon sonunda belirlenmistir.
Enzimin pH 7.0-9.0 araliginda oldukga stabil (>90) oldugu ancak pH’daki diisiisiin
enzimin aktivitesinde de diislise yol agtig1 belirtilmistir (Ng ve ark, 2009).

Cryptococcus sp. S-2 1ile yapilan bir calismada, izole edilen CMCaz
enziminin pH stabilitesi pH 3.5-8.5 araligindaki degerlerde, 15 dakikalik 6n
inkiibasyona tabi tutularak belirlenmistir. Enzimin pH 7.0’de %100 aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir. pH 4.5°de %40 kalan aktiviteye sahip olan enzimin stabilitesi
pH nétrale yaklastikga artig gostermis alkali pH’da ise kalan aktivitede dnemli diisiis
goriildigi belirtilmistir. Enzimin pH 8.5°de yaklasik %30 relatif aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir (Thongekkaew ve ark, 2008).

Literatiir verileriyle kiyaslandigi zaman SC61 CMCaz enziminin 55°C’de, 24
saat sonunda ozellikle asidik pH degerlerinde ortalama %42 aktivite gosterebilmesi

enzimin asit stabil bir enzim oldugunu gosterir niteliktedir.

4.4.5. SC61 CMCaz Enziminin Termal Stabilitesi

SC61 susuna ait CMCaz enzimi 30-100°C’de 1 saat On inkiibasyona

birakilmis, bu siire sonunda yapilan standart aktivite tayini ile sicaklik stabilitesi

belirlenmistir. SC61 asidik CMCaz enzimi 30 ve 40°C’lerde aktivitesini hig
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kaybetmemistir. Enzimin, 30-100°C araliinda ortalama %82 stabil oldugu
goriilmektedir. 30-70°C araliginda aktivitesini %88 korumus, 70-100°C araliginda
ortalama %74 oraninda stabil kaldigi goriilmiistiir. Termofil karakterdeki enzimin
izolasyon sicaklig1 olan 50°C ile 100°C araligindaki ortalama stabilitesi %76 olarak
bulunmustur. Bu sonuglara goére enzimin termostabil bir karakterde oldugu

sOylenebilmektedir.
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Literatiir verilerine bakildiginda, Bacillus sp. DUSELR13 susuna ait CMCaz
enzimi 50°C’de 1giin sonunda hi¢ aktivitesini kaybetmemis, 60°C ve 70°C ’de 1 giin
sonunda aktivitesini sirasiyla %97 ve %78 koruyabilmis, 80°C’de 1 giiniin sonunda
aktivitesini %90 kaybetmistir (Rastogi ve ark, 2010). Bununla beraber sicaklik 90 ve
100°C’ye c¢ikarildiginda 1 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesini tamamen
kaybetmistir. Bacillus sp. SC61 susu 90°C’de bir saat sonunda aktivitesini %70 ve
100°C’de 1 saat sonunda aktivitesini %72 korumustur.

Bacillus sp. AC-1 sugunun 30°C’de stabilitesini korudugu ve 50°C’de 1 saat
inkiibasyon sonunda %480 stabil kaldigr bulunmustur (Li ve ark, 2006). SC61
CMCaz enzimi 50°C’de %79 stabildir. Baska bir calismada Alicyclobacillus sp.
A4’den elde edilen ekstrem asidik f-1,4-Glukanaz enziminin 60°C’de 1 saat
inkiibasyon sonunda %85’in iizerinde aktiviteye sahip oldugu bununla beraber
65°C’de 1 saat sonunda tiim aktivitesini kaybettigi belirlenmistir (Bai ve ark, 2010).
Liu ve ark (2008), Bacillus sp. suslariyla yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri [-
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glukanaz enzimlerinin 50°C’de %80°den fazla stabil olduklarin1 ancak artan
sicakligin enzimin stabilitesinde diislise yol actigini belirtmislerdir. Brevibacillus sp.
DUSELGI2’den elde edilen CMCaz enzimi 50°C’de lsaat inkiibe edildiginde
aktivitesinde diislis goriilmemistir. Bununla beraber sicaklik 70°C’nin {izerine
cikarildiginda aktivitesinin %98’ini ilk 5 dakikada, sicaklik daha da artirildiginda
(80°C,90°C ve 100°C) ilk 2 dakikada aktivitesinin %98’ini kaybettigi gortilmiistiir
(Rastogi ve ark, 2010).

SC61 CMCaz enziminin termal stabilitesi literatiirdeki benzer enzimlerle
kiyaslandiginda, 6zellikle yiiksek sicakliklar (80, 90 ve 100°C) g6z 6niine alindigi

zaman, daha yiiksek ve genis bir sicaklik alaninda stabil oldugu goriilmektedir.

4.4.6. SC61 CMCaz Enziminin Aktivitesine NaCl’iin EtKisi

%3-%20 NaCl igeren ortamda 55°C 60 dakika ©on inkiibasyon sonunda,
standart aktivite tayini ile enzimin kalan aktivitesi belirlenmistir. Buna gore enzim,
%3, %5, %7,5, %10, %15 ve %20 konsantrasyonlarda; %80, %90, %86, %89, %95
ve %96 kalan aktiviteye sahiptir. En yiiksek aktivite degeri %20 tuz
konsantrasyonunda elde edilirken biitiin konsantrasyonlar i¢in ortalama %89.3 kalan
aktivite belirlenmistir. Bu sonu¢ enzimin yiiksek diizeyde halostabil oOzellikte

oldugunu gostermektedir.
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Bacillus licheniformis AUO1’den izole edilen CMCaz enzimi 35°C’de ve %0-
30 NaCl konsantrasyonunda 1 saat 6n inkiibasyona birakilmig daha sonra standart
aktivite tayini yapilmistir. Enzim %15 NaCl konsantrasyonunda aktivitesini %75
korumustur. Konsantrasyon 9%20-%30’a ¢ikarildiginda ise aktivitede disis
gozlenmistir (Annamalai ve ark, 2011). Bacillus sp. C-14 susundan elde edilen
CMCaz enziminin %20 NaCl konsantrasyonunda %133, %30 NaCl
konsantrasyonunda %95 aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu enzimin %12,5-%25
NaCl konsantrasyonlarinda ortalama %128 aktiviteye sahip oldugu bulunmustur
(Aygan, 2008). 2009 yilinda Wang ve ark. Tarafindan yapilan bir arastirmada
Salinivibrio sp. strain NTU-05 susundan elde edilen halostabil karakterdeki seliilaz
enziminin ImM NaCl varliginda %157 relatif aktivite gosterdigi, aynt zamanda
optimal aktivitesini %5 NaCl varliginda gosterdigi ve NaCl bulunmayan ortamda
aktivitesinin %90’a diistiigii belirlenmistir. Bunun yaninda NaCl konsantrasyonunun
%15-25 araliginda oldugu durumlarda enzim aktivitesinin azaldigi, %25 NaCl
bulunan ortamda 4 saat sonunda kalan aktivitesinin %24’e kadar diistiigii

goriilmektedir (Wang ve ark, 2009).

4.4.7. SC61 CMCaz Aktivitesine Selatér inhibitor ve Metal Iyonlarinin Etkisi

Cesitli metal iyonlar1 selatér ve inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisinin
belirlenmesi i¢in enzim, ImM, 5SmM ve % 0,1 konsantrasyonlardaki kimyasallarla 60
dakika 6n inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyon isleminden sonra standart enzim
aktivitesi testi ile kalan aktivite saptanmustir. Enzim aktivitesi B-merkaptoetanol
(%108) ve MnCl, (%211) ile indiiklenmistir. Phenantrolin (%31), iire (%30) ve
triton-X100 (%36) ile 6nemli diizeyde inhibe olmustur. Sodyum siilfit (%89), CaCl,
(%68), MgCl, (%69), Tween-20 (%70) ve Tween-80 (%69)’e oldukca dayanikli
ozellik gostermektedir. SDS (%45) ve EDTA (%48) ile kismen inhibe olmustur. Bu
ozellikler enzimin okside edici ajanlar ve SDS gibi deterjanlara direngli oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4. 10.SC61 CMCaz Enzimine Selator, Metal Iyonlari ve Inhibitér Etkisi.

Seliilaz enzimleri lizerine EDTA nin etkisi ¢esitli yonlerde olabilmektedir bazi
arasgtiricilar elde ettikleri CMCaz enziminin EDTA ile indiiklendigini belirtirken
(Kim ve ark, 2009), ¢ok sayida arastirmada enzim aktivitesinin hi¢ etkilenmedigi ya
da relatif aktivitenin %90-95 araliginda oldugu belirtilmistir (Aygan ve Arikan 2008,
Bai ve ark, 2010). Bunlarin yaninda Lee ve ark, (2008), yaptiklar1 ¢alismada elde
ettikleri selillaz enziminin SmM EDTA ile 50°C’de 60 dakika on inkiibasyonu
sonunda enzim aktivitesinin %24,5+4,8’e diistiigiinii bulmuslardir. SC61 susundan
elde edilen CMCaz enzimi SmM EDTA ile %52 inhibe olarak, %48 relatif aktivite
gostermistir. Enzimin PMSF ile tamamen inhibe oldugu belirlenmistir.

CMCaz enzimi 5SmM CaCl, varliginda %68 relatif aktivite gostermistir.
Literatiir verilerine bakildiginda seliilaz enzimlerinin CaCl, varliginda aktivitelerini
tamamen kaybetmedikleri goriilmektedir. CaCly’iin bazi calismalarda seliilaz
enziminde indiikleyici bir etkisi olmakla beraber (Aygan ve Arikan, 2008, Lee ve
ark, 2008, Annamalai ve ark, 2011, Ng ve ark, 2009) aktivitede diisiise neden oldugu
caligsmalar da bildirilmistir (Apiraksakorn ve ark, 2008, Wang ve ark, 2007, Bai ve
ark, 2010).

SC61 asidik CMCaz enzimi MgCl, ile muamele edildiginde aktivitesinin
%69’a diistiigii belirlenmistir. Diger bir deyisle enzim %31 oraninda inhibe olmustur.

Bazi arastiricilar elde ettikleri endoglukanaz aktivitesine sahip enzimlerin MgCl,’den
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etkilenmeyip aktivitelerini koruduklarini gdstermislerse de (Liu ve ark., 2008)
seliilaz enzimlerinin MgCl, varliginda farkli oranlarda inhibe oldugu c¢alismalar da
bulunmaktadir (Huang ve Monk, 2004, Dutta ve ark, 2008). Kim ve ark, (2005)
Bacillus sp. HSH-810 susundan elde ettikleri selillaz enziminin (1mM) MgCl,
varliginda %31 oraninda inhibe oldugunu gostermislerdir. Bu veri elde ettigimiz
enzimin 6zellikleriyle benzerlik gostermektedir.

SC61 suguna ait CMCaz enzimi MnCl, ile oldukga yiiksek oranda indiiklenerek
%211 aktivite gostermistir. Literatiir verilerine bakildiginda Bacillus subtilis subsp.
subtilis A-53 susundan elde edilen CMCaz enziminin 5mM MnCl, ile muamele
edilmesinden sonra indiiklenerek %103,5 aktivite gosterdigi bildirilmistir (Kim ve
ark, 2009). Ayrica, Ba1 ve ark. (2010) asidik B-1,4-endoglukanaz enziminin MnCl,
ile indiikklendigini ve On inkiibasyon sonunda %134,9 aktivite gosterdigini
bulmuslardir.

CMCaz enzimi Tween-20, Tween-80 ve Triton x-100 deterjanlariyla 6n isleme
tabi tutulmus ve relatif aktivitelerinin sirasiyla %70, %69 ve %36 oldugu
belirlenmistir. Tween-20 ve Tween-80 ile muamele edildiginde aktivitede bir diisiis
oldugu ancak enzimin tamamen inhibe olmadigi 1 saat sonunda yaklasik %70 aktif
oldugu goriilmektedir. Mawadza ve ark (2000), Bacillus sp. suslarindan elde ettikleri
selilaz enzimlerinin %1 Tween-80 ile muamele edildiklerinde aktivitelerinin
tamamen inhibe oldugunu gostermislerdir. Singh ve ark (2001), yaptiklar1 ¢alismada
Bacillus sp. VG-1 sugsundan elde edilen CMCaz enziminin %0,5 Tween-20, Tween-
80 ve Triton x-100 ile 6n isleme tabi tutuldugunda relatif aktivitesinin sirasiyla
%90,%80 ve %86 ’ya diistiiglinii belirlemislerdir.

Agaricus brasiliensis’den izole edilen endo B-1,3- glukanaz enzimi, denatiiran
bir ajan olan iire varlifinda yiiksek oranda inhibe olarak aktivitesini %75
kaybetmistir (Shu ve ark, 2006). Benzer sekilde SC61 asidik CMCaz enzimi 8M fiire
varliginda inhibe olarak aktivitesini %70 kaybetmistir.

Bai ve ark (2010), Alicyclobacillus sp. A4 susundan elde ettikleri endoglukanaz
enziminin ImM ve 10mM B Merkaptoetananol ile indiiklenerek sirasiyla %117 ve
%174,5 aktivite gosterdigini bildirmislerdir. SC61 asidik CMCaz enzimi ise %1 B

Merkaptoetananol ile indiiklenerek %108 aktivite gostermistir.
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Farkli arastiricilar SDS’nin seliilaz enzimi aktivitesi iizerine inhibe edici etkisi
oldugunu belirlemislerse de bazi enzimler bu deterjanin varliginda indiiklenerek
aktivitelerini artirmislardir. Bai ve ark, (2010) asidik B-1,4-glukanaz enziminin 10
mM SDS ile tamamen inhibe oldugunu 1mM SDS ile %13,2 relatif aktivite
gosterdigini bulmuslardir. SC61 CMCaz enzimi SDS ile %55 inhibe olarak %45

aktivite gostermistir.
4.4.8. SC61 CMCaz Enziminin SDS-PAGE ile Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

SC61 asidik CMCaz enziminin molekiiler agirligit SDS-PAGE ile 88 kDa’luk
tek bir bant olarak belirlenmistir. Apiraksakorn ve ark (2008), yaptiklar1 ¢alismada,
Bacillus subtilis GN156’dan izole ettikleri JI ve pJ2 pB-1,3-1,4-D-glukanaz
enzimlerinden J1’in molekiiler agirligimin 25 kDa ve pJ2’nin molekiiler agirliginin
ise 90 kDa oldugunu bildirmislerdir. Literatiirdeki asidik bir endoglukanaz enzimine
ait bu deger SC61 CMCaz enzimiyle benzerlik gostermektedir.

Cin’deki bir soda goliinden elde edilen Bacillus sp. 111-3 susundan farkli
Ozelliklerde iki endoglukanaz enzimi izolasyonu ve karakterizasyonu
gergeklestirilmistir. I1I1-3-A’nin molekiiler agirligi 45 kDa olarak belirlenirken I1I-3-
B’nin molekiiler agirliginin 85 kDa oldugu bildirilmistir (Liu ve ark, 2008)

—> 88 kDa

66 kDa (yumurta
albumini)

Sekil 4. 11.SC61 CMCaz enziminin SDS-PAGE ile Molekiiler Agirlik Analizi
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4.4.9. SC61 CMCaz Enziminin TLC Analizi

SC61 susunun CMC’yi hidroliz etmesi sonucu elde edilen son {iriiniin
belirlenmesi amaciyla ince tabaka kromotografisi kullanilmstir. Analiz sonucunda

reaksiyona ait son iiriiniin maltoz oldugu belirlenmistir.

| — Glukoz

———> Maltoz
——> Maltotrioz

Sekil 4. 12.TLC Yo6ntemiyle SC61 CMCaz Enzimine Ait Son Uriinlerin Belirlenmesi

Ueda ve ark (2010), seliillaz enzimi iizerine yaptiklar1 ¢aligmada elde ettikleri
enzimin 3, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonu sonucundaki hidroliz iiriinlerinin belirlenmesi
icin TLC metodunu kullanmiglar ve enzimin son iiriinlerini glukoz, sellobioz,
sellotrioz, sellotetraoz ve sellooligosakkaritler oldugunu belirlemislerdir. Aygan ve
ark (2011), Bacillus licheniformis C-108 susu ile yaptiklar1 ¢aligmada elde ettikleri
endoglukanaz enziminin son {iriiniin az miktarda glukoz, yogunluklu olarak sellobioz

ve daha uzun zincirli oligosakkaritler oldugunu bildirmislerdir.
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4.5. SC6 CMCaz Enziminin Karakterizasyonu

4.5.1. SC6 CMCaz Enziminin Kat1 Besiyerindeki Aktivitesi

Kismi saflagtirma ile elde edilen SC6 CMCaz enzimi CMC-agar’a 50ul
miktarda damlatilmig, 55°C’de 24 saat birakilmistir. Enzimin kati besiyerinde

aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

4.5.2. SC6 CMCaz Enziminin Optimum pH Arahg:

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi i¢in Na-sitrat
(pH 3.0-5.0) ve Sodyum- fosfat (pH6.0-8.0) tamponlari igerisine %1 CMC koyularak
hazirlanan substrat ¢ozeltileri kullanilmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH
degeri 6.0 olarak saptanmistir. CMCaz enzimi, pH 4.0°de %95 aktivite gostermekte,
pH 4-8 araliginda ortalama %96 aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bununla
beraber pH 8.0’de enzim aktivitesi %93’e diismektedir. Ortam pH’sinin
ylkselmesiyle aktivitede diisiisiin gozlenmesi ve optimum aktivitenin pH 6.0’da

goriilmesi elde edilen enzimin nétral karakterde oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 13.SC6 CMCaz Enziminin Optimum pH Grafigi.
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Bischoff ve ark 2006 yilinda Bacillus licheniformis’den izole edilen
endoglukanaz enziminin pH 4.5-10.0 araliginda genis bir aktivite araligina sahip
oldugunu bulmuslar ancak maksimal aktivitesinin pH 6.0’da goriildiiglinii
belirtmiglerdir. Enzimin , genis bir pH araliginda aktivite gosterdigi, pH 4.5’de %75,
pH 10.0°da %40 aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Liu ve ark (2008), Bacillus izolatlarindan elde ettikleri B-glucanase I1I-3-A
ndtral enziminin optimum aktivite pH’sinin 7.0 oldugunu belirlemislerdir. Kim ve
ark.’nin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alisma sonucunda elde ettikleri CMCaz enziminin
optimum aktivite pH’sin1 6.5 olarak belirlemis, pH 5.0-7.5 aralifinda aktivitesini
%40°dan fazla korudugunu bulmuslardir. Mawadza ve ark (2000), Bacillus sp. CH43
seliilaz enziminin optimum aktivite pH’ sinin 6.5 ve optimum aktivite sicakliginin
70°C oldugunu bildirmislerdir. CH43 enziminin pH 4.0’de %40, pH 9.0°da %50
aktiviteye sahipken, pH 10.0’da aktivitesini tamamen kaybettigi belirtilmistir. 2008
yilinda Lee ve ark, Bacillus amyloliquefaciens DL-3 susundan seliilaz enzimi izole
etmigler ve enzimin optimum aktivite pH’sin1 7.0 olarak belirlemislerdir. Enzimin
pH 4.0-9.0 araliginda aktivitesini %60 korudugunu bulmuslardir.

Bacillus sp. SC6 susundan elde edilen nétral CMCaz enziminin aktivite
gosterdigi pH araligr literatiir verileriyle benzerlik gostermektedir. pH 4.0-8.0
araliginda ortalama %96 aktiviteye sahip olmasinin yaninda alkali bir pH degeri
olan pH 8.0’de aktivitesini %93 gibi yliksek oranda korumasi ve benzer sekilde pH
4.0’de %95 aktiviteye sahip olmast SC6 CMCaz enziminin hem alkali hem de asidik

ortamlarda yiiksek relatif aktivite degerine sahip oldugunu gostermektedir.

4.5.3. SC6 CMCaz Enziminin Optimum Aktivite Sicakhgi

Optimum sicaklik degerinin belirlenmesi amaciyla, enzimin optimum
aktivite gosterdigi pH degerinde (pH 6.0) hazirlanmig substrat kullanilmig, 30-90°C
araliginda standart aktivite tayini yapilmistir. Enzimin, optimum aktivite gosterdigi
sicaklik degeri 70°C’dir. Tium sicaklik degerlerinde, ortalama %97, 50-80°C
araliginda yaklasik olarak %99 ve 60°C-90°C sicaklik araliginda %96 kalan

aktiviteye sahip olmasi bu enzimin termofil 6zellikte bir enzim oldugunu gosterir
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niteliktedir. 30-80°C araliginda ortalama aktivite degeri yaklasik olarak %97°dir bu
deger SC6 CMCaz enziminin genis bir sicaklik araliginda yiiksek oranda aktiviteye

sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 14.SC6 CMCaz Enziminin Optimum Sicaklik Grafigi.

Bischoff ve ark (2006), optimum pH’sin1 6.0 olarak belirledikleri
endoglukanaz enziminin optimum aktivite sicakliginin 65°C oldugunu bulmuslardir.

Li ve ark 2006, yilinda yaptiklar1 calismada Bacillus sp. AC-1 susundan elde
ettikleri, optimum aktivite pH’sim1 4.5 ve 6.5 olarak belirledikleri Ba-EGA
endoglukanaz enziminin optimum aktivite sicakliginin = 70°C  oldugunu
bildirmislerdir. Sicakligin 80°C’ye yiikseltilmesiyle aktivitenin azalmaya bagladigi
ve %48’e kadar diistiigli belirlenmistir. SC6 CMCaz enzimi 80°C’deki 1 saatlik
inkiibasyon sirasinda aktivitesini %98 korumustur. Benzer Ozellikte olmalarina
ragmen SC6 enziminin yiiksek sicakliklardaki aktivitesinin Ba-EGA enzimine gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

60-80°C araliginda optimum aktiviteye sahip enzimler termofil enzimler
olarak tanimlanmistir ve termofil karakterdeki bu enzimlere proteazlar, glikozil
hidrolazlar (amilaz, pullulanaz, glikoamilaz, glukozidazlar, seliilazlar, xylanazlar),
kitinaz, lipaz ve esterazlar 6rnek verilmistir (Kumar ve ark, 2011; Van den Burg,

2003). SC6 CMCaz enzimi 70°C’lik optimum aktivite sicakligina sahip olmasiyla
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termofil karakterde bir enzimdir ve literatirdeki notral ve termofil karakterdeki

seliilaz enzimlerine ait sonuglarla benzerlik géstermektedir.
4.5.4. SC6 CMCaz Enziminin pH Stabilitesi

SC6 CMCaz enziminin pH stabilitesi pH 4.0-8.0 araliginda ve 55°C’de 24
saatlik inkiibasyon sonunda belirlenmistir. Enzimin tiim pH degerlerinde %93 kalan
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda SC6 CMCaz enzimi pH 5.0
ve pH 6.0’da aktivitesini tamamen korumustur. pH stabilitesi alkali degerlere dogru
gidildikge diisiis gosterse de %80’ini altina inmedigi, bununla beraber pH 4.0 ve pH
5.0’de sirastyla %92 ve %100 stabil oldugu bulunmustur. SC6 CMCaz enziminin pH
50 ve 6.0 araliginda ve 55°C’de aktivitesini hi¢ kaybetmemesi pH stabil ve

termostabil karakterde bir enzim oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4. 15.SC6 CMCaz Enziminin pH Stabilitesi Grafigi.

Kalan Relatif Aktivite

Kontrol

Bacillus sp. A8-8 susundan izole edilmis olan optimum pH’sim1 pH 6.0’da
gostren B-1,3-1,4 glukanaz enziminin, pH 2-10 arasinda ortalama %60 stabil oldugu
bildirilmistir. Ayrica, enzimin pH 5.0’de %100 stabilken artan pH’yla beraber
stabilitede diisiis oldugu belirtilmistir. Enzim optimum aktivite gosterdigi pH
degerinde yaklasik %70 stabilite gostermistir (Jung ve ark, 2007).
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Shu ve ark (2006), yaptiklar1 ¢alismada, optimum aktivitesini pH 4.5’de
gosteren endo-B-1,3 glukanaz enziminin pH stabilitesini 50°C’de 30 dakikalik 6n
inkiibasyon sonunda belirlenmis, pH 3.0-6.0 arasinda yiiksek pH stabilitesine sahip
oldugu bildirilmistitr.

Bacillus sp. L1 susundan izole edilen organik solvent tolerant seliilaz
enziminin pH stabilitesi 30°°deki 24 saatlik inkiibasyon sonunda belirlenmistir.
Enzimin, pH 7.0-9.0 araliginda aktivitesinin tamamina yakinin1 korudugu bununla
beraber, pH 6.0’da ve pH 10.0°da aktivitenin sirasiyla %70 ve %50’ye diistiigiinii
belirtmislerdir (Li ve Yu, 2012).

Bacillus sp. AC-1 susundan elde edilen Ba-EGA enziminin pH 2.0-13.0
araliginda 30°C’de 2 saat siireyle On inkiibasyonu sonunda kalan aktivitesi
belirlenmistir. Enzimin, pH 8-10 araliginda aktivitesini yiiksek oranda korudugu
ancak, optimum pH degeri olan pH6.0’da stabilitesinin yaklasik %70 oldugu
bildirilmistir (Li ve ark, 2006).

Literatiir verileriyle kiyaslandigi zaman SC6 CMCaz enziminin genis pH

araliginda yiiksek stabiliteye sahip oldugu goriilmektedir.

4.5.5. SC6 CMCaz Enziminin Termal Stabilitesi

SC6 susuna ait CMCaz enziminin 30-100°C’de 6n inkiibasyona birakilmis,
bu siire sonunda yapilan standart aktivite tayini ile sicaklik stabilitesi belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore enzim, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80° ve 90°C
sicakliklarda sirastyla %99, %95, %102, %98, %96, %94 ve %95 kalan aktiviteye
sahiptir. Enzim, 50°C’de indiiklenerek %102 aktivite gostermektedir. Tiim sicaklik
degerlerinde ortalama %97 ve 60°C-90°C sicaklik araliginda %96 kalan aktiviteye
sahiptir.
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Sekil 4. 16. SC6 CMCaz Enziminin Termal Stabilite Grafigi.

Literatiir verilerine bakildiginda, Liu ve ark, 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
elde ettikleri, optimum aktivitesini 50°C’de gosteren notral B-glukanaz enziminin,
30-80°C araliginda 10 dakikalik inkiibasyon sonunda stabilitesinin 50°C’ye kadar
ortalama %385 oldugunu belirtmislerdir. Bu sicakligin iizerine cikildiginda enzim
aktivitesinin diistigl belirlenmistir .

Li ve ark (2006), yaptiklari calismada elde ettikleri termoasidofil
karakterdeki endoglukanaz enziminin optimum sicakligin1 70°C olarak belirlemisler;
termal stabiliteyi belirlemek i¢in enzimi 20-70°C araliginda 1 saat 6n inkiibasyona
tabi tutmuslardir. Enzimin 50°C’de %@80’den fazla aktivitesini koruyabildigini
belirtmislerdir.

2000 yilinda yapilmis bir ¢alismada Bacillus sp. HR68 ve CH43 suslarindan
elde edilen seliilaz enzimlerinin sicaklik stabiliteleri degerlendirildiginde, enzimlerin
50°C’ye kadar stabil oldugu ancak 50°C’nin iizerine ¢ikildiginda enzim aktivitesinin
distiigii belirtilmistir. CH43 seiilaz enziminin 10 dakikalik 6n inkiibasyon sonunda
70-80°C araliginda, 1 saat on inkiibasyon sonunda 60°C’de aktivitesini tamamen
kaybettigi ancak 50°C’de 24 saat sonunda %100 aktivitesini korudugu
belirtilmistir(Mawadza ve ark, 2000).

Bacillus subtilis subsp. subtilis A-53 susundan saflastirilan CMCaz enziminin

termal stabilitesi 20-90°C araliginda sicaklik degerlerinde 24 saat On inkiibasyon
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sonucunda belirlenmistir. Enzimin 50°C’ye kadar ortalama %70, 50°C iizerindeki
sicaklik degerlerinde ise ortalama %30 aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Kim
ve ark, 2009).

30-60°C araliginda yaklasik %99, 50-90°C araliginda ortalama %97
aktiviteye sahip olmasi elde ettigimiz enzimin termofil ve termostabil 6zellikte bir
enzim oldugunu gosterir niteliktedir. SC6 CMCaz enzimi, 50°C’de %102 stabilite
gostermesi, 90°C’de %95 stabil olmasi nedeniyle literatiirdeki benzer o6zellikli

enzimlere oranla yiiksek termal stabiliteye sahiptir.

4.5.6. SC6 CMCaz enziminin aktivitesine NaCl’iin etkisi

%3-%20 NaCl iceren ortamda 55°C’de 60 dakika on inkiibasyon sonunda,
standart aktivite tayini ile enzimin kalan aktivitesi belirlenmistir. SC6 Bacillus sp.
susundan elde edilen seliillaz enzimi %3, %5, %7,5, %10, %15 ve %20
konsantrasyonlarinda sirastyla %105, %110, %114, %115 , %113 ve %112 relatif
aktivite gostermistir. Enzim %7,5, %10 ve %15 konsantrasyonlarda ortalama %114
aktivite gostermektedir. Bu durum analiz edilen enzimin halofil 6zellikte oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4. 17.SC6 CMCaz Enzimi Aktivitesine NaCl’iin Etkisi
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Bacillus licheniformis AUOl susuna ait CMCaz enziminin optimum
aktivitesini %10 NaCl konsantrasyonunda gosterdigi belirlenmistir. NaCl
konsantrasyonu %20’ye ¢iktiginda enzim aktivitesinde diisiis gozlenmis ve relatif
aktivitenin %30 oldugu bulunmustur. %30 konsantrasyonda ise bu deger %34
olmustur (Annamalai ve ark, 2011). Hirasawa ve ark (2006), yaptiklar1 bir calismada
NaCl’iin ve diger bazi tuzlarin (0,5 M NaBr, Na,SO4, CH;COONa ve KCl, 0,2M
NH4Cl, 50mM LiCl veNH4NO;3;, 5SmM (NHj3),SO,) izole ettikleri endoglukanaz
enziminin aktivitesini 4 kat arttirdigini belirlemislerdir. Buna gore enzim 0,2M —
1.5M (yaklasik olarak %1,16-%8,76 NaCl konsantrasyonu) NaCl varliginda
aktivitesini 4 kat artirmistir.

Literatiirle kiyaslandig1 zaman ¢esitli endoglukanaz ve seliilaz enzimleri NaCl
varliginda indiikklenmis ya da stabilitelerini korumus olsa da SC6 CMCaz enzimi
%20 NaCl varhiginda %112 aktivite gostermesi ve %3-%20 NaCl varliginda
indiiklenmesiyle NaCl’ye kars1 diger seliilaz enzimlerinden daha stabil bir 6zellik

gostermektedir.

4.5.7.SC6 CMCaz Aktivitesine Selator Inhibitor ve Metal Iyonlarimin Etkisi

Cesitli metal iyonlar1 selatér ve inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisinin
belirlenmesi i¢in enzim, 1mM, SmM ve %0,1 konsantrasyonlardaki kimyasallarla 60
dakika 6n inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyon isleminden sonra standart enzim
aktivitesi testi ile kalan aktivite saptanmistir. Enzim aktivitesi, 1,10 phenonthrolin
(%44), Na-siilfit (%89), EDTA (%99), MnCl, (%126), CaCl, (%54), ZnCl, (%36),
Merkaptoetanol (%77) ve Tween-20 (%104) varliginda indiiklenirken, PMSF (%4)
diisiik diizeyde, Triton X-100 (%31) ve Ure (%28) énemli oranda enzim aktivitesini
inhibe etmistir. Bununla beraber SC6 Bacillus sp. Susundan elde edilen CMCaz
enzimi MgCl, (%100) ve Tween-80 (%101) ile orijinal aktivitesini tamamen

korumustur.
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Sekil 4. 18.SC6 CMCaz Enzimine Selatdr, Metal Iyonlar1 ve inhibitér Etkisi

Triton x-100 SC6 nétral CMCaz enziminin aktivitesini %31 oraninda inhibe
etmis ve aktivite %69’a diigmiistiir. Baz1 kaynaklarda (Trivedi ve ark, 2011) seliilaz
enziminin Triton x-100 varliginda indiiklenerek aktivitesini artirdig1 gosterilmisse de,
Triton x-100 varlifinda inhibe olarak aktivitesini kaybeden enzimler de belirtilmistir.
Bacillus sp. VGI1 susundan elde edilen CMCaz enzimi Triton x-100 varliginda
aktivitesini %86’ya diistirmiistiir (Huang ve Monk, 2004, Singh ve ark., 2001).

Tween 20 Bacillus agaradhaerens’den elde edilmis olan NaCl varliginda
indiiklenebilir bir endoglukanaz enziminin aktivitesini %10 luk bir artisla %110°a
cikarmistir (Hirasawa ve ark, 2006). Benzer sekilde SC6 enzimi Tween 20 varliginda
indiiklenerek %204 aktivite gostermistir. Literatiir verilerine bakildiginda SC6
CMCaz enzimi Tween 20 varliginda aktivitesinin 2 kat artmasiyla diger CMCaz
enzimlerinden ayrilmaktadir.

Trivedi ve ark 2011 yilinda yaptiklar1 c¢alismada Bacillus aquimaris’den elde
ettikleri organik solvent stabil seliilaz enziminin Tween-80 varliginda %103 aktivite
gosterdigini  belirtmislerdir. Literatiirdeki bu deger SC6 enziminin Tween-80
varliginda gosterdigi %101 relatif aktivite degeriyle oldukca benzerdir.

SC6 CMCaz enzimi MnCl, varliginda indiiklenerek %226 aktivite gostermistir
Bacillus licheniformis AUO1 susundan elde edilen termostabil ve halostabil

karakterdeki CMCaz enziminin MnSO4’1in 0.1mM konsantrasyonunda indiiklenerek
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aktivitesi %107.66, ImM konsantrasyonda ise %145’e yiikseldigi goriilmiistiir
(Annamalai ve ark, 2011).

SC6 CMCaz enzimi B-merkaptoetanol ile indiiklenmis aktivitesini %77
oraninda artirmistir. Caldibacillus cellulovorans gen. nov., sp. nov’den elde edilen
CMCaz enzimi son konsantrasyonu 8.4 mM olan B-merkaptoetanol ile muamele
edildigi zaman aktivitesinin %88.7’ye diistiigii belirlenmistir(Huang ve Monk, 2004).
Bununla beraber, Alicyclobacillus sp. A4’den izole edilen B-glukanaz enziminin
artan PB-merkaptoetanol konsantrasyonunda (ImM konsantrasyonda %117, 10mM
konsantrasyonda %174.5) aktivitesinin indiiklenerek arttigi belirlenmistir (Bai ve
ark, 2010). Bacillus sp. SC6 susundan elde edilen notral karakterdeki CMCaz
enziminin B-merkaptoetanol ile indiiklenmesi literatlir verileriyle de benzerlik
gostermektedir.

1996 yilinda yapilan bir calismada Bacillus sp.’den elde edilen seliilaz
enziminin, ortamda EDTA varliginda aktivitesinde degisiklik olmadig1 goriilmiistiir
(Horani, 1996). Bacillus subtilis subsp. subtilis A-53 susundan elde edilen CMCaz
enzimi, SmM konsantrasyondaki EDTA ile 50°C’de 1 saat inkiibe edilmis, enzimin
indiiklenerek %187 aktivite gosterdigi bulunmustur (Kim ve ark, 2009). SC6 CMCaz
enziminin EDTA ile 6n isleme tabi tutulmasinin ardindan %199 aktivite gosterdigi
belirlenmigtir. Elde edilen sonug literatiir verileriyle benzerlik géstermektedir.

Aygan ve Arikan (2008), yaptiklar1 calismada Bacillus sp. C-14 susundan
elde ettikleri endoglukanaz enziminin CaCl, ile indiiklenerek aktivitesinin %132
oldugunu belirtmislerdir.  Bacillus licheniformis AUO1’den elde edilen CMCaz
enziminin 0.ImM konsantrasyondaki CaCl, ile %23 indiiklenerek %123, 1mM
konsantrasyondaki CaCl, ile %46 indiiklenerek %146 aktivite gOstermistir
(Annamalai ve ark, 2011). Peng ve ark 2011, yilinda yaptiklar1 calismada
Clostridium thermocellum’dan elde ettikleri termostabil seliilaz enziminin ImM Ca"
varliginda indiiklenerek aktivitesinin 2 katin iizerinde indiiklendigini belirtmislerdir.
Arastirmacilar bu sonugtan yola ¢ikarak, artan Ca™ konsantrasyonlarmda enzim
aktivitesini degerlendirmisler, 0.75mM Ca' konsantrasyonda aktivitesinin %115
oldugunu, artan Ca™ konsantrasyonun enzim aktivitesinde onemli artisa sebep

olmadigini belirtmislerdir (Peng ve ark, 2011). Bacillus sp. SC6 susundan elde
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edilen notral karakterdeki CMCaz enzimi SmM CaCl, ile %54 indiiklenerek %154
aktivite gostermistir.

Bacillus sp.’den izole edilen endoglukanaz III-3-A ve III-3-B enzimlerinin
Mg*? varhiginda aktivitelerinin etkilenmedigi belirtilmistir (Liu ve ark, 2008).
Termofilik Geobacillus sp. 70PC53’den elde edilen endoglukanaz enziminin Mg ™
varliginda aktivitesinin etkilenmedigi belirlenmistir (Ng ve ark, 2009). Literatiir
verilerine benzer sekilde SC6 CMCaz enzimi MgCl, ile muamele edildiginde

aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmamustir.

4.5.8. SC6 CMCaz Enziminin SDS-PAGE Zimogram Analizi
SC6 noétral CMCaz enziminin  optimum aktivite pH’sinda (pH 6.0)

hazirlanmis substrat igeren %10’luk SDS-PAGE kullanilarak zimogram analizi

yapilmis, molekiiler agirlig1 121 kDa olan tek bir aktivite bandi belirlenmistir.

121 kDa «——

Sekil 4. 19.SC6 CMCaz Enziminin Zimogram Analizi Sonucu.

Bacillus sphaericus JS1 susundan izole edilen seliilaz enziminin molekiiler
agirhigi native jel elektroforeziyle 183 kDa olarak bulunmus, SDS-PAGE ile 42 kDa
agirhiginda tek bant bulunmus bu durumun da enzimin 4 homojen alt birimden
olugmasindan kaynaklandigi belirtilmistir (Singh ve ark, 2004). Eckert ve Schneider,
(2003) yaptiklar1 calismada Alicyclobacillus acidocaldarius susundan elde ettikleri
endoglukanaz enziminin molekiiler agirligin1t SDS-PAGE ile 100 kDa bulmusglardir.
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4.5.9. SC6 CMCaz Enziminin TLC Analizi

CMCaz enziminin CMC’yi hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan son iiriinler ince
tabaka kromotografisi (Thin Layer Chromotography) metoduyla maltotrioz olarak
belirlenmistir. Aygan ve ark (2011), yaptiklar1 calismada Bacillus licheniformis C108
susundan elde ettikleri endoglukanaz enziminin CMC’yi sellobiyoz ve daha uzun

zincirli oligoskkaritlere hidroliz ettigini bildirmislerdir.

———> Maltotrioz

———> Maltoz

——> Glikoz

Sekil 4. 20.TLC Yéntemiyle SC6 CMCaz Enzimine Ait Son Uriinlerin Belirlenmesi.
4.6. SC41 CMCaz Enziminin Karakterizasyonu
4.6.1. SC41 CMCaz enziminin Kati besiyerindeki aktivitesi

Kismi saflagtirma ile elde edilen enzim CMC-agar’a 50ul miktarda

damlatilmig, 55°C’de 24 saat birakilmistir. Enzimin kati besiyerinde  aktivite

gosterdigi gorilmiistiir.

Sekil 4. 21.8C41 CMCaz Enziminin CMCagar Uzerindeki Aktivite Sonucu.
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4.6.2. SC41 CMCaz Enziminin Optimum pH Arahg

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin belirlenmesi i¢in %1 CMC
iceren sodyum fosfat (pH 6.0-8.0), glisin-NaOH (pH 9.0-10.0) ve Borax-NaOH(11.0-
13.0) tamponlar ile hazirlanmis substrat ¢ozeltileri kullanilmistir. Enzimin optimum
aktivite gosterdigi pH degeri 12.0 olarak saptanmistir. Enzim tiim pH degerlerinde
ortalama %94 aktiviteye sahiptir. pH 11.0-13.0 araliginda ise %96 aktivite degeri
elde edilmistir. Optimum aktivite pH degerinin 12.0 olmasi, pH 9.0-11.0 araliginda
ortalama %93 aktivite gostermesi ve pH 13.0’de %92 katalitik aktivite degerinin elde

edilmesi Bacillus sp. SC41lsusuna ait enzimin alkali karaktere sahip oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4. 22.SC41 CMCaz Enziminin Optimum pH Grafigi.

2011 yilinda yapilan bir ¢alismada Aygan ve ark, Bacillus licheniformis
C108 susundan elde ettikleri termostabil ve halofil karakterdeki endoglukanaz
enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin 10.0 oldugunu belirtmislerdir.

Aygan ve Arikan (2008), yaptiklart bir calismada Bacillus sp. C14 susundan

elde ettikleri endoglukanaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerini 9.0
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bulmusglar ve bu enzimi alkali bir enzim olarak tanimlamiglardir. 2004 yilinda Kim
ve ark., Bacillus sp. HSH-810 susundan alkali karakterde seliilaz enzimi izole
etmisler ve optimum pH’sin1 10.0 olarak belirlemislerdir.

Trivedi ve ark (2011), yaptiklar1 ¢aligmada, bozulmaya ugramis deniz
yosunundan izole ettikleri organik solvent tolerant Bacillus aquimaris susundan,
organik solvent stabil seliilaz enzimi {iretmis ve karakterizasyonunu yapmislardir.
Enzimin optimum pH’smin 11.0 oldugu ancak pH 12°de oldukga stabil (%85) oldugu
belirtilmistir.

Annamalai ve ark (2011)’nin yaptig1 ¢calismada deniz sedimetntlerinden izole
ettikleri Bacillus licheniformis AUOlsusundan CMCaz enzimi izole etmisler ve
karakterizasyonunu yapmuslardir. Elde ettikleri enzimin optimum aktivite gosterdigi
pH’degerinin 9.0-10.0 oldugunu ancak pH 12.0°de stabilitesinin yiiksek oldugunu
belirtmislerdir.

Shanmughapriya ve ark (2010), yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda
Marinobacter sp. MSI032 susundan saflagtirdiklart mezofilik alkalin seliilaz
enziminin karakterizasyonunu gerceklestirmigler ve optimum aktivite pH’sinin pH
9.0 oldugunu belirtmislerdir ancak enzimin pH 12.0°’de yiiksek aktivite (%65)
gosterdigini bulmuslardir.

Literatiir verileriyle kiyaslandiginda Bacillus sp.SC41 susundan elde edilen
CMCaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin (12.0) diger Bacillus
sp.’den izole edilmis selillaz enzimlerinden daha yiiksek alkali pH degerine sahip

oldugu goriilmektedir.

4.6.3. SC41 CMCaz Enziminin Optimum AKktivite Sicakhigi

Optimum sicaklik degerinin bulunabilmesi i¢in enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degerinde hazirlanmis substrat kullanilmis, 30-100°C araliginda
standart aktivite tayini yapilmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik
70°C olarak belirlenmistir. Enzim 30°C’de %82 aktivite gosterirken 100°C’deki
aktivitesi %91 bulunmustur. Biitiin sicakliklar dikkate alindiginda SC41 CMCaz

enzimi ortalama %91 relatif aktivite gostermektedir. 60°C-100°C araliginda
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ortalama %95 relatif aktiviteye sahip olmasi enzimin termofil karakterde oldugunu

gosterir niteliktedir.
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Sekil 4. 23.SC41 CMCaz Enziminin Optimum Sicaklik Grafigi.

Annamalai ve ark (2011), izole ettikleri Bacillus licheniformis AUO1
susundan elde edilen termostabil CMCaz enziminin optimum aktivite sicakliginin
60-70°C oldugunu bulmuslardir. Enzime ait relatif aktivite grafigine bakildiginda
80°C’de aktivitenin %60’a 90°C’de ise %40’a diistiigii goriilmektedir.

Singh ve ark (2001), yaptiklar1 calismada Bacillus sp. VG1°den izole ettikleri
termostabil seliilaz enziminin karakterizasyonunu yapmiglar ve optimum aktivite
sicakliginin 65°C oldugunu bulmuslardir bununla beraber sicaklik arttik¢a aktivitede
belirgin bir diisiis oldugu, 70°C’de relatif aktivitenin %80’in altina diistiglii ve
90°C’de %20 oldugu belirlenmistir .

Seker kamisi kiispesinden izole edilen Aspergillus fumigatus’dan elde edilen
seliilaz enzimi karakterize edilmis optimum sicakligi 65°C olan enzim termofil
olarak tanimlanmistir. Enzimin relatif aktivitesine bakildiginda 65°C’nin iizerine
cikildiginda aktivitede dnemli bir diislis oldugu goriilmektedir (Grigorevski-Lima ve
ark, 2008).

SC41 alkali CMCaz enzimi 70°C’de optimum aktivite gostermekte, 30-90°C
araliginda aktivitesini 6nemli oranda (ortalama %91) korumakta ve 90°C’de %91

relatif aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Literatiir verilerine bakildiginda SC41
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enzimi termofil karakterdeki diger enzimlerle yakin optimum sicaklik degerine sahip
olmasinin yaninda yiiksek sicakliklardaki aktivitesinin belirgin sekilde daha avantajh

oldugu goriilmektedir.

4.6.4. SC41 CMCaz Enziminin pH Stabilitesi

SC41 CMCaz enziminin pH stabilitesini belirleyebilmek i¢in enzim pH 9.0-
13.0 araligindaki pH degerlerinde oda sicaklifinda 24 saat 6n inkiibasyona tabi
tutulmustur. Enzimin, pH 9.0-12.0 araliginda stabilitesini ortalama %86 korurken,
pH 13.0’de kalan aktivitesinin %21’e diistiigli bulunmustur. SC41 CMCaz enziminin
optimum aktivitesini gosterdigi pH 12.0 degerinde %86 relatif kalan aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir.

Literatiir verilerine bakildiginda, 1999 yilinda Christakopoulos ve ark.
Yaptiklar1 caligmada optimum pH’sm1 8.0’de gdsteren endo-1,4-B-glukanaz
enziminin pH stabilitesini pH 6.0-13.0 araliginda degerlendirmislerdir. Enzimin pH
6.0-9.0 araliginda aktivitesini tamamen korudugu, 30°C’de 20 saat inkiibasyonu
sonunda pH 12.0’deki aktivitesinin %50’sini korudugu belirlenmistir.

Aygan ve ark, 2011 yilinda Bacillus licheniformis C108 susundan elde
ettikleri alkalin endoglukanaz enziminin pH stabilitesini pH 6.0-12.0 araliginda
30°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda belirlemislerdir. Enzimin en yiiksek stabiliteyi
pH 7.0°’de (%70) gosterdigi pH 11.0’de ise stabilitenin %30’a kadar diistiigii
bildirilmistir.

Bacillus sp. ile yapilan bir ¢alismada elde edilen optimum aktivitesini pH
9.0’da gosterdigi belirlenen III-3-B alkalin B-glukanaz enziminin stabilitesinin
belirlenmesi i¢in enzim 30°C’de 30 dakikalik 6n inkiibasyona tabi tutulmustur.
Enzimin, pH 5.0-11.0 gibi genis bir pH araliginda stabilitesini yiliksek oranda
korudugu ancak pH 12.0’de aktivitesinde dnemli oranda diisiis oldugu belirtilmistir

(Liu ve ark, 2008).
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Sekil 4. 24.SC41 CMCaz enziminin pH Stabilitesi Grafigi.

Bacillus sp. HSH-810 susundan elde edilen alkalin selillaz enziminin
5°C’deki 24 saatlik inkiibasyonu sonunda stabilitesini énemli diizeyde korudugu
belirlenmigtir. Enzim, pH 8.0’de aktivitesini hi¢ kaybetmezken artan pH’nin
aktivitede diisiise yol ac¢tig1 bildirilmistir (Kim ve ark, 2005).

Literatiir  verileriyle kiyaslandiginda SC41 CMCaz enziminin oda
sicakligindaki pH stabilitesinin pH 9.0-12.0 aralifinda oldukca yiiksek oldugu
belirlenmistir. Elde edilen stabilite degerleri literatiir verileriyle benzerlik gosterse de
pH 12.0°de %86 stabil kalmas1 SC41 CMCaz’1 diger alkalin seliilaz enzimlerinden

ay1rir niteliktedir.

4.6.5. SC41 CMCaz Enziminin Termal Stabilitesi

SC41 susuna ait CMCaz enzimim 30-100°C’de 6n inkiibasyona birakilmis,
bu siire sonunda yapilan standart aktivite tayini ile sicaklik stabilitesi belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore enzim orijinal aktivitesini 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C,
80°, 90°C ve 100°C sicakliklarda sirasiyla; %87, %84, %86, %87, %91, %88, %85
ve %84 oraninda korumugstur. Biitlin sicakliklar birlikte degerlendirildigi zaman
ortalama kalan enzim aktivitesi %87’dir. Enzim 70°C’de aktivitesini %91 korurken

70°C-100°C araliginda ortalama %87 kalan aktivite degerine sahiptir. Bu sonuglar
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SC41 susundan elde edilen alkali, termofil CMCaz enziminin termostabil oldugunu

kanitlamaktadir.
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Sekil 4. 25.SC41 CMCaz Enziminin Termal Stabilite Grafigi.

Aygan ve Arikan (2008), yaptiklar1 calismada Bacillus sp. C14 susundan
izole ettikleri endoglukanaz enziminin termal stabilitesini 15, 30 ve 60 dakika 6n
inkiibasyon yaparak degerlendirmisler; 20-90°C’de 15 dakika sonunda ortalama
%71, 30 dakika sonunda ortalama %60 ve 60 dakika sonunda ortalama %36 kalan
aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir. C14 endoglukanaz enzimi 90°C’de 60
dakika sonunda tamamen inhibe olmustur.

2001 yilinda Singh ve ark’nin Bacillus sp. VG1 susuyla yaptiklar1 ¢alismada
elde ettikleri CMCaz enzimi 60°C’de 720dk, 70°C’de 420dk, 80°C’de 180dk,
90°C’de 70dk ve 100°C’de 12dk yarilanma 0mriine sahiptir.

Rastogi ve ark (2010), yaptiklari calismada Bacillus sp. DUSELRI13
susundan izole edilen termofil CMCaz enziminin 60°C’de 1giin inkiibasyon sonunda
%97 ve 40 giin sonunda %5, 70°C’de 1 giin sonunda %78 kalan aktiviteye sahip
oldugunu bildirmislerdir. Bunun yaninda enzimin , 80°C’de 1 giin inkiibasyon
sonunda %90, 90 ve 100°C’de 60 dakika sonunda aktivitesini %100 kaybettigi
belirtilmistir.
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2012 yilinda yapilan bir calismada halotolerant bir sus olan Bacillus sp. L1
susundan elde edilen selillaz enziminin optimum sicakliginin 60°C oldugu
belirlenmistir. Sicaklik stabilitesine bakildigi zaman enzimin 20-60°C araliginda
stabilitesinin  olduk¢a yiiksek oldugu (%90-%100 araliginda) sicakligin
ylkselmesiyle beraber kalan aktivitede diisiis oldugu gosterilmistir. 90°C’de
aktivitenin tamamen kayboldugu bildirilmistir (Li ve Yu, 2012).

Literatiir verilerine bakildig1 zaman termofil-termostabil seliilaz enzimlerinin
90°C’de on inkiibasyon islemlerinde aktivitelerini tamamen kaybettikleri
goriilmektedir. Bacillus sp. SC41 susundan elde ettigimiz alkali CMCaz enzimi
90°C’de 1 saatlik Oninkiibasyon sonunda %385, 100°C’de ise %84 aktivitesini
korumaktadir. Bu degerler enzimin yiiksek sicaklikta diger (Li ve yu, 2012; Rastogi
ve ark, 2010; Aygan ve Arikan, 2008) bazi selillaz enzimlerinden daha stabil
karakterde oldugunu gostermektedir. Bunun yaninda enzimin 30-100°C araligindaki
sicaklikta sahip oldugu kalan relatif aktivite degerlerinin birbirlerine yakin olmasi
genis sicaklik araligina sahip endiistriyel uygulamalarda diger bir ¢ok enzime gore

daha verimli olabilecegini gostermektedir.

4.6.6. SC41 CMCaz Enziminin Aktivitesine NaCl’iin EtKisi

%3-%20 NaCl igeren ortamda 55°C’de 60 dakika on inkiibasyon sonunda,
standart aktivite tayini ile enzimin kalan aktivitesi belirlenmistir. SC41 Bacillus sp.
susundan elde edilen seliillaz enzimi %3, %5, %7,5, %10, %15 ve %20
konsantrasyonlarinda sirastyla %107, %110, %105, %109, %107, %111 ve %105
relatif aktivite gostermistir. %3-%25 tuz konsantrasyonu araliginda ortalama %108
relatif aktivite gostermistir. SC41 enziminin en yiiksek aktiviteyi %20 NaCl
konsantrasyonunda gosterdigi goriilmektedir ancak %35 NaCl konsantrasyonunda da
oldukca yakin (%110) bir aktivite degerine sahiptir.

Annamalai ve ark, 2011 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada deniz bakterisi olan
Bacillus licheniformis AUO1 susundan termostabil ve halostabil karakterde bir
karboksimetil seliiaz enzimi izole etmislerdir. Enzimin %15 NaCl

konsantrasyonunda 1 saat 6n inkiibasyon sonunda aktivitesini %75 korudugu, fakat
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NaCl konsantrasyonu 9%20’den  %30’a  yiikseltildiginde, %30 NaCl
kosantrasyonunda 12 saat inkiibasyon sonunda orijinal aktivitesinin %34’iinii
korudugu belirtilmistir.

Li ve Yu 2012 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada izole ettikleri halotolerant
karakterdeki Bacillus sp. L1 susundan elde ettikleri organik solvent tolerant seliilaz
enziminin  karakterizasyonunu  gerceklestirmisglerdir. Bu c¢alismada, NaCl
stabilitesinin belirlenebilmesi i¢in enzim 30°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve aktivite
analizi yapilmis; %7.50 NaCl konsantrasyonunda %100 aktiviteye sahip oldugu ,
%20 NaCl konsantrasyonunda aktivitenin %40’a kadar diistiigii belirtilmistir.

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada, Paenibacillus barcinonensis susundan
elde edilen termofilik seliilaz enziminin 10mM NaCl varliginda %93,75 kalan
aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir (Asha ve ark, 2012).
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Sekil 4. 26.SC41 CMCaz Enzimi Aktivitesine NaCl’lin Etkisi Grafigi

Literatiir verilerine bakildigi zaman SC41 CMCaz enziminin NaCl ile olan
etkilesimine benzer sonuglar olmakla beraber (Aygan ve ark, 2011), SC41 enzimi
diger seliilaz enzimlerine gore artan NaCl konsantrasyonlarinda indiiklenebilir ve

daha stabil bir sonu¢ gostermektedir.
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4.6.7. SC41 CMCaz Aktivitesine Selatér inhibitor ve Metal iyonlarinin Etkisi

Cesitli metal iyonlar1 selator ve inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisinin
belirlenmesi i¢in enzim, 8mM (iire), SmM (Na-siilfit MnCl,, MgCl,, ZnCl,, CaCl,,
BaCl,, EDTA, 1-10 phenonthroline) ve % 1 (Triton x-100, Tween-20, Tween-80,
PMSF, B-merkaptoetanol) konsantrasyonda kimyasallar ile 60 dakika on
inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyon isleminden sonra standart aktivite tayini
yapilarak kalan aktivite degerleri bulunmustur. On inkiibasyondan ge¢memis
enzimin aktivite degeri 100 kabul edilerek relatif aktivite degerleri hesaplanmustir.

Alkali termofil ve halofil 6zellikteki seliilaz enziminin aktivitesi SmM Na-
stlfit(%158), SmM MnCly(%293), SmM BaCl, (%181), % 1 Tween-20 (%105), %l
Tween-80 (%140), %1 Triton x-100 (%143), SDS(%126) ve %1 merkaptoetanol
(%149) varliginda indiiklenmektedir. 1-10 phenonthrolin (%5) aktivitesini onemli
diizeyde inhibe ederken, SmM MgCl, (%72),EDTA (%65), PMSF (%69), 5SmM
CaCl, (%93) ve 8M iire (%81) aktivitesinde diislise yol agmustir.
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Sekil 4. 27.8C41 CMCaz Enzimine Inhibitér, Metal Iyonlar1 ve Inhibitor Etkisi

Bacillus sp. SC41 susundan elde edilen alkali CMCaz enzimi SmM MnCl, ile

On inkiibasyon sonunda indiiklenmis ve aktivitesi %293 olmustur.
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Peng ve ark.,2011 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Clostridium thermocellum
‘dan elde ettikleri termostabil seliilaz enziminin 1mM Mn"* varhginda 10 dakikalik
inkiibasyon sonunda 6nemli diizeyde indiiklendigini bildirmislerdir.

Termofilik  Geobacillus sp. 70PC53 susundan elde edilen endoglukanaz
enziminin 2mM ve 5mM MnSO,; varliginda 65°C’de 15 dakika inkiibasyon
sonrasinda aktivitenin %100 indiiklendigi belirtilmistir (Ng ve ark, 2009). Li ve Yu
2012 yilinda, halotolerant bir izolat olan Bacillus sp. L1 susundan elde ettikleri
organik solvent tolerant seliilaz enziminin SmM MnCl, ile 24 saat 30°C’de 6n
inkiibasyonu sonunda %92.4 kalan aktiviteye sahiptir.

SC41 alkali CMCaz enzimi MgCl, ile 6n inkiibasyona birakildiktan sonra
aktivitesi degerlendirilmis ve kalan aktivitesinin %72 oldugu belirlenmistir.

Literatiire bakildigi zaman Dutta ve ark, 2008 yilinda yaptiklari ¢alismada
ekstremofilik  karakterdeki Penicillum citrinum’dan seliilaz izolasyonu ve
karakterizasyonu yapmuslar, enzimin 3mM ve 6mM MgCl, varliginda sirasiyla %87
ve %78 kalan aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Wang ve ark 2007 yilinda yaptiklart ¢alismada, Trichoderma koningii ZJU-
T’den izole edilen B-glukanaz enziminin 0.5mM ve 1mM MgCl, varliginda sirasiyla
%78.65+8.50 ve %83.25+16.27 kalan aktivite gdsterdigini belirtmislerdir.

Bacillus sp. AC-1 susundan elde edilen termoasidofilik endoglukanaz
enziminin SmM MgCl, varliginda %94 aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Li ve
ark, 2006).

SC41 CMCaz enziminin MgCl, varhigindaki kalan aktivite degeri literatiir
verileriyle olduk¢a benzerdir.

2012 yilinda Li ve Yu yaptiklar1 ¢aligmada, halotolerant bir sug olan Bacillus
sp.L1 susundan elde edilen organik solvent tolerant seliilaz enziminin, 5mM Ca ' ile
30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak kalan aktivitesi degerlendirilmistir.
Aragtiricilar  enzimin Ca™ varliginda aktivitesinin  %98.9+1.1 ’a diistiigiinii
belirtmislerdir.

Li ve ark (2006), yaptiklar1 ¢alismada Bacillus sp. AC-1 susundan elde edilen
endoglukanaz Ba-EGA enziminin 5mM CaCl, varliginda 30°C’de 30 dakika 6n

inkiibasyon sonunda %92 kalan aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Bacillus sp. SC41 alkali CMCaz enzimi, CaCl, ile 6n inkiibasyon sonunda
aktivitesini %7 kaybetmis, %93 kalan aktivite gostermistir.

SC41 CMCaz enzimi, SDS varlifinda %26 indiiklenerek %126 aktivite
gostermistir. 2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada Dutta ve ark. (2008) Penicillum
citrinum’dan elde ettikleri seliilaz enziminin 3mM ve 6mM SDS varliginda aktivitesi
degerlendirilmis, enzimin indiiklenerek sirasiyla %104 ve %118 aktivite gosterdigi
belirtilmistir.

Trivedi ve ark, 2011 yilinda solvent tolerant deniz bakterisi olan Bacillus
aquimaris susundan elde edilen organik solvent stabil alkali seliilaz enzimiyle
yaptiklar1 ¢alismada 5mM SDS’nin selillaz enzimini indiikleyerek aktivitesini
%136’ya yiikselttigini bildirmislerdir.

2009 yilinda Ng ve ark. ‘nin termofilik Geobacillus sp. 70PC53 susundan
elde ettikleri endoglukanaz enziminin 2mM, 5SmM ve 10mM B-merkaptoetanol ile
65°C’de 15 dakika on inkiibasyon sonunda indiiklendigi, artan konsantrasyonda
enzim aktivitesinin yiikseldigi belirtilmistir.

SC41 enzimi, literatiirdeki enzimlerle benzerlik gosteren sekilde J3-
merkaptoetanol ile indiiklenerek %149 aktivite gostermistir.

Clostridium thermocellum’dan izole edilen termostabil seliilaz enziminin
ImM EDTA varliginda 10 dakikalik 6n inkiibasyon sonunda enzim aktivitesinin
%350’sini kaybettigi belirtilmistir (Peng ve ark, 2011).

Bacillus licheniformis AUO1’den izole edilen termostabil ve halostabil
CMCaz enziminin 0.1 mM ve ImM EDTA varliginda sirasiyla 82.33+0.88 ve
63+1.15  kalan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Enzimin artan EDTA
konsantrasyonunda aktivitesinin diistiigli goriilmiistiir (Annamalai ve ark, 2011) .

SC41 CMCaz enzimi, EDTA ile 60 dk inkiibasyon sonunda aktivitesini %31
kaybetmistir. Bu deger literatiir verileriyle benzerlik gostermektedir.

SC41 alkali CMCaz enzimi triton x-100 , Tween 20 ve Tween 80 ile
indiiklenerek sirasiyla %143, %105 ve %140 aktivite gostermistir.

Li ve Yu ‘nun Bacillus sp.L1 susundan elde ettikleri seliilaz enzimi 10mM

Triton x-100, Tween 20 ve Tween 80 ile birbirine ¢ok yakin sonuglar gostermis
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sirastyla 91.2+1.3, 91.5£1.5 ve 91.3%1.3 aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Li ve
Yu, 2012).

Bacillus aquimaris’den iiretilen organik solvent stabil alkali seliilaz enziminin
Triton x-100, Tween-20 ve Tween-80 ile indiiklenerek sirasiyla %124, %109 ve
%103 aktivite gosterdigi bildirilmistir (Trivedi ve ark, 2011).

4.6.8. SC41 CMCaz Enziminin SDS-PAGE Zimogram Analizi

SC41 CMCaz enziminin molekiiler agirligit SDS-PAGE yontemi kullanilarak
76.1 kDa olarak belirlenmistir. 2001 yilinda Bacillus susundan izole edilmis bir
alkalin seliilaz enziminin molekiiler agirlig1 45 kDa olarak belirlenmistir. Aygan ve
Arikan, 2008 yilinda Bacillus sp. C14 susundan izolasyonunu ve karakterizasyonunu
gerceklestirdikleri alkalin endoglukanaz enziminin molekiiler agirhigmi 61 kDa

olarak belirlemislerdir.

66 kDa Yumurta «— = —» 76.1 kDa

Albumini

Sekil 4. 28.SC41 CMCaz enziminin SDS-PAGE ile Molekiiler Agirlik Analizi

4.6.9. SC41 CMCaz Enziminin TLC Analizi

SC41 susuna ait CMCaz enziminin CMC hidrolizi sonucunda agiga

¢ikan son lriiniin, ince tabaka kromotografisi kullanilarak maltoz oldugu

belirlenmistir.
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Glukoz

Maltoz

Maltoz

Maltotrioz

Sekil 4. 29.TLC Yéntemiyle SC41 CMCaz Enzimine Ait Son Uriinlerin Belirlenmesi

Gupta ve ark (2012), Anabeana laxa’dan izole ettikleri iki endoglukanaz
enziminin hidroliz sonucu agiga ¢ikardiklar1 son iriinleri TLC ile belirlemislerdir.
Endl enziminin son iirlinlerinin sellobiyoz ve sellotetraoz oldugunu bildirmislerdir.
End2 enzimi Endl’den farkli olarak sellobiozu glukoza, sellotetraozu glukoz,

sellobiyoz ve sellotrioza hidroliz ettigi belirtilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Enzimler, kimyasal reaksiyonlari, miikemmel spesifite ve yiiksek hizda
katalizleyebilmektedir. Bu  reaksiyonlar, tim  canli organizmalarin
metabolizmalarinin temelini olusturur ve endiistri i¢in hassas, verimli ve ekonomik
biyokatalitik dontisiimler gerceklestirmek i¢in muazzam 6zellikler saglarlar (Godfrey
ve West, 1996; van Beilen ve Li, 2002). Enzimler, ‘doganin ara¢lari’dir ve doganin
kendi teknolojisini ¢ok sayidaki avantajiyla modern endiistride kullanirlar. Bu
nedenle enzimlerden, endiistriyel iiriinleri ve prosesleri temizlemek i¢in baslica katki
olarak yararlanilmaktadir. Kimyasallarla kiyaslandigi zaman enzimler, spesifik bir
etkiye sahiptir ve 1limli kosullarda aktivite gosterir. Enzimler, genellikle geleneksel
kimyasal yontemlerle miimkiin olmayan reaksiyonlar gergeklestirir ve bu sayede yeni
faydalar saglar. Cevreyle uyumludurlar, yenilenebilir kaynaklardan tiretilirler ve
tamamen dogada pargalanabilirler, enzim diiretiminde asir1 biyomas olussa bile,
topraga transfer edilerek toprakta havalandirma amagli ve giibre olarak yeniden
degerlendirilebilir. Cogu endiistri, ¢evreye ve ekipmanlara zararli etkisi olan
kimyasallarin ~ kullanildig1 eski yoOntemleri, biyolojik parcalanabilirligi olan
enzimlerin kullanildig1 yeni proseslerle degistirmistir (Schl Ifer ve ark, 2007).

Enzim uygulamalari, endiistriyel proseslerden, farmasotik arastirma ve
gelistirmelere kadar uzanan bir yelpazeye sahiptir. Ayni1 zamanda, genetik
mithendisligindeki artan gelismeler, yiiksek iiretim miktar1 ve diger kurulu veya
yardimer teknolojiler, mevcut proseslerin ekonomisini gelistirir ve yeni uygulama
alanlar1 yaratir(van Beilen ve Li, 2002).

Yiyecek, hayvan yemi, tarim, kagit, deri ve tekstil endiistrileri, enzim
teknolojisi i¢in en uygun endiistrilerdir ¢linkii, lirlinlerin yani sira, enzimatik prosesle
iretilen, pargalanan ya da degistirilen yan iirlinler de birer biyomolekiildiir. Kagit ve
kagit hamuru endiistrilerinde enzimler artan oranlarda temizleme prosesleri igin
kullanilmis bu durum, 1994 yilinda ABD’de ve Avrupa’da 25 milyon dolarlik enzim
satistyla sonuclanmistir. Ucuz ve temiz enzimatik veya biyolojik uygulamalarin,
kimyasal prosediirlere alternatif olmalar1 teknolojik gelismelerin artisin1 giiglii bir

sekilde tetiklemektedir. Enzimler tekstil endiistrisinde de benzer role sahiptir,
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agartma islemlerinde lakkazin veya hidrojen peroksidin uzaklastirilmasi igin
katalazin kullanilmas1 daha az hammade kullanilmasini ve kirliligin azaltilmasini
saglamaktadir (Godfrey ve West, 1996). Enzimler, tarim alaninda da genis
kullanima sahiptir, enzim destekli silaj fermentasyonu, ekinlerin ve ekin artiklarinin
biyoprosesleri, lif/ip liretimi, yem verimini artirmak i¢in yem katkilarinin iiretilmesi
gibi. Tarimsal artik biyomas, enzimler aracilifiyla kimyasallarin ve yakitlarin
tiretilmesi i¢in bir kaynaga donstiiriilebilir. Biyolojik yenilenebilir kaynaklar, diisiik
CO; iiretimi, uyumluluk ve kendi kendine yetebilir olmas1 gibi avantajlara sahiptir
(van Beilen ve Li, 2002).

Endiistriyel islemlerde ekstremofilik enzimlerin kullanilmasi, 6zellikle
yiiksek sicaklik, bakteriyal ve viral kontaminasyon riskini de azaltmis olur (Giiven,
2011).

Endiistriyel enzimlerin %75’ini hidrolazlar olustururken ikinci biiyiik grup
karbohidrolazlardir (Bhat, 2000). Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59 unu
proteazlar, %28’ini karbonhidratazlar, %3’iinii lipazlar ve %10’unu ise diger
enzimler olusturmaktadir (Wiseman, 1987). Bu enzimlerin kullanim alanlarma gore
dagilimma bakildiginda, %29’unun gida endiistrisinde, %]15’inin hayvan yemi
sektoriinde ve %56’sin1n ise genel amacl teknik alanlarda yer aldigi goriilmektedir
(Outtrup ve Jorgensen, 2002).

Seliilazlar, mikroorganizmalarin selillozik materyaller {izerinde iiremeleri
sirasinda sentezledikleri indiiklenebilir enzimlerdir (Lee ve Koo, 2001; Lee ve ark.,
2008). Seliilazlar, seliillozdaki B-1,4 baglar1 hidrolizleyen enzimlerdir. Bu enzimler,
selilozun hidrolizinde sinerjik etkiye sahip endoglukanaz (EC 3.2.1.4),
sellobiyohidrolaz (EC 3.2.1.91) ve sellobiazdan (B-glukozidaz EC 3.2.1.21) olusan
bir multikomponent enzim sistemidir. Ilk iki enzim dogrudan seliiloza etki ederken,
reaksiyon iiriinii olarak sellobiyoz ve glikoz aciga ¢ikarir. Sellobiyoz ise sellobiyaz
enzimiyle glukoza indirgenir (Cao ve Tan, 2002). Seliilaz enzimleri, nigasta prosesi,
hayvan yemi tiretimi, tahildan alkol fermentasyonu, malt yapimi ve biracilikta,
meyve sebze suyu ekstraksiyonunda, kagit ve kagit hamuru liretiminde ve tekstil
endiistrisinde ¢ok sayida kullanim alanina sahiptir (Asha ve ark, 2012). Cok sayida

farkli seliilazlar kuru temizleme deterjan1 olarak kullanilmaktadir. Seliilazlar,
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temizleme performansinmi artirmasinin yaninda, kumas kalitesine de fayda saglar.
Temizleme performansi seliilozik molekiiler fragmentlerin, (polimerik glukanlar,
renkli lekelerin seliilozik kumas {izerine baglanmasini artirir) uzaklastirilmasiyla
gelistirilmektedir. Kumas bakimi ve iyilestirmesi etkisi, daha biiylik seliiloz fiber
fragmentlerin yani, kumas iizerinde gozle goriliir biiytlikliikte, kumasin renk tonunu
etkileyebilecek ve kumasta tlly veya tiftiklenme gibi goriilebilecek biiyiikliikteki
fragmentlerin uzaklastirilmasina dayanir. Bu fiber fragmentler kumasa eski ve
ylpranmig bir gorlinti verir ve bunlarin uzaklastirilmas: bir ‘rejuvenation’
‘genglestirme etkisi’ ile sonuc¢lanir. Bugiin seliilazlar bu o6zellikteki kumaglara
genglestirme ve yenileme yapabilen yegane enzimlerdir.

Seliilaz enzimleri, amilazlar ve lipazlarla beraber gazete kagitlar1 ve atik
kagitlarda miirekkebin uzaklastirilmasinda ylizey temizleyici ajan olarak
kullanilirlar. Seliillaz enzimleri miirekkebin baglandig1 fibrillere etki ederek
renklendiricinin uzaklagmasina yardimci olur (Schllfer ve ark., 2007)..

Aerobik ve anaerobik bakteriler ve mantarlarin seliilaz sistemlerinin
biyokimayasal 6zellikleri son 20 yilda karsilastirmali olarak arastirilmistir. Bacillus
sp., Cellulomonas fimi, Pseudomonas fluorescens gibi termofilik aerobik bakteriler
ve Clostridium thermocellum, Ruminococcus albus, Bacteroides cellulosolvens,
Fibrobacter succinogenes gibi termofilik anaerobik bakteriler ve bazi
actinomisetlerin yiiksek oranda seliilaz aktivitesi bulundugu belirlenmistir (Das ve
ark, 2010).

Bakteriyal seliillaz enzimleri ticari proseslerin gelismesi i¢in potansiyel
kaynaklar olarak 6nem kazanmaktadir. Bunun sebebi, bakterilerin lireme hizinin
yiiksek olmasi, genis genetik cesitlilige sahip olmalari, adaptasyon yeteneklerinin
olmasi ve genetik manipulasyona yatkin olmalaridir (Asha ve ark, 2012).

Bacillus cinsi bakteriler, aerobik veya fakiiltatif aerobik sporlu bakterilerdir.
Comak sekilli, diiz veya kivrik olabilirler, tek yasayabildikleri gibi gruplar halinde de
bulunabilirler, ¢ift veya zincir olusturmus halde goriiliirler (Zemek ve ark, 1981).
Bakteriler arasinda, Bacillus cinsi, lireme hizi, ekstraseliiler sekresyonu ve biyolojik
olarak giivenli olmasi nedeniyle endiistriyel olarak cazip bir organizmadir

(Schallmey ve ark, 2004; Aygan ve ark, 2011). Bacillus’lar polisakkarit hidrolazlar,
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a-amilaz ve likenazlar i¢in 6nemli iireticilerdir ve baslica B.subtilis, B.licheniformis,
B.mesentericus, B. Stearothermophilus, B.amyloliquefaciens tiirlerinde c¢esitli
enzimlerin izolasyonu ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir (Zemek ve ark, 1981).

Ekstremofiller, normal olmayan ¢evre kosullarinda canliligini devam
ettirebilen organizmalardir. Bu organizmalar, sadece bu olagandis1 kosullar1 tolere
etmez ayni zamanda yasamak i¢in bu kosullara ihtiya¢ duyarlar. Bu organizmalar
icin yasam kosullar1, -12°C-100°C , pH 0-13.0, 1400 atm hidrostatik basing ve
doygun tuzluluktur. Dogal ortamlarin yani1 sira, seralar, buharla 1sitilan yapilar ve asit
maden golleri gibi insan yapimi ortamlar da bu organizmalar i¢in yagam ortamidir
(Satyanarayana ve ark, 2005).

Termofiller, genel olarak ilimli termofiller (optimum tiremesini 50-60°C),
ekstrem termofiller (optimum tireme 60-80°C) ve hipertermofiller (optimum iireme
80-110°C) olarak smiflandirilirlar. Ekstrem termofiller, Bacillus, Clostridium,
Thermoanaerobacter, Thermus, Fervidobacterium, Rhodothermus, Thermotoga ve
Aquifex cinslerine dagilim gostermistir. Yiksek sicakliklarda, bir kismi1 polimerik
substratlar olan c¢ogu reaksiyon bileseninin ¢Ozlinilirliigii 6nemli oranda artar.
Kontaminasyon ve istenmeyen komplikasyon riskleri yiiksek sicaklikla beraber azalir
(Kumar ve ark, 2011).

Ekstrem pH’larda yasayabilen mikroorganizmalara ait enzimler, yiiksek
asitlikte veya yiiksek alkali ortam kosullarindaki reaksiyonlarda ornegin deterjan
tiretimi uygulamalarinda kullanilabilirler. Bununla beraber, asidofilik ve alkalifilik
mikroorganizmalarin ilgi ¢ekici bir baska 6zelligi baslangigta notral pH degerlerinde
enzim Uretebilmeleridir, dolayisiyla bu mikroorganizmalara ait enzimler ekstrem
tireme kosullarina adapte olmaya ihtiya¢ duymazlar. Termoalkalifiller ve alkalifiller,
seliilazlar, ksilanazlar, amilazlar, proteazlar, lipazlar, pektinazlar, kitinazlar, katalaz,
peroksidaz ve oksidorediiktazlar gibi alkalifilik enzimlerin kaynagidirlar (Horikoshi,
1999). Termoalkalifil enzimler yiliksek pH ve sicaklikta aktivite gosterebilen
enzimlerdir.

Alkalifilik bakteriler, alkali kosullarda {ireyebilirler ve benzerleriyle
kiyaslandiginda zorlu kosullara uygun ve aktivitesi yiiksek, farkli enzimler iiretirler

(Aygan ve ark, 2011). Asidofiller, pH 4.0’lin altinda pH degerlerindeki asidik

100



5.SONUCLAR VE ONERILER Inci Suna HURTAS TATLI

ortamda iireyebilen organizmalardir. Bu canli grubu, arkea, bakteria, fungi, alg ve
protozoalar: iceren bir ¢esitlilige sahiptir. Asidofillerden elde edilmis ¢ok sayida(
endoglukanazlar, B-glukanaz, a-glukanaz, proteazlar, amilazlar esterazlar...) enzim
bildirilmistir. Bazi termoasidofilik proteinler biyo-yakit iiretiminde potansiyel
uygulamalara sahiptir. Termoasidofillerden elde edilen, diisik pH ve yiiksek
sicaklikta aktif olan enzimler, tekstil endiistrisi ve meyve suyu iiretim prosesleri gibi
uygulamalarda kullanim imkanina sahiptir. Termoasidofilik enzimler lignoseliilozik
biyomastan biyoetanol {iretiminde ve polimer degradasyonunda kullanim alani
bulmustur (Sharma ve ark, 2012).

Bu calisma i¢in, dogal kompost ve toprak orneklerinden izole edilen toplam
248 sustan, 28’1 karakteristik Bacillus sp. goriiniimiine sahip ve CMCaz pozitiftir.
Elde edilen suglardan SC61 ve SC6 suslari komposttan, SC41 susu ise topraktan
izole edilmistir. Organizmalar izolasyon asamasindan sonra enzim aktiviteleri
degerlendirilmek iizere kati besiyerine ekilmis ve buzdolabinda stok olarak
saklanmistir.

Bacillus sp. SC61 susu pH 4.0-7.0 ve 30-50°C araliginda iireme yetenegine
sahiptir. Susun ayn1 pH ve sicaklik araliginda CMC hidroliz yetenegine sahip oldugu
goriilmiistiir. Asidik pH degerlerinde ve 50°C’ye kadar artan sicakliklarda iireme
yetenegine sahip susun 60°C’de ilireme ve enzim sentezi yetenegi olmadigi
belirlenmistir. Bacillus sp. SC61’in pH 4.0’de 30°C’de 1.0 mm koloni ¢ap1 ve 4.0
mm zon ¢api, 40°C’de 1.0 mm koloni ¢ap1 ve 4.0 mm zon ¢apt gosterdigi
belirlenmistir, bununla beraber susun 50°C’de 23.0 mm koloni ¢apina sahipken 45.0
mm zon ¢apina sahip oldugu, net olarak 22.0 mm hidroliz zonu gosterdigi
bulunmustur.

Kati  besiyerinde gergeklestirilen bu iireme ve enzim {retimi
degerlendirmelerinden elde edilen sonuglar, Bacillus sp. SC61 susunun asidik ve
termofil karakterde oldugunu gosterir niteliktedir.

Seliilaz enzimi iiretimi icin seg¢ilen diger bir sus olan Bacillus sp. SC6 susu en
iyi tredigi ve enzim tirettigi pH ve sicaklik degerlerinin belirlenmesi amaciyla pH
5.0-8.0 araliginda kati besiyerlerinde 30-60°C’de degerlendirilmistir. Susun pH
5.0’de higbir sicaklik degerinde koloni ve zon ¢apina sahip olmadigi, pH 6.0°da

101



5.SONUCLAR VE ONERILER Inci Suna HURTAS TATLI

60°C’de tlireme gostermedigi belirlenmistir. Bakterinin pH 6.0’da 50°C’de 40mm
koloni ¢ap1, 46 mm zon ¢apina sahip oldugu benzer sekilde pH 7.0’de 50°C’de
15mm koloni ¢ap1 ve 23.0 mm zon ¢apina sahip oldugu saptanmigtir. SC6 susunun
60°C sicaklik degerinde pH 7.0’de iireme ve enzim sentezleme yetenegine sahip
olmadig1 belirlenmistir.

CMC igeren kat1 besiyerinde yapilan bu caligmalarin sonuglarina gore
Bacillus sp. SC6 susu notral ve termofil karakterde bir sustur.

Kat1 besiyerinde iireme ve enzim iiretiminin belirlenmesi i¢in Bacillus sp.
SC41 susu pH 8.0-13.0 ve 30-60°C araliginda degerlendirilmistir. Sus pH 13.0°de
hicbir sicaklik degerinde ilireme ve enzim sentezi gosterememistir. Bakterinin
60°C’de pH 9.0- 11.0 araliginda iireme gosterdigi ancak enzim aktivitesi
gostermedigi bununla beraber, pH 8.0’de 1.0 mm koloni ¢ap1 ve 1.0 mm zon ¢apina
sahip oldugu gorilmiistiir. Optimum {ireme ve enzim Uretiminin 50°C’de pH
10.0’da gerceklestigi koloni capinin 5.0 mm aktivite zon ¢apinin 12.0 mm oldugu
saptanmistir. SC41 susunun pH 12.0’de 50°C’de 2.0mm koloni ve 5.0 mm zon
capina sahip oldugu belirlenmistir.

Elde edilen bu degerler, Bacillus sp. SC41 susunun termofil ve alkali
karakterde bir bakteri oldugunu gostermektedir.

Optimum {ireme ve enzim iiretimi pH ve sicakliklar1 belirlenen suslar, asidik
(SC61), notral (SC6) ve alkali (SC41) CMCaz enzimlerinin {retimi igin
kullamlmustir.  Uretilen enzimlerin kismi saflagtiilmas1  ve karaterizasyonu
gerceklestirilmistir.

Bacillus sp. SC61 susu optimum {iremesini pH 4.0’de ve 50°C’de
gostermistir. SC61 susundan elde edilen enzimin optimum aktivite pH’sinin pH 3.0
oldugu belirlenmistir. Enzimin pH 2.0°de %89 relatif aktiviteye sahip oldugu ve tim
pH degerlerinde ortalama %91 oraninda korudugu bulunmustur. Enzim aktivitesinin
ekstrem asidik bir pH degeri olan pH 2.0°de %89 aktivite gostermesi, buna ragmen
pH’nin nétrale yaklagmasiyla aktivitenin %76’ya diismesi SC61 CMCaz enziminin
asidik karakterde oldugunu gosterir niteliktedir.

Rawat ve Tewari, Bacillus subtilis strain LFS3’den izole edilen seliilaz

enziminin optimum aktivite pH’sinin pH 4.0 oldugunu bildirmislerdir. Enzimin pH
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3.0-12.0 araligindaki degerlerde aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. pH 3.0’te %85
relatif aktivite gosterdigi belirtilmektedir, arastiricilar enzimin pH 2.0°deki
aktivitesini ise belirtmemislerdir (Rawat ve Tewari, 2012).

Devi D ve Hemashenpagam, Aspergillus niger ile yaptiklar1 bir ¢alismada
izole ettikleri seliilaz enziminin karakterizasyonunu gerceklestirmiglerdir. Yaptiklari
calismada enzimin optimum aktivite degerinin pH 5.0 oldugunu belirtmislerdir. pH
degerinin diismesiyle aktivitede belirgin diisiis oldugu da bildirilmistir (Devi D ve
Hemashenpagam, 2010).

Aspergillus fumigatus 75’ den izole edilen seliilaz enziminin optimum aktivite
gosterdigi pH degeri 5.0 olarak bulunmustur, yapilan ¢alismada pH degeri pH 3.0’iin
altina indirilmemis ve pH 3.0°de ise relatif aktivite degeri yaklasik olarak %50’ye
kadar diismiistiir (Liu ve ark, 2011).

Shu ve ark, 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada Agaricus brasiliensis’den
endo-B-1,3-glukanaz enzimi izole etmis ve optimum pH’sin1 4.5 olarak
belirlemiglerdir. pH’nin diisiliriilmesiyle aktivitede diisiis gozlenmis, pH 3.0’de
yaklagik olarak %65, pH’3.5°da ise yaklasik %80 aktivite belirlenmistir. pH nin
alkaliye yaklastirilmasiyla aktivitede diisiis oldugu bildirilmistir.

Elde edilen bu literatiir verileriyle kiyaslandiginda optimum aktivitesini pH
3.0’de gosteren SC61 CMC az enzimi asidik karakterde bir enzim olmakla beraber
farkli asidik pH degerlerinde yiiksek aktivite gosterebilme yetenegindedir.

SC61 enziminin optimum aktivitesini 60°C’de gosterdigi belirlenmistir. Artan
sicakligin enzim aktivitesinde diisiise yol actigi, 70°C’de aktivitesinin %85’ini
korudugu, 80°C’de %75 aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. 90 ve 100°C gibi bir
cok enzimin aktivitesini koruyamadigi yiiksek sicakliklarda ortalama %64 aktivite
gostermistir. Bunun yaninda 30-50°C araliginda aktivitesini ortalama %73 korudugu
bulunmustur.

Heidorne ve ark, 2006 yilinda yaptiklar1 arastirmada, Ceriporiopsis
subvermispora’dan elde ettikleri selillaz ve hemiseliilazlarin karakterizasyonlarini
gergeklestirmiglerdir. Optimum aktivitesini pH 4.0 ve 5.0’de gergeklestiren
enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri sicakligin  da 60°C oldugunu

belirtmislerdir.
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Penicillum citrinum’dan elde edilen endoglukanaz enziminin optimum
aktivitesini pH 5.5’da gosterdigi belirlenmis, termofil karakterdeki enzimin, optimum
aktivite gosterdigi sicaklik degerinin ise 60°C oldugu bildirilmistir. Sicakligin
80°C’ye yikseltilmesiyle enzim aktivitesinin %30’un altina kadar distigi
bulunmustur (Dutta ve ark, 2008).

Mayende ve ark.(2006) yaptiklar1 ¢alismada komposttan izole ettikleri ve
60°C’de optimum aktivite gosteren selillaz enzimini termofilik olarak
tanimlamislardir.

Yapilan arastirmalar sonucunda SC61 asidik CMCaz enziminin termofil
karakterde bir enzim oldugu goriilmektedir. Enzimin artan sicakliklarda aktivitesini
koruyabilmesi ve 30°C gibi mezofil bir sicaklik degerinde de yiiksek aktiviteye sahip
olmasi, farkli sicaklik araligindaki ¢ok sayida endiistriyel uygulamalarda ve ayni
proseste degisken sicaklik skalasina sahip uygulamalarda giivenle kullanilabilecegini
de gostermektedir.

SC61 CMCaz enzimi 55°C’deki 24 saatlik inkiibasyon sonunda pH 2.0’de
%40, pH 3.0’de %38, pH 4.0°de %48, pH 5.0’de %36 ve pH 6.0°da %48 relatif kalan
aktiviteye sahiptir. Enzimin asidik pH degerlerinde ve yiiksek sicaklikta stabilitesini
koruyabilmesi asidostabil karakterde oldugunu gostermekte bununla beraber pH 2.0-
6.0 araliginda asidikten notrale uzanan bir aralikta oldukga stabil oldugunu da
kanitlamaktadir.

Bacillus subtilis strain LFS3’den elde edilen optimum aktivitesinin pH 4.0 ve
60°C’de gosteren asidotermofilik seliilaz enziminin pH stabilitesinin belirlenebilmesi
icin enzim oda sicakliginda 1 saat 6n inkiibasyona birakilmistir. Enzimin pH 3.0-8.0
araliginda, maksimum aktivitesinin %75’ini koruyabildigi bildirilmistir. enzim en
yiiksek stabilitesini pH 4.0’de gosterirken pH7.0’in {izerine ¢ikildigi zaman
stabilitede diislis gbzlenmektedir (Rawat ve Tewari, 2012).

Alicyclobacillus sp. A4’den elde edilen glukanaz CelA4 enziminin pH
stabilitesinin belirlenmesi i¢in pH 1.2 — 12.0 araliginda 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda enzimin, pH 1.8- 6.6 araliginda %80’in iizerinde stabilitesini

korudugu bildirilmistir (Bai ve ark, 2010).
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Li ve ark’nin 2006 yilindaki ¢alismalarinda Bacillus sp. AC-1 susundan Ba-
EGA enzimi izole edilmistir. Asidik karakterdeki bu enzimin pH stabilitesinin
belirlenmesi i¢in, 30°C’de 2 saat On inkiibasyon gergeklestirilmistir. Enzimin pH
2.0’de ve 12.0’deki 6n inkiibasyonu sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi
belirtilmistir. Enzimin, pH 4.0’de %40, pH 6.0’da yaklasik %80 kalan aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. pH 7.0-10.0 araliginda ise aktivitesini %90’ {izerinde
korudugu belirtilmistir.

Yapilan ¢aligmalarla kiyaslandiginda SC61 CMCaz enziminin asidik ortamda
oldukca stabil oldugu goriilmektedir. 55°C’de 24 saatlik inkiibasyon asidik
karakterdeki selilloz enzimlerinin pH stabilitelerinde daha 6nce denenmemis bir
sicaklik degeri ve inkiibasyon siiresidir. SC61 CMCaz enziminin 24 saat siireyle
ozellikle asidik pH degerlerinde stabil kalmasi enzimin uzun siireli proseslerde
kullanilabilir bir 6zellikte oldugunu gosterir 6zellik tasimaktadir.

Termofil karakterdeki CMCaz enzimi substrat bulunmayan ortamda sicaklik
on islemine tabi tutulmustur. 30 ve 40°C’de aktivitesini hi¢ kaybetmezken sicakligin
50°C’ye yiikselmesiyle aktivitenin %79’a kadar diistiigli gézlenmistir. Bununla
birlikte enzimin optimum aktivite sicaklik degeri de olan 60°C ve 70°C’ye yiikselen
sicakliklarda %80 aktivitesini korumaya devam etmis, 80, 90 ve 100°C’de ortalama
kalan aktivite degerinin %71 oldugu goriilmiistiir.

Aspergillus awamori VTCC-F099 den elde edilen endoglukanaz enziminin
40°C’ye kadar stabil oldugu, bunun yaninda 30-40°C’de 36 saatlik inkiibasyon
sonunda aktivitesinin %80’ini korudugu bildirilmistir (Nguyen ve Quyen, 2010).

El-Zawahry ve ark, (2010) Trichoderma sp. ile yaptiklar1 calismada iki farkl
CMCaz enzimi (I ve II) izole etmislerdir. Optimum pH’s1 5.0 olarak belirlenen bu
enzimlerin 50°C’de 60 dakikalik 6n inkiinasyon sonunda aktivitelerini tamamen
koruduklar1 bildirilmistir. Sicakligin 70°C’ye ¢ikarilmasiyla 90 dakikalik inkiibasyon
sonunda CMCaz I enziminin aktivitesi %14, CMCaz II enziminin aktivitesi ise
%26.5’e diismiistiir.

Elde edilen veriler liiteratiir verileriyle kiyaslandiginda SC61 enziminin

termostabil bir enzim oldugu goriilmektedir.
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SC61 CMCaz enzimi NaCl’ilin degisik konsantrasyonlarinda 6n inkiibasyona
tabi tutulmus ve relatif aktivitesi degerlendirilmistir.  %3-%20 NaCl
konsantrasyonunda ortalama yaklagik %90 aktivite gostermistir. Artan NaCl
konsantrasyonunun enzim aktivitesi lizerinde belirgin bir artis ya da inhibisyona
neden olmadigi belirlenmistir.

Trichoderma sp.’den elde edilen, CMCase I enziminin NaCl varliginda enzim
aktivitesi yaklasik %80’e diistligli, CMCase II enziminin ise aktivitesini korudugu
bildirilmistir (El-Zawahry ve ark, 2010).

Li ve ark (2012), halofilik 6zellikteki Thalassobacillus susuyla yaptiklari
calismada  organik- solvent tolerant selillaz  enzimini izolasyonu ve
karakterizasyonunu gerceklestirmiglerdir. Optimum aktivitesini 60°C’de gosteren
enzimin optimum aktivitesinin %10 NaCl varhiginda gerceklestigini belirtmislerdir.
Elde edilen enzim %3-20 NaCl konsantrasyonu ile 6n isleme tabi tutulmustur. 24
saatlik inkiibasyon sonunda %5-%17,5 NaCl konsantrasyonu araliginda enzim
aktivitesinin %80’ini korudugu belirlenmistir. %3 ve %20 konsantrasyonda
aktivitenin %80’in altinda oldugu bildirilmistir.

NaCl ile 6n isleme tutulan SC61 CMCaz enziminin, kalan relatif aktivitesinin
%80-%96 araliginda olmasi halostabil bir enzim oldugunu gosterir niteliktedir.

SC61 asidik CMCaz enzimi phenonthrolin (%31), tire (%30), Triton X-100
(%36), SDS (%45) ve EDTA (%48) ile 6nemli oranda inhibe olmustur. Sodyum
stlfit (%89) ile aktivitesinin biiyiik kismini korumustur. MgCl, ve CaCl, ile %31 ve
%32 inhibe olurken MnCl, aktivitesini 6nemli oranda (%]111) artirmistir. [-
merkaptoetanoliin enzim aktivitesini %9 indiikledigi belirlenmistir. Tween 20 ve
Tween 80’in enzim aktivitesini %30 ve %31 oraninda inhibe ettigi bulunmustur.

Farkli arastiricilar izole ettikleri enzimler tizerine EDTA’nin etkisini
arastirmiglardir. EDTA selator ajan olarak metalloenzimlerin metal kisimlarina
baglanarak enzimlerde inaktivasyona neden olur (Dutta ve ark, 2008). Dutta ve ark
(2008) Penicillium citrinum’dan  seliilaz enzimi izolasyon ve karakterizasyonu
yapmiglardir. Enzimin EDTA varliginda aktivitesinin hi¢ etkilenmedigi bunun
enzimin yapisinda metal bulunmamasindan kaynaklandigi bildirilmistir. SC61

enzimi EDTA ile %52 inhibe olmustur. Bu durum enzimin metalloenzim yapisindan
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kaynaklanmaktadir. Bacillus sp. A8-8 ‘den elde edilen termostabil B-1,3-1,4
glukanaz enzimi 10mM EDTA ile SC61 CMCaz enzimine benzer sekilde %52
oraninda inhibe olarak %48 relatif aktivite gostermistir (Jung ve ark., 2007).

1,10 phenanthrolinin SC61 asidik enzimini %69 oraninda inhibe ederek
aktivitesini %31’e kadar diisiirmesi enzimin metalloenzim yapisinda oldugunu
desteklemektedir. Felber ve ark yaptiklart bir ¢alismada 1,10 phenanthrolinin
metalloenzim yapisindaki enzimlerin aktivitelerini, enzimde metalin baglanacagi
bolgeye baglanarak veya enzime baglanmasi beklenen metal iyonu ile bag yaparak
inhibe ettigini bildirmislerdir (Felber ve ark, 1962).

Kiran ve Chandra’nin (2008) Bacillus sp.’den elde ettikleri 7SCVKK enzimi
8M ftire ile denatiire olmustur. Benzer sekilde SC61 CMCaz enzimi 8M {ire
varliginda aktivitesini %70 kaybetmistir. Bu durum enzimin aktif bolgesinde
hidrofobik aminoasitlerin bulunmasindan kaynaklaniyor olabilir (Kiran ve Chandra,
2008).

SC61 CMCaz enziminin aktivitesi PMSF ile tamamen inhibe olmustur. Katel
ve ark, (2006) PMSF’nin serin yapilart ve metalloenzimler i¢in inhibitor 6zellik
tasidigini bildirmislerdir. Buna gére SC61 CMCaz enzimi aktif bolgesinde serin
rezidiisii tasiyor olabilir. Bu sonu¢ enzimin metalloenzim oldugunu da
desteklemektedir.

Dutta ve ark., 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ortamda B-merkaptoetanol
varliginda enzim aktivitesinde artis olmasinin enzimde sistein rezidiileri
bulunabileceginin kanit1 oldugunu bildirmislerdir. SC61 enzimi B-merkaptoetanol ile
%09 oraninda indiiklenerek %109 relatif aktivite gostermistir.

SC61 CMCaz enziminin molekiiler agirliginin 88kDa oldugu belirlenmistir.
Kim ve ark., 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Bacillus sp. HSH-810 susundan izole
ettikleri seliillaz enziminin molekiiler agirligini SDS-PAGE yo6ntemiyle 80 kDa
olarak belirlemiglerdir. Bu deger SC61 CMCaz emzimin molekiiler agirliginin
literatiirle benzer oldugunu gostermektedir.

SC61 CMCaz enziminin CMCazi hidrolizi sonucu a¢iga ¢ikan son {irlinlerin
belirlenmesi amaciyla, SC61 CMCaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH

degerinde hazirlanmis substrat (pH 3.0 CMCaz) optimum aktivitenin gergeklestigi
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sicaklik degerinde (60°C) 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Ince tabaka
kromotografisi uygulamasi sonunda enzimin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan son iiriiniin
maltoz oldugu belirlenmistir.

SC61 enzimi i¢in elde edilen sonuglar ve literatiirdeki benzer ¢aligmalara ait
degerler incelendiginde SC61 CMC az enzimi; optimum aktivitesini pH 4.0’de
gostermesi nedeniyle asidik, optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin 60°C
olmas1 nedeniyle termofil, 30-100°C araliginda ortalama %82 relatif aktiviteye sahip
olmasiyla termostabil, %3-%20 NaCl konsantrasyonlarinda ortalama %90 relatif
aktivite goOstermesiyle de halostabil karakterde bir enzimdir. Enzimin, optimum
aktivite sicakligi ve pH’sinda CMC’yi hidrolizi sonucu a¢iga cikan son {riinii
maltozdur.

SC6 CMCaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin pH 6.0
oldugu belirlenmistir. Bununla beraber enzimin pH 4.0’de %095 aktiviteye sahip
oldugu ve benzer sekilde pH 8.0°deki aktivitesinin %93 oldugu belirlenmistir.
Enzimin pH 4.0-8.0 araliginda ortalama %96 aktivite gosterdigi bulunmustur. Elde
edilen sonuclara bakildiginda enzimin asidikten alkaliye uzanan bir pH araliginda
yliksek oranda relatif aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.

Literatlir verilerine bakildiginda: Asha ve ark (2012), Paenibacillus
barcinonensis ile yaptiklar1 calismada termofilik seliilaz enzimi izolasyonu ve
karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Enzimin optimum aktivite gdsterdigi pH
degerinin 6.0 oldugunu belirlemislerdir. pH’nin asidige yaklagsmasiyla enzim
aktivitesinde %50’den fazla bir diisiis oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde alkali
pH’ya yaklasildik¢a da enzim aktivitesinde diisiis goriilmektedir.

2009 yilinda yapilan bir ¢alismada, Brevibacillus sp. strain JXL’den seliilaz
enzimi izolasyonu ve karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Enzimin optimum
pH’sinin belirlenmesi i¢cin pH 5.0-10.0 arasindaki degerler se¢ilmis, en yiiksek
aktivitenin 6.0-8.0 araliginda bir birine c¢ok yakin degerlerle elde edildigi
bildirilmistir. Enzime ait sonraki caligmalar icin ise pH 8.0 segilerek optimum

aktivite pH s1 olarak bu deger belirlenmistir (Liang ve ark, 2009).
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Gupta ve ark, 2012 yilinda yaptiklar1 bir calismada Anabaena laxa’dan elde
ettikleri iki antifungal endoglukanaz enzimin karakterizasyonunu gerceklestirmis ve
optimum aktivite gosterdikleri pH degerinin 6.0 oldugunu belirlemislerdir.

SC6 enziminin optimum aktivite pH s1 olan pH 6.0 literatiirdeki bir ¢ok
enzimle benzerlik géstermekte, ancak genis bir pH araliginda yiiksek aktiviteye sahip
olmasi nedeniyle bu enzimlerden ayrilmaktadir.

SC6 CMCaz enzimi optimum aktivitesini 70°C’de gdstermistir. 50-80°C
araligindaki sicakliklarda aktivitesini maksimum %2 oraninda kayip etmis, belirtilen
sicakliklarda ortalama yaklasik %99 aktivite gosterdigi bulunmustur.

Termofilik ve seliilolitik Brevibacillus sp. strain JXL susundan elde edilen
sellilaz enziminin optimum aktivitesini 50°C’de gosterdigi bildirilmistir (Liang ve
ark., 2009). Asha ve ark, 2012 yilinda yaptiklart c¢alismada Paenibacillus
barcinonensis 'den izole ettikleri optimum aktivite pH’sin1 6.0 olarak belirledikleri
seliilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicakligin 65°C oldugunu belirlemisler
ve enzimi termofilik bir enzim olarak tanimlamislardir.

Literatiir verilerinde az sayida olsa da benzer optimum sicaklik kosullarini
saglayan seliillaz enzimleri bulunmaktadir. Tekstil proseslerinde kullanilmak {izere,
Melanocarpus albomyces’den notral pH’da aktivite gdsteren 3 seliilaz enzimi izole
edilmistir. Molekiiler agirliklarina gore 20 kDa endoglukanaz, 50 kDa endoglukanaz
ve 50 kDa sellobiyohidrolaz olarak siniflandirilan enzimlerinden 20 ve 50 kDa’luk
endoglukanaz enzimlerinin optimum aktivite sicaklilart sirastyla 70°C ve 65-70°C
araliginda oldugu bildirilmistir (Miettinen-Oinonen ve ark, 2004).

Yapilan deneylerden elde edilen sonuglara bakildiginda ve literatiir verileriyle
kiyaslandiginda SC6 seliilaz enziminin termofilik karakterde bir enzim oldugu
goriilmektedir.

SC6 CMCaz enziminin pH stabilitesi 55°C’de 24 saat 6n inkiibasyona
birakilmasiyla belirlenmistir. Enzim, optimum aktivitesini gosterdigi pH 6.0°da
aktivitesini hi¢ kaybetmemistir. Enzimin pH 4.0’de %92 stabil kaldig1 ve pH 5.0’de
ise aktivitesini tamamen korudugu belirlenmistir. Enzimin pH 7.0 ve pH 8.0’de

ortalama %3835 stabil kaldig1 bulunmustur.
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Liu ve ark, 2008 yilinda yaptiklar1 bir calismada Bacillus izolatlarindan elde
edilen B-glukanaz enziminin 30°C’de 30 dakika inkiibasyon sonrasinda pH 5.0-9.0
araliginda stabil oldugunu bildirmiglerdir. Enzimin pH 4.0 ve 10.0’de aktivitesinin
yaklasik %90°1m1 kaybettigi belirtilmistir.

Kim ve ark, (2009) Bacillus subtilis subsp. subtilis A-53 susundan izole
ettikleri CMCaz enziminin 50°C’de 12 saat inkiibasyon sonunda ve pH 6.5-8.0
araliginda optimal aktivitesinin %40°dan fazlasini korudugunu bildirmiglerdir.

Apiraksakorn ve ark, 2008 yilinda Bacillus subtilis GN156 susundan izole
edilen JI ve pJ2 enzimlerinin pH stabilitelerini 4°C’de 2 saat sonunda
belirlemislerdir. Optimum aktivitesini pH 6.0’da gosteren J1 enziminin, en yiiksek
stabilitesini pH 7.0 ve 8.0’de gostedigi, pJ2 enziminin ise pH 6.0-8.0 araliginda
stabilitesini %50’ nin tizerinde korudugu bildirilmistir.

Mawadza ve ark’nin 2000 yilinda yaptiklar1 ¢calismada Bacillus suslarindan
seliilaz izolasyonu ve karakterizasyonu yapmislardir. Optimum aktivitesini pH 6.5’de
gosteren HR68 ve CH43 enzimlerinin pH stabiliteleri 50°C’de 1 saat inkiibe
edildikten sonra, pH 9.0’da %50 stabil oldugu ancak pH 11.0’de ve 4.0’de
aktivitesinin tamamen kaybettigi bildirilmistir.

Literatiir verileri géz oniinde bulunduruldugunda SC6 CMCaz enziminin
genis bir pH aralifinda 55°C’de stabilitesini koruyabildigi, bu nedenle yiiksek
sicaklik ve degisen pH degerlerinin bulundugu endiistriyel uygulamalarda
kullanilabilir 6zellik tagidigr goriilmektedir. SC6 CMCaz enzimi pH stabil bir
enzimdir.

SC6 enziminin termal stabilitesine ait sonuglara bakildiginda tiim
sicakliklarda enzim aktivitesinde 1 saat sonunda aktivitedeki en yiiksek diisiis
%5’dir. Maksimal aktivite kaybinin 90°C’de oldugu goriilmektedir. 50-90°C
araligindaki aktivitesi ortalama %97’dir. Termofil bir sicaklik araligt olan bu
degerlerde ortalama %3 aktivite kayb1 oldugu goriilmiistiir. Bu degerler enzimin
yiiksek ve genis bir sicaklik araliginda, uzun bekleme siirelerini igceren proseslerde
kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

Aspergillus  fumigatus 75 susundan seliilaz enzimi izolasyonu ve

karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen selillaz enziminin optimum
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aktivitesinin pH 5.0°de ve 50°C’de gerceklestirdigi belirtilmistir. Enzimin 40-60°C
araliginda 20 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesini %80’in iizerinde korudugu
bildirilmistir. Bununla beraber enzimin 80 ve 90°C’lerde aktivitesinin %10’a diistiigii
belirlenmistir (Liu ve ark, 2011).

Yang ve ark, (2010)’nin yaptiklar1 calismada Bacillus subtilis 115 ‘den elde
ettikleri seliilaz enziminin 65°C’de 2 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesini %90
korudugu bildirilmistir.

Hakamada ve ark, 1997 yilinda yaptiklar1 caligmada termostabil alkalin
selillaz enzimi izole etmislerdir. Termal stabilitenin degerlendirilmesi i¢in enzim,
cesitli sicakliklarda CaCl, ilave edilerek ve edilmeden 10 dakika inkiibe edilmistir.
Enzimin CaCl, bulunmayan ortamda 45°C’ye kadar stabil oldugu ancak bu degerin
tizerine ¢ikildiginda aktivitede diisis oldugu belirtilmistir. 5 mM CaCl, bulunan
ortamda stabilitenin yiikseldigi, 65°C’de bir artis gosterdigi goriilmistiir. CaCl,
varliginda 100°C’de 10 dakikalik inkiibasyon sonunda %30 stabilitesini kordugu
bildirilmistir.

Jung ve ark’nin 2007 yilunda Bacillus sp. A8-8 susundan izole ettikleri
optimum pH’s1 6.0 ve optimum sicakligi 60°C olan, termostabil -1,3-1,4 glukanaz
enziminin 80°C’de 2 saatlik 6n inkiibasyon sonunda aktivitesini %80 oraninda
korudugu bildirilmistir.

Enzimin sahip oldugu termal stabilite Ozellikleri ve literatiir verileri
degerlendirildiginde SC6 CMCaz enziminin termostabil karakterde bir enzim oldugu
goriilmektedir.

SC6 CMCaz enziminin %3-%20 NaCl konsantrasyonlarinda ortalama %112
kalan  aktivite gOstermis oldugu  goriilmektedir. Enzimin tim NaCl
konsantrasyonlarinda indiiklenerek yiiksek aktivite goOsterdigi  bulunmustur.
Aktivitest %10 NaCl konsantrasyonuna kadar artis gostermis, %15-20 NaCl
konsantrasyonlarinda  aktivitenin  artan  konsantrasyondan Onemli oranda
etkilenmedigi belirlenmistir.

Salinivibrio sp. NTU-05 susundan elde edilen halostabil seliilaz enzimi NaCl
bulunmayan ortamda %90 aktivite gosterirken optimal aktivitesini %5 NaCl

konsantrasyonunda gdstermektedir. NaCl konsantrasyonun %15-25 olmasiyla
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aktivitede diisiis gozlenirken %25 NaCl varliginda 4 saat sonunda aktivitenin %24
oldugu belirtilmistir (Wang ve ark, 2009).

SC6 notral CMCaz enzimi pehanonthrolin (%44), sodyum siilfit (%89),
EDTA (%99), MnCl, (%126), CaCl, (%54), ZnCl, (%36), B-merkaptoetanol (%77)
Tween 20 (%104) ile yiiksek oranda indiiklenmistir. Enzimin MgCl, (%100), PMSF
(%96) Tween 80(%101) ile énemli diizeyde etkilenmedigi belirlenmistir. Ure ile
%28 inhibe olurken triton x-100 ile de %31 inhibe olmustur.

SC6 notral CMCaz enzimi B-merkaptoetanol ile %77 indiiklenerek %177
relatif aktivite gostermistir. B-merkaptoetanol gibi ajanlarin ortamdaki varliginda
aktivitenin yiiksek oranda artmasi, siilfidril gruplarinin oksidasyonunun engelleniyor
olmasiyla agiklanabilir. Enzim aktivitesinin bu disiilfid baglar1 (disiilfide-reducing)
indirgeyici ajanlarla stimiile olmas1 enzimin katalitik bolgesinin yapisinda sistein
rezidiilerinin bulunabilecegine isaret eder (Damaso ve ark, 2002; Dutta ve ark, 2008).

Siddiqui ve ark,1997 yilinda Aspergillus niger ve Cellulomonas biazotea ‘ya
ait saflastirilmis CMCaz enzimi aktivitesine Mn™ iyonlarmin  degisen
konsantrasyonlarindaki etkisini belirlemek iizere yaptiklari c¢alismada, diisiik
konsantrasyonda Mn " varliginda enzim aktivitesinde artis gozlendigini ancak, Mn"
konsantrasyonundaki artisin enzim aktivitesinde diislise yol agtigini bildirmislerdir.
Aragtiricilar, bu durumun Manganin substrat ve enzime ait karboksil gruplar
arasinda  koprii  kurarak  baglanmalarmi  saglamasindan  kaynaklandigini
belirtmislerdir. Arastirmacilar mangan iyonlarin enzimin aktif bolgesi disinda bir
bolgeye baglandigin1 daha sonra enzim-substrat etkilesimi sirasinda aktif bolgeye
hareket ettigini, artan Mn™* konsantrasyonun bir enzime birden fazla Mn™
baglanmasina yol agtig1 i¢in aktivitede diislise neden oldugunu belirtmislerdir. SC6
CMC az enziminin 5mM konsantrasyonda MnCl, varliginda aktivitesinin
indiiklenmesi literatiirdeki bu ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

Paenibacillus barcinonensis’den saflastirilan termofilik seliilaz enziminin
Triton x-100 ve Tween-20 gibi noniyonik deterjanlar ve SDS gibi iyonik deterjan
varliginda enzim aktivitesi artirmistir. Benzer sekilde SC6 CMCaz enziminin
aktivitesi Tween 20 varliginda indiiklenerek %204 aktivite gdstermistir. Enzimin

Tween 80 varliginda aktivitesinde degisiklik olmadig1 (%101) belirlenmistir. Triton
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x-100 ise enzim aktivitesini %31 inhibe etmistir. Genellikle, noniyonik surfaktanlar,
hidroliz sirasinda substrata ait yiizey Ozelliklerini degistirerek seliillazin geri
doniisiimsiiz inaktivasyonunu minimuma indirir (Asha ve ark, 2012).

Castonon ve Wilke gazete kagitlarinin enzimatik hidrolizi i¢in surfaktan
olarak Tween 80 kullanildigt zaman aktivite hizinin %33  arttigim
bildirmislerdir(Castanon ve Wilke, 1981).

1997 yilinda yapilan bir ¢alismada Ca™un KSM $237 enzimini 45-65°C
araliginda termal inaktivasyondan korudugu bu sicakligin lizerinde etkisini kaybettigi
bildirilmistir (Hakamada ve ark, 1997). SC6 notral CMCaz enzimi, CaCl, ile %54,
ZnCl, ile %36 indiiklenmistir. Literatiirdeki benzer ¢aligmalara bakildiginda, Bacillus
sp. C-14’den elde edilen endoglukanaz ile yapilan galismalarda Ca*™ (%132), Na'™' ve
Zn? (%77) gibi metal iyonlarimin enzimi termal stabiliteye karsi korudugu ve
enzimin yiiksek sicakliklarda aktif yapisini korumasini sagladigi belirtilmektedir
(Donagy&Mckay, 1993; Aygan ve Arikan, 2008).

SC6 CMCaz enziminin molekiiler agirligit SDS-PAGE zimogram analizinde
121 kDa’luk tek bir aktivite bandi seklinde belirlenmistir.

Aspergillus niger Z10 susundan elde edilen CMCaz enziminin molekiiler
agirligl benzer bir metod uygulanarak 83 ve 50 kDa’luk iki aktivite band1 seklinde
belirlenmigtir (Coral ve ark, 2002).

Bacillus subtilis subsp. subtilis A-53 susundan elde edilmis olan optimum
pH’s1 6.5 ve optimum sicaklig1 50°C olarak belirlenen CMCaz enziminin molekiiler
agirhig1 SDS-PAGE ile 56 kDa olarak belirlenmistir (Kim ve ark, 2009).

SC6 CMCaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH’da hazirlanmis
substratla optimum aktivite sicaklifinda 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda agiga
¢ikan son {iriiniin maltotrioz oldugu belirlenmistir.

SC6 CMCaz enzimi optimum aktivitesini pH 6.0’da gdstermesi nedeniyle
ndtral, 70°C’de optimum aktiviteye sahip olmasiyla termofil, 50-80°C araliginda
ortalama %99 aktivite gOstermesi nedeniyle termostabil, NaCl’iin artan
konsantrasyonlartyla aktivitede artis gozlenmesi ve bu artigla aktivitenin
indiiklenerek %115 (%20 NaCl konsantrasyonu)’e kadar ylikselmesi nedeniyle

halofil-halostabil bir enzim 6zelligindedir.
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SC41 CMCaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin pH 12.0
oldugu belirlenmistir. Bununla beraber enzimin pH 9.0°daki relatif aktivite degeri
%092, benzer sekilde pH 13.0°deki relatif aktivite degeri %92’dir. Tim pH
degerlerindeki ortalama relatif aktivite degerinin yaklasik olarak %94 oldugu
bulunmustur. SC41 enzimi alkali karakterde bir enzimdir.

Li ve ark 2012 yilinda yaptiklar1 bir calismada halofilik karakterdeki
Thalasobacillus susundan organik solvent tolerant seliillaz enzimi izolasyonu ve
karakterizasyonu ger¢eklestirmislerdir. Elde edilen enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degerinin 8.0 oldugunu belirlemisler ve bu enzimi alkalin seliilaz
olarak tanimlamislardir.

2010 yilinda yapilan bir ¢aligmada, termofilik Actinomycetes’den termoaktif
seliilaz izolasyonu ve karakterizasyonu caligmalari yapilmis optimum pH’st 8.0
olarak belirlenen enzimin alkali bir seliilaz enzimi oldugu belirtilmistir (Aboul-Enein
ve ark, 2010).

Endo ve ark 2001 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada alkalifilik bir Bacillus
izolatindan endoglukanaz enzimi izole etmiglerdir. Elde edilen enzimin optimum
aktivite gosterdigi pH degerini pH 10.0 olarak belirlemislerdir.

Kumar ve ark, 2011 yilinda ekstremozimler iizerine yaptiklar1 bir ¢caligsmada,
farkli arastiricilarin pH 9.0’dan yiiksek degerlerde optimal aktivite gdsteren
enzimleri alkalifiller olarak tanimladiklarini ve bu enzimlere baslica 6rnek olarak
proteaz ve seliilazlarin verildigini anlatmiglardir (Kumar ve ark., 2011; Van den
Burg, 2003).

Alkalin ozellikteki SC41 CMCaz enzimi optimum aktivitesini 70°C’de
gostermistir. Elde edilen relatif aktivite degerlerine bakildiginda enzimin 80-90 ve
100°C’lerde sicaklik artigindan neredeyse hig¢ etkilenmeyerek ortalama %93 aktivite
gosterdigi goriilmektedir. Degisen sicaklik degerlerinde sahip oldugu yiiksek relatif
aktivite enzimin hem yiiksek sicaklik degerlerinde giivenle kullanilabilecegini hem
de genis bir sicaklik yelpazesinde aktivitesini koruyabilecegini kanitlar niteliktedir.

Endo ve ark’nin 2001 yilinda Bacillus’dan elde etmis olduklart optimum
aktivitesini pH 10.0’da gdosteren alkali seliilaz enziminin optimum aktiviteye sahip

oldugu sicaklik degerinin 55°C oldugu bildirilmistir. Enzimin 55°C’den sonra
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aktivitesinde keskin bir diisiis goriilmekte ve 60°C’nin {izerine ¢ikildiginda ise
enzimin aktivitesini tamamen kaybettigi anlasilmaktadir.

Mayende ve ark (2006), komposttan izole edilen Bacillus spp. suslarinin
seliilaz ve polifenol oksidaz aktivitelerini degerlendirmislerdir. Izolasyonu ve
karakterizasyonlar1 yapilan seliilaz enzimlerinden LMO1 ve LMO04 optimum
aktivitesini 60°C’de gostermistir. LM02 ve LMO03’e ait seliilaz enzimleri optimum
aktivitesini 70°C’de gosterirken, LMO03 enziminin 80°C’de yiiksek aktiviteye sahip
oldugu belirtilmis, bu 06zelligi nedeniyle ekstrem termofilik bir enzim olarak
tanimlanmustir.

Caldibacillus cellulovorans gen. nov., sp. nov. ‘den CMCaz enziminin
izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen CMCaz enziminin optimum
aktivitesini 80°C’de gosterdigi bildirilmistir. Artan sicaklikla beraber enzim
aktivitesinde diisiis gdzlenmistir. 90°C’deki aktivitesinin %20, 100°C’de ise %10’a
kadar diistiigii bildirilmistir (Huang ve Monk, 2004).

SC41 CMCaz enziminin pH 9.0-12.0 aralifinda, oda sicakliginda %86 stabil
oldugu belirlenmistir.

Aygan ve Arikan (2008), Bacillus sp. C14 susundan izole ettikleri alkali
karakterdeki endoglukanaz enziminin pH 6-12 aralifinda stabilitesini yaklagik %65
korudugunu, artan pH degerinin stabilitede 6nemli bir degisiklige yol agmadigini
belirlemislerdir.

Marinobacter sp. MSI032 susundan elde edilen alkalin seliilaz enziminin
4°C’deki 1 saatlik inkiibasyonu sonunda, en yiiksek stabiliteyi pH 9.0-10.0 araliginda
gosterdigini ve pH 11.0-12.0 araliginda aktivitesini %80’den fazla korudugu
belirlenmistir. pH’ nin aside dogru yonelmesi halinde ise stabilitede dnemli diistisler
oldugu (Orn: pH 4.0’de %60 ) bildirilmistir (Shanmughapriya ve ark., 2010).

Li ve ark, (2012) Thalassobacillus’dan izolasyonunu ger¢eklestirdikleri
solvent tolerant alkalin seliilaz enziminin, ¢esitli pH degerlerinde 30°C’de 24 saat 6n
inkiibasyonu sonunda pH 7.0-10.0 araliginda aktivitesini kaybetmedigini, pH 11.0°de
ise aktivitenin %70’e kadar distiigiinii bildirmislerdir.

SC41 CMCaz enzimi i¢in elde ettigimiz degerler, literatiir verileriyle

kiyaslandiginda SC41 enziminin pH stabilitesinin diger seliilaz enzimleriyle 6nemli
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oaranda benzerlik gosterdigi goriilmektedir. SC41 enzimi pH 9.0-12.0 araliginda
ortalama %86 stabilitesiyle alkali-stabil bir enzim 6zelligi tagimaktadir.

SC41 CMCaz enzimi 30-100°C’de ortlama %87 stabiliteye sahiptir. enzim en
yiiksek stabiliteyi optimum sicakligr olan 70°C’de gostermistir. Bunun yani sira,
100°C’de %384 stabil kalmasi ¢cogu seliilaz enziminde bulunmayan bir 6zelliktir.

Cryptococcus sp. S-2’den elde edilen termostabil CMCaz enziminin optimum
aktivitesini 40-50°C’de gosterdigi belirtilmistir. Enzimin 90°C’de 1 saat sonunda
aktivitesini yaklagik olarak %60 korudugu, 50°C’de 3 saate kadar stabilitesini
korudugu, 60-70 ve 80°C’lerde ise aktivitenin ikinci saatin sonunda diislise gectigi
bildirilmistir (Thongekkaew ve ark, 2008).

Aygan ve Arikan 2008 yilindaki ¢aligmalarinda, Bacillus sp. C14 susundan
izole edilen halo-alkalofil karakterdeki endoglukanaz enziminin termal stabilitesini
belirlemek amaciyla degisen sicakliklarda 15, 30 ve 60 dakikalik 6n inkiibasyon
gerceklestirmislerdir. Enzimin, 60°C’ye kadarki sicaklilarda 15 dakikalik 6n
inkiibasyon siiresi sonunda aktivitesini yaklagik %90 korudugu belirtilmistir.
Inkiibasyon siiresinin uzatilmasiyla enzimin aktivitesinde de diisiis gozlenmistir.
Bununla beraber, 70°C’de 15 dakikalik inkiibasyonda yaklasik %70, 30 dakikalik
inkiibasyonda yaklagik %60 ve 1 saatlik inkiibasyon sonunda %10 aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Enzimin 80°C’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda %10 aktivite
gosterdigi, 90°C’de ise 1 saat sonunda aktivitesini kaybettigi belirlenmisgtir.

Apiraksakorn ve ark 2008 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Bacillus subtilis
GN156 susundan  B-1,3-1,4-D-glukanaz  enzimlerinin  izolasyonunu  ve
karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. J1 ve pJ2 enzimlerinin optimum aktivite
gosterdikleri sicaklik degerinin 60°C oldugu bildirilmistir. Enzimlerin termal
stabilitesi 20-70°C araliginda 30 dakikalik 6n inkiibasyonla degerlendirildiginde, J1
enziminin 30-50°C araliginda yaklasik %50 stabilite gosterdigi, artan sicaklikla
stabilitenin azaldig1 60-70°C’lerde %40’a diistiigli bildirilmistir. pJ2 enziminin ise,
20-40°C araliginda yaklasik %20 stabil oldugu, 50°C’de oldukca zayif aktivite

gosterirken 60 ve 70°C’lerde aktivitesini tamamen kaybettigi bildirilmistir.
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SC41 enziminin sicaklik stabilitesine ait degerler goz Onilinde
bulunduruldugunda alkali ve termofil karakterdeki enzimin termostabil 6zellikte
oldugu goriilmektedir.

SC41 CMCaz enzimi NaCl varliginda indiiklenen bir enzimdir. Artan NaCl
konsantrasyonlarinin enzim aktivitesi iizerinde 6nemli bir degisiklik yaratmadigi
belirlenmistir. %3-%25 NaCl konsantrasyonlar1 araliginda %105-%111 arasinda
aktivite gosterebilen CMCaz enzimi halofil-halostabil bir enzimdir.

Aygan ve ark (2011), Bacillus licheniformis C108 susundan elde ettikleri
enzimi termofil ve halofil endoglukanaz olarak tanimlamislardir. Enzimin %3-%35
NaCl konsantrasyonunda yaklasik %80 kalan aktiviteye sahip oldugu, %7 NaCl
konsantrasyonundan etkilenmedigi ve %10 konsantrasyonda az miktarda
indiiklendigi maksimum aktivitenin %106,4 ile bu konsantrasyonda gerceklestigi
bildirilmistir. NaCl konsantrasyonunun yiikseltilmesiyle enzim aktivitesinde tekrar
diisiis gozlendigi belirtilmistir (Aygan ve Ark, 2011).

Enzimin 1,10 phenanthroline ile %95 oraninda inhibe olmasi enzimin aktif
bolgesinde metal iyonu iceren bir metalloenzim oldugunu gostermektedir. Enzimin
bir selator ajan olan EDTA ile %35 oraninda inhibe olmasi da bu sonucu destekler
niteliktedir (Dutta ve ark, 2008).

SC41 CMCaz enzimi, Tween 20 ile %5, Tween 80 ile %40 ve Triton x-100
ile %43 indiikklenmistir. Li ve ark., Bacillus sp. AC-1’den izole edilen Ba-EGA
enziminin Tween 20 ile %24 ve Triton X-100 ile %27 oraninda indiiklendigini
bildirmislerdir. Seliillozun hidrolizi temel olarak 3 asamadan meydana gelir seliilaz
enzimlerinin seliiloz yilizeyine tutunmasi (adsorbsiyon), seliilozun fermente edilebilir
sekerlere doniistliriilmesi, seliilaz enziminin serbest kalmasi (desorbsiyon). Bu
baglanmalarin bir kismi geri doniisiimsiiz gergeklesir ve reaksiyon siiresince
aktivitede diisiise neden olur. Tween 20, Tween 80 ve Triton x-100 gibi non iyonik
surfaktanlarin enzimi aktive etmeleri, hidroliz boyunca seliilozun yiizey yapisinda
bir dereceye kadar degisiklige yol a¢malar1 ve bu sayede geri doniisiimsiiz
baglanmalar1 en aza indirmesi olabilir (Li ve ark, 2006).

Kim ve ark, noniyonik siirfaktanlarin gazete kagitlarinin geridoniistim

hidrolizleri iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢calismalarinda Tween 20 ve Tween 80’in
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etkisini degerlendirmislerdir. Caligmada Tween 80’in Tween 20’ye gore %7 daha
yiiksek hidrolize yol actig1 bildirilmistir (Kim ve ark, 2007).

SC41 alkali CMCaz enzimi PMSF ile %31 oraninda inhibe olmus ve %69
relatif aktivite gostermistir. C-14 endoglukanaz enzimi SmM PMSF ile %57 inhibe
olmustur. 1-2 mM PMSF ile neredeyse tamamen inhibe olan enzimlerin aktif
bolgelerinde serin rezidiisii ya da thiol bulundurduklar bildirilmistir (Kamburova ve
ark, 2003; Aygan ve Arikan, 2008).

SC41 CMCaz enziminin molekiiler agirligi 76.1 kDa olarak hesaplanmustir.
Literatiir verilerine bakildiginda seliilaz enzimlerinin molekiil agirliklarinin ¢ok genis
araliklarda oldugu belirlenmistir. Bacillus subtilis LFS3 susundan elde edilen
asidotermofilik seliilaz enziminin molekiiler agirligr 185 kDa olarak belirlenirken
(Rawat ve Tevari, 2012), Bacillus agaradhaerens’den elde edilen endoglukanaz
enziminin molekiiler agirhigi 38 kDa olarak bildirilmistir (Hirasawa ve ark, 2006).
Gortildiigii gibi SC41 CMCaz enziminin molekiiler agirlig: literatiirle benzerlik
gostermektedir.

SC41 alkalin seliilaz enziminin CMC’yi hidrolizi sonucu agiga ¢ikan son {iriin
TLC yontemiyle maltoz olarak belirlenmistir.

Sonug olarak,

1. Evlerde kullanilan ¢amasir temizleme deterjanlar iilkelere ve kullanim
aliskanliklarina gore degisiklik gostermektedir. S1vi deterjanlar ¢cogunlukla
ndtral veya notrale yakin pH degerinde, agartic1 icermeyen diisiik oranda
tuz bulunduran deterjanlardir. Iliml1 alkali pH’da aktif deterjanlar genelde,
toz deterjanlardir ve aktivite pH’s1 9.0 civarindadir. Alkalin pH’da aktif,
toz deterjanlar, sodyum siilfat veya sodyum karbonat igerirler. Ev
kullanimina uygun bu deterjan 6zellikleri ve yikama kosullarindaki genis
sicaklik araliklar1 g6z Oniline alindigi zaman nétral karakterdeki SC6
CMCaz enzimi son zamanlarda gittikce artan ilgiye sahip sivi
deterjanlarda, SC41 enzimi ise alkalin Ozellikteki toz deterjanlarda
kullanilabilir 6zelliktedir.

2. Pamuklu kumaslarda, kumas ylizeyinden disariya uzanan kii¢iik (mikro) lif

yapilart bulunmaktadir. Bu mikro yapilar kumasin islenmesi siirecinde
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tiftiklenmis, eskimis, bir goriinti meydana getirir. Bu goriiniimiin
kumastaki piiriizlii yapilarin giderilmesi yoluyla yenilestirilmesi, diger bir
deyisle eski goriiniimli  kumasin  genclestirilmesi, biyo-finishing
(depilling) olarak isimlendirilir. Bu uygulama selillaz enzimlerinden
yararlanilarak gerceklestirilmektedir. Biyofinishing islemi sonunda kumas;
daha parlak, daha yumusak ve piiriizsiiz bir yap1 kazanirken ayn1 zamanda
pamuklanmaya kars1 direngli bir hal alir.

Bio-finishing uygulamalari, pH 5.0-8.0 araliginda, 30-60°C’de
degisen sicakliklarda 30-60 dakika siireyle gergeklestirilmektedir.
Optimum aktivitesini pH 6.0’da gosteren SC6 enzimi ve optimum
aktivitesini pH 4.0’de ve 60°C’de gosteren SC61 CMCaz enzimlerinin bu
amagla kullanilmast miimkiindiir.

Tekstil endiistrisinde, denim kumaglarinin ‘eskitme’ goriintimii
kazanmasini saglayan biyo-stoning adi verilen biyolojik taglama islemi de
selilaz enzimlerinden yararlanilarak yapilmaktadir. Enzimatik olmayan
yollarla yapildig1 zaman ponza tasiyla gerceklestirilen bu yontem, hem
kumasta hem de kullanilan makine ve ekipmanlarda hasara yol agarken
aynit zamanda kumas lizerinde ponza tasinin asinmasindan kaynaklanan
tozlar meydana getirmekteydi.

Alternatif olarak kullanilan seliilaz enzimleri, kumas lizerindeki indigo
boyalara baglanarak bir kisminin uzaklagtirilmasini saglar, bio-finishing
prosesine benzer sekilde, biostoning uygulamalar1 da pH 5.0-8.0’de ve 30-
60°C araliginda gergeklestirilmektedir.

SC6 ve SC61 CMCaz enzimleri biofinishing uygulamalariyla beraber
denim kumaglarin biyolojik taslanmasi islemlerinde de kullanilabilir
ozelliktedir.

3. Kagit endiistrisinde, artik kagitlarin geri doniisiimii islemlerinde seliilaz
enzimleri noniyonik siirfaktanlarla beraber kullanilmaktadir. Ortam
pH’sinin asidik olarak ayarlandig1 bu islemlerde sicaklik ise 50°C olarak
uygulanmaktadir. Kagitlardaki seliilozun glukoza doniistiiriilmesinin

amaglandig1 bu geri doniisiim islemleri i¢in son iiriinii maltoz olan SC61
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CMCaz enzimi giivenle kullanilabilir niteliktedir. Cesitli proseslerde
kagittaki miirekkebin geri alinmasi ve yumusatma islemleri i¢in ortama
koyulan non iyonik siirfaktanlara (Tween-20 ve Tween 80) karst %70
stabil olan SC61 CMCaz enzimi, optimum aktivite pH’s1 ve optimum
sicaklik gibi 6zellkleriyle de bu islem icin olduk¢a uygun bir enzimdir.

Atik  kagitlarin  geri  doniisiimiiniin  yliksek alkali kosullarda
gerceklestirildigi durumlar i¢in optimum aktivite pH’s1 12.0 olan ve non
iyonik siirfaktanlarla indiiklenen SC41 CMCaz enziminden son derece
etkili bir sekilde faydalanilabilir. Optimum aktivite sicakligi 70°C olan ve
stifaktanlarla indiiklenen SC41 termoalkalifil CMCaz enziminin kagidin
enzimatik deinking ve geri doniisiimii uygulamalarinda kullanilmasi,
islemlerin daha yiiksek sicakliklarda ve kisa silirede gergeklesmesini
saglayabilir 6zellikler tagimaktadir.

4. Biyoetanol iiretimi sirasinda, seliilozik ve lignoseliilozik materyalin 6n
islemleri sirasinda enzimatik hidrolizden yararlanilir. Bu amagla seliilaz ve
ksilanaz enzimleri sik kullanilan enzimler arasinda yer alir. Enzimatik
hidroliz tek bagsina kullanilabilecegi gibi baska bir 6n hidroliz
islemlerinden biriyle beraber de kullanilabilmektedir. Asidik 6n islemler
genelde korozyona yol agtigindan, bu yontem yerine asidik pH’da aktivite
gosteren seliilaz enzimlerinden yararlanilabilir. Biyoetanol tiretimi i¢in 6n
islem prosesleri ¢ok sayida ve farklt kosullarda gergeklesen
uygulamalardir bu sebeple, asidik, notral ve alkali karakterdeki CMCaz
enzimleri Ozellikle termofilik olma ozellikleriyle biyoetanol iiretimi
sirasinda hammadenin 6n hidrolizi uygulamalarinda ucuz ve pratik bir yol
olarak tercih edilebilir.

5. Meyve suyu lretimi sirasinda aciga ¢ikan bir takim zorluklar1 agsmak i¢in
diger bir ¢ok enzimle beraber seliilaz enzimlerinden de yararlanilmaktadir.
Genel olarak bu enzimler ‘macerating enzymes’ yumusatici enzimler
olarak isimlendirilirler. Ozellikle asidik karakterdeki SC61 ve notral

ozellik gosteren SC6 CMCaz enzimlerinin bu uygulamalarda, enzimleri
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stvilagtirma isleminin siiresinin kisaltilmasinin yaninda meyve suyunun
tadinin olgunlagmasinda da yardimci olarak gorev yaparlar.

6. Bacillus sp.’den elde edilen CMCaz enzimleri son {iriin olarak maltoz ve
maltotrioz agiga c¢ikarmakta ve yiiksek termal stabilite gostermektedir.
Seliilaz enzimlerinin endiistriyel kullanimlar1 sirasinda aciga ¢ikan 6nemli
problemlerden biri ise son iiriin inhibisyonudur. Seliilaz enzimleri seliilozu
glikoza hidrolizledikleri zaman ortamda artan glikoz konsantrasyonu
enzimin inhibe olmasina neden olmaktadir. Bu durum maltoz, maltotrioz
ve sellobiyoz gibi son iirlinlerde gergeklesen bir durum degildir. Bu
sebeple izole ettigimiz CMCaz enzimleri endiistriyel uygulamalarda hem
termal stabiliteleriyle hem de son {irlin inhibisyonuyla karsilasmayacak
olmalartyla uzun siireli endiistriyel uygulamalarda kullanilabilir

ozelliktedir.
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