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VAN GOLU’NDEN iZOLE EDILEN Bacillus pumilus VLC7 iLE SELULAZ

URETIMI, URETIiM KOSULLARININ OPTIMIiZASYONU, SELULAZIN

SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BiYOTEKNOLOJIK
UYGULAMALARI
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Amag: Bu tezin amaci 6ncelikle Van Golii'nden alkali pH ortamina adapte olmus ve yiiksek
seliilaz iiretim potansiyeline sahip bir bakterinin izole edilmesi ve bu izolatin tanimlanmasidir.
Daha sonra bu izolattan seliilazin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve biyoteknolojik uygulama
alanlarmin arastirilmast amaglanmastir.

Yontem: Van Golii'nden izole edilen alkalifilik bakteriler arasindan, karboksimetil seliiloz
substrat1 kullanilarak seliilaz aktivitesi en yiiksek olan bakteri belirlenmistir. Bu izolat, klasik
ve molekiiler tan1 yontemleriyle karakterize edilmistir. Seliilaz tiretimi i¢in en uygun kosullar
belirlenmis, ardindan seliillaz amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ultrafiltrasyon ve iyon degisim
kromatografisi ile saflastirilmistir. Saflastirilan enzim karakterize edilmis ve enzimin Kumas
boyalarini par¢alama, kagidi parcalama ve kumas ylizeyindeki tiiylenmenin uzaklastirilmast
gibi biyoteknolojik kullanim alanlar1 incelenmistir.

Bulgular: Izolatlar arasindan en iyi seliilaz iiretici izolat Bacillus pumilus VLC7 (GenBank
Acc No: OR415888.1) olarak tanilanmistir. Bu bakterinin maksimum seliilaz tiretimi, pH 7,0
ve 30 °C sicaklikta karboksimetil seliiloz ve maya 6ziitii varliginda, 96 saatlik inkiibasyon
stiresinde elde edilmistir. Enzimin optimum aktivitesinin gozlendigi pH degeri 9,0 ve sicaklik
ise 40 °C olarak belirlenmistir. Ayrica, enzimin sicaklik ve pH stabiliteleri belirlenmistir.
Enzimin gesitli reaktifler, metal iyonlari, organik ¢oziiciiler ve deterjanlar varliginda kararli
oldugu tespit edilmistir. B. pumilus VLC7 alkali seliillazinin kumas yiizeyindeki tiiylenmeyi
uzaklastirmada (biyoparlatma), kagidi ve kumas boyasini parcalamada etkili oldugu tespit
edilmistir.

Sonu¢: Bu tez ¢alismasinda, B. pumilus VLC7 bakterisinden seliilaz enzimi saflastirilarak
karakterize edilmistir. Alkali seliilazin kumas biyoparlatmada, kagit ve kumas boyalarini
par¢alamada kullanilabilecegi Saptanmistir. Bu bulgular, B. pumilus VLC7'nin endiistriyel
biyoteknoloji uygulamalarinda potansiyel bir biyo-iiriin kaynagi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus pumilus, Alkali Seliilaz, Protein Saflastirma, Enzim
Karakterizasyonu, Deterjan, Kagit, Biyoparlatma.

Aralik 2023, 93 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

CELLULASE PRODUCTION WITH Bacillus pumilus VLC7 ISOLATED FROM
LAKE VAN, OPTIMZATION OF PRODUCTION CONDITIONS, PURIFICATION,
CHARACTERIZATION AND BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS OF
CELLULASE

Aysun Ayse YILMAZ
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Siimeyra GURKOK

Purpose: The aim of this thesis is to isolate a bacterium from Lake Van, which is adapted to
alkaline pH environment and has a high cellulase production potential and to identify this
isolate. Then, it was aimed to purify and characterize cellulase from this isolate and to
investigate its biotechnological applications.

Method: Among the alkaliphilic bacteria isolated from Lake Van, the bacterium with the
highest cellulase activity was identified using carboxymethyl cellulose substrate. This isolate
was characterized by classical and molecular identification methods. The optimum conditions
for cellulase production were determined and the cellulase was purified by ammonium sulfate
precipitation, ultrafiltration, and ion exchange chromatography. The purified enzyme was
characterized and its biotechnological applications such as degradation of fabric dyes,
degradation of paper and removal of pilling on fabric surface were investigated.

Results: Among the isolates, the best cellulase producer was identified as Bacillus pumilus
VLC7 (GenBank Acc No: OR415888.1). The maximum cellulase production with this
bacterium was achieved at pH 7.0 and 30 °C, in the presence of carboxymethyl cellulose and
yeast extract, during a 96-hour incubation period. The optimum temperature for activity was
determined as 40 °C and pH 9.0. Furthermore, the temperature and pH stabilities of the enzyme
were characterized. The enzyme was found to be stable in the presence of various reagents,
metal ions, organic solvents, and detergents. B. pumilus VLC7 alkaline cellulase was found to
be effective in shredding paper, degrading fabric dye, and removing pilling from the fabric
surface.

Conclusion: In this thesis, cellulase enzyme from B. pumilus VLC7 was purified and
characterized. It was found that alkaline cellulase can be used in fabric biopolishing and
degradation of paper and fabric dyes. These findings suggest that B. pumilus VLC7 may be a
potential source of bioproducts for industrial biotechnology applications.

Keywords: Bacillus pumilus, Alkaline Cellulase, Protein Purification, Enzyme
Characterization, Detergent, Paper, Biopolishing.

December 2023, 93 pages
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GIRIS

Enzimler canli hiicrelerin {irettigi ve canli metabolizmasindaki ¢ogu biyolojik siireci
katalize eden, biyokatalizorlerdir (Hinnemann ve Norskov, 2006). Seliilaz ise seliilozun
enzimatik hidrolizinde rol oynayan 6nemli bir enzim tiiriidiir ve Selillozun son iriinii olan
glukoza doniistliriilmesini saglar. Seliilazlar, ilk olarak seliiloz molekiillerini daha kisa
polisakkaritlere, sonrasinda sellobiyoz gibi oligosakkoritlere ve son olarak D-glukoz gibi

monosakkaritlere doniistiirmekle gorevlidir (Teeri, 1997; Zhang ve Lynd, 2004).

Seliilazlar bitki, fungus ve bakterilerde hatta hayvanlarda bulunabilir. Ancak
mikroorganizmalar hizli ve kontrollii kosullar altinda yetistirilebildikleri i¢in endiistriyel enzim
tiretimi bakimindan birincil kaynaktir. Mikroorganizmalardan {iretilen enzimler, yliksek
katalitik aktiviteleri, istenmeyen yan {iriinlerin olmamasi, yiiksek stabiliteleri, diisiik maliyetleri
ve biiyiik miktarlarda elde edilebilmeleri nedeniyle bitki ve hayvanlardan elde edilen

enzimlerden daha fazla tercih edilirler (Wiseman, 1987).

Bu c¢alismada, oOncelikle etkili bir alkali seliilaz treticisinin izolasyonu ve
karakterizasyonu amaglandi. Van Goli'niin bazik pH’sina uyum saglamis ekstremofilik
bakteriler izole edildi. Izolatlar arasindan en iyi seliilaz iireticisi segilerek seliilaz enziminin

optimizasyonu, klasik ve molekiiler yontemlerle karakterizasyonu yapildi.

Klasik ve molekiiler yontemlerle tanilanan yiiksek seliilaz aktivitesine sahip izolatin
tiretim kosullarinin optimizasyonu amaciyla optimum pH ve sicaklik, inkiibasyon stiresi, en 1yi
azot kaynagi ve konsantrasyonu, en iyi karbon kaynagi ve konsantrasyonu belirlendi.
Sonrasinda enzim saflastirma islemi i¢in amonyum siilfat tuzu ile protein ¢oktiirme,

ultrafiltrasyon filtreleri ve anyon degisim kromatografisi teknikleriyle saflagtirilma yapildi.

Saflagtirilan enzimin karakterizasyonu igin molekiiler kiitlesi, Vmax ve Kmn Kinetik
sabitleri, optimum pH ve pH stabilitesini, optimum sicaklik ve sicaklik stabilitesini, g¢esitli
metal iyonlari, ¢esitli reaktif maddeler, organik ¢6ziici maddeler ve deterjanlar igeren

ortamlarda dayaniklilig: belirlenerek biyoteknolojik kullanim sahalar incelendi.

Seliilozlarin endiistriyel kullanim alanlarindan biri olan kagit sanayisinde karton gibi
bliyiik kagit parcalarinin parcalanmasini kolaylastirmak amaciyla kagidi pargalama 6zelligi

arastirildi ve kagidi pargaladig tespit edildi.



Bu tez calismamizin son agsamasinda, seliilazlarin ayrica deterjan ve tekstil endiistrisinde
kullanim olanaklar1 arastirilmistir. Deterjan iceriklerine, daha c¢ok yipranmis kumas
yiizeyindeki tiiylenmeyi giderme Ozellikleriyle biyoparlatma icin eklenen seliilazlar, tekstil
endiistrisinde boya giderimleri ve renk tonu diizenlemesi gibi kullanim alanlarina da sahiptir.
Tez kapsaminda yapilan c¢alismalarla, seliilaz enziminin kumas yiizeyindeki tliylenmeyi

azalttig1 ve boya gideriminde etkili oldugu tespit edilmistir.



KURAMSAL TEMELLER

Enzimler

Enzim terimi ilk olarak 1878'de Kiihne tarafindan kullanilmistir. Enzimler kiiresel
proteinlerdir ve diger proteinler gibi uzun dogrusal amino asit zincirleri igerirler. Her bir amino
asit dizisi, kendine 6zgii 6zelliklere sahip benzersiz bir yapi olusturur (Choudhury, 2020).
Enzimler, canli hiicrelerce iiretilen biyokatalizorlerdir; fakat hiicrelerden bagimsiz hareket
edebilen ¢oziiniir, kolloidal organik katalizorler olarak da tanimlanabilir. Eski ¢aglardan beri
enzimler peynir, sarap ve ekmek iiretimi gibi ¢esitli alanlarda kullanilmislardir. Enzimlerin
endiistriyel uygulamalari, mikroorganizmalar ve olusturduklar1 metabolitler iizerine yapilan
yogun arastirmalar sebebiyle 20. yiizyilin ikinci yarisindan bu yana 6nemli 6l¢iide artmistir
(Kulkarni vd., 1999) ve endiistriyel biyoteknolojiye de biiyiik katkida bulunmuslardir.
Endiistriyel islemlerde kullanilan enzimlerin ¢ogu hidrolitik enzimlerdir ve ¢esitli dogal
maddelerin bozunmasi i¢in kullanilmaktadirlar (Kirk vd., 2002). Enzimler gida, yem, kagit,
deri, tarim, deterjan, moda ve tekstil endiistrilerinde ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Boylece
hem maliyette biiyiik diisiisler saglamis (Bhatia ve Bhatia, 2018) hem de toksik kimyasallarin
kullanimini azaltmistir (Choudhury, 2020).

Enzimlerin simiflandirilmasi

Gegmiste, enzimlerin siniflandirilmasi icin ¢esitli sistemler kullanilmistir. Gliniimiizde
ise, Uluslararast1 Enzimler Komisyonu tarafindan tanitilan smiflandirma sistemi
kullanilmaktadir. Bu komisyon, enzimlerin ve koenzimlerin smiflandirilmas:  ve
isimlendirilmesi, enzimlerin aktivite birimleri ve standart tahlil yontemleri ile enzim kinetiginin
taniminda kullanilan semboller konusunu ele almistir (Aszalos, 1978). Enzimlerin
smiflandirilmasinda EC (Enzim komisyonu) numarast kullanilmaktadir. Katalizledikleri
reaksiyonlara gore oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar, ligazlar

ve translokazlar olarak yedi enzim sinifi tanimlanmistir (de Souza Vanderberghe vd., 2020).

Enzimlerin kullanim alanlari

Endiistriyel biyoproseslerin gelistirilmesinde mikrobiyal enzimler olduk¢a 6nemli roller
tistlenmistir. Kagit ve kagit hamuru, deterjan, deri ve tekstil, kimyasallar, ilaglar, yiyecekler ve
icecekler, biyoyakitlar, hayvan yemi ve kisisel bakim da dahil olmak iizere ¢cok sayida pazar
mevcut uygulamalarin odak noktasidir (Tablo 1). Mikrobiyal enzimler ekonomik fizibilite,



yiikksek verim, tutarlilik, triinde modifikasyon ve optimizasyon kolayligi, mevsimsel
dalgalanmalardan  etkilenmeme nedeni ile diizenli tedarik, ucuz ortamlarda
mikroorganizmalarin hizli biiyiimesi, stabilite ve optimum katalitik aktivite nedeniyle uygun

iiretim sistemleridir (Barragan vd., 2016).

Tablo 1. Enzimler ve kullanim alanlari

Enzimler Kaynaklar Kullanildig Yer Endiistri Kaynak
Gida
Tekstil i i
Fermantasyon ) Brisman ve Belin,
Amilaz Fungus Tlag katk1 maddesi Kagrt 1991; Souza ve
Bakteri ,g Deterjan Magalhaes, 2010;
Nisasta parcalayici Firm Wang vd., 2020
Ilag
Laktaz Maya Lakt ! Gid Jones ve Lee, 2017
. aKtoz parcalayicCi 1da ,
Bakteri patgatay
Deterjan katki .
. Deterjan
Lipaz Fungus maddesi el Choudhury ve
v Yag Bhunia, 2015
Enerji kazanimi
; . Gd
invertaz Fungus Sakkaroz hidrolizi . Kotwal ve Shankar,
Icecek 2009

Siit katki maddesi Siit Ismail ve Nielsen,

Fungus 2010; Jian vd.,

Proteaz Bakteri Tiiy temizleme Deri _ 2011 Yadav vd..
Leke ¢ikarici Deterjan 2019
Gida
Odunsu hammadde
Fungus : Deterjan al, :
Seliilaz kg ] Biyo-taglama J Sharada, 2014;
Bakteri Ekstraksiyon Tarim Srivastava vd., 2015
e . Kagit
Ekin biiylimesi .
Tekstil
Seliiloz

Yeryliziindeki en yaygin organik molekiil, mikroorganizmalar tarafindan iiretilen,
bitkilerin ve alglerin hiicre duvarlarinda bulunan seliillozdur. Seliiloz, Sekil 1’de gosterildigi
gibi glukoz tnitelerinin B-1,4-glikozidik baglarla bir araya gelmesiyle olusan (CgH100s)n
kimyasal formiiliine sahip bir tiir diiz polimerdir. Seliiloz basit bir polimerdir; ancak enzimatik
hidrolize kars1 oldukg¢a direnc¢li olan ¢6ziinmez, kristalin mikrofibriller olusturur. Seliilozu
verimli bir sekilde bozdugu bilinen tiim organizmalar, sinerjizmde birlikte hareket eden farkl

ozgiilliiklere sahip bir enzim dizisi tiretir (Béguin ve Aubert, 1994).
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Sekil 1. Seliiloz yapis1 (Miljkovi¢ vd., 2021)
Seliilazlar

Seliilaz ad1 verilen enzimler, glikozu serbest birakmak i¢in seliilloz molekiillerindeki -
1,4-glikozidik baglar1 pargalar. Seliilazlar, endoglukanazlar (EC 3.2.1.4, B-1,4-D-glukan
glukanohidrolazlar), ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.91, B-1,4-D-glukan selobiyohidrolazlar) ve -
1,4-D-glukozidazlar (EC 3.2.1.21, selobiyazlar veya -D-glukozit glikozil hidrolazlar) seklinde
tiretilirler (Lynd vd., 2002) ve seliiloz tizerinde Sekil 2’de gosterildigi sekilde etki ederler.

Basta fungus ve bakteriler olmak iizere ¢cok sayida mikroorganizma, seliilozu glikoza
parcalayan ve hidrolitik enzimlerden olan seliilazlar1 iretebilir (Jahangeer vd., 2005).
Genellikle Bacillus cinsine ait bakteriler tarafindan iiretilen seliilaz enzimi, dogada genis bir
mikroorganizma spektrumu ile ifade edilir. Seliillaz iireten mikroorganizmalarin dogadan
taranmasi ve izole edilmesi, yeni seliilazlar elde etmenin 6dnemli yollarindan biridir. Bu yeni
taranan mikroorganizmalar, cesitli 6zelliklere sahip yeni seliillaz genlerinin kaynaklaridir.
Seliilazlar siklikla olii ve giirliyen organik maddeler {izerinde biiyiiyen saprofitik
mikroorganizmalar tarafindan iiretilir. Birgok bitki patojeni de seliilaz eksprese eder. Genellikle
seliilaz {ireten mikroorganizmalar, orman ve doga rezervlerinden, sicak su kaynaklarindan,
komposttan, kanalizasyondan, hayvan giibresinden ve sigir rumenlerinden elde edilen toprak
ve su orneklerinden izole edilir. Mantarlardan elde edilen seliilazlar hiicrelerin disina
salgilandig1 ve dayanikli oldugu i¢in ticari olarak 6nemlidir. Genel olarak, termofilik seliilazlar
yiiksek sicakliklara ve asir1 pH degerlerine dayanabildikleri igin ticari uygulamalara sahip

olduklar1 diisiiniilmektedir (Juturu ve Wu, 2014).

Son yillarda endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %75°1 hidrolitik enzimlerden
olustugu bildirilmistir (Bhat, 2000). Seliilazlar, 30 yil1 agkin bir siiredir ticari olarak kullanima
sunulduklarindan beri hem akademik hem de ticari ¢alismalarin odak noktasi haline gelmistir

(Kuhad vd., 2011).

Seliilazlar, diger enzimlerde oldugu gibi aktivitelerinde degisikliklere neden olan ¢ok
sayida dis parametreden etkilenmektedir. pH, sicaklik, substrat konsantrasyonu vb.
parametreleri yapisal stabiliteyi, enzimatik aktiviteyi ve nihayetinde glikoz verimini

etkilemektedir (Ranganathan vd., 2022).
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Sekil 2. Seliiloz tizerinde seliilaz etki bolgeleri (Khan vd., 2016’dan Tiirkgelestirilmistir.)
Seliilazlarin siniflandirilmasi

Seliilaz, seliilozun hidrolizini katalize eden bir enzim sinifidir. Seliilaz, endo-1,4-p3-D-
glukanazlar ve ekzo-1,4-B-D-glukanazlar ile selobiyozdan (B-D-glukozidglukano hidrolaz)
olusan ¢oklu bir enzim sistemidir (Sharada vd., 2014).

Endo-glukanaz [EC 3.2.1.4]

Endo-glukanazlar, seliiloz polisakkarit zincirindeki i¢ amorf bolgeleri rastgele keserek
cesitli uzunluklarda oligosakkaritler olustururlar (Lynd vd., 2022). Endo-glukanaz ayrica
seliiloz hidrolizinin ara iiriinleri olan selodekstrinler {izerinde de etki edererek onlar1 selobiyoz
ve glikoza doniistirir (Sharada vd., 2014). Endo-glukanazin yapisi, Thermoascus
aurantiacus’a ait endoglukanazin kristal yapisi alinarak agiklanmaktadir. Glikozil hidrolaz 5
ailesine aittir. Bu enzim, kisa dongiiler i¢ceren kompakt bir yapiya sahip sadece bir katalitik alt
birim igerir. Enzim yapisi, klasik sekiz katli B/a-barrel, B/o-loop 3’te kisa bir iki iplikli
antiparalel B-sheet ve {i¢ adet tek doniislii sarmal ile karsilagtirildiginda sadece birkag ekstra

ikincil yapiya sahiptir (Leggio ve Larsen, 2002).



Ekzo-glukanaz [EC 3.2.1.91] ve [EC 3.2.1.176]

Seliiloz 1,4-B-selobiyosidaz [EC 3.2.1.91] seliiloz ve benzer substratlardaki -(1-4)-D-
glukozidik baglarin hidrolizi ile zincirlerin indirgen ug¢larindan selobiyozu serbest birakirken,
seliiloz 1,4-B-selobiyosidaz [EC 3.2.1.176] seliilloz ve selotetraozdaki B-(1-4)-D-glukozidik
baglarin hidrolizi ile zincirlerin indirgeyici olmayan uglarindan selobiyozun serbest

birakilmasini gerceklestirirler.

Ekzo-glukanazlarin veya selobiyohidrolazlarin yapisi, Phanerochaete chrysosporium
aurantiacus’a ait selobiyohidrolaz kristal yapisi alinarak agiklanir. Bu enzim, GH 7 ailesine
aittir. Translasyon sonrasi modifikasyonlar ile, 431 amino asit uzunlugundaki peptit zinciri
kaliplari, 3 boyutlu bir B-jole rulo yapisina sahip fonksiyonel bir enzime dontisiir (Mufioz vd.,
2001).

B-glukozidaz [EC 3.2.1.21]

Toprakdaki hiicre dis1 enzimlerden, toprak organik maddesinin parcalanmasinda rol
oynayanlar ozellikle ilgi g¢ekicidir. B-glukozidaz (eski adi gentiobiaz veya selobiyaz), bitki
polisakkaritlerinin ana bileseni olan seliilozun enzimatik bozunmasinda rol oynayan bir
enzimdir. Seliiloz, f-1,4 bagl glukoz birimlerinin polimer zincirlerinden olusur ve enzimatik
bozunmasi, seliiloz zincirlerini daha kiiciik birimlere ayiran endo-$-1,4-glukanaz ve iki B-1,4
bagl glikoz birimini molekiillerin indirgeyici uglarindan ayiran selobiyohidrolaz tarafindan
baglatilir. B-glukozidaz, her mol selobiyoz basina iki mol glukoz agiga g¢ikarmak igin
selobiyozun boliinmesini katalize ederek hidroliz islemini tamamlar ve bu nedenle selobiyozu
dogrudan alamayan mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir enerji kaynaginin tedarigini diizenler

(Turner vd., 2002).

Seliilazlarin uygulama alanlari

Mikrobiyal enzimlerin kullanimi yiizyillardir yaygin olarak bildirilmistir; ancak
enzimlerin ticari kullanimi son zamanlarda daha c¢ok benimsenmistir. Mikrobiyal koékenli
seliilazlar, gida, tekstil, kagit ve kagit hamuru, camasirhane, igecek, tarim, biyoyakit tiretimi ve
deterjan endiistrileri de dahil olmak iizere gesitli ticari sektorlerde kullanilmasi sebebiyle genel
olarak kiiresel enzim pazarinin %20'sini olusturmaktadir (Ejaz vd., 2021). Seliilazlar, seliilozu
etanole fermente edilebilen bir seker olan glikoza hidrolize etme kabiliyetleri nedeniyle 6nemli
biyoyakit enzimleridir. Gelecekte biyoyakitlarin ticari iiretimi tarafindan giiclii bir sekilde
secilecek ve biyoyakit endiistrisinde seliiloz talebini daha da arttirma yolunda devam edecektir

(Srivastava vd., 2015).



Kagit endiistrisinde seliilazlar

Seliilazlarin kagit hamuru ve kagit endiistrisinde uygulanmasi, kullanilan kagitlarin ve
gazetelerin geri doniisiimii, odunsu hammaddenin rafine edilmesi ve Ogiitiilmesi, kagidin
dayaniklilik 6zellikleri gibi mekanik hamurlastirma islemlerinde gegerlidir. Rafinasyon
sonucunda seliilazlar, yiiksek miktarda ince, hacimli ve sertlige sahip hamurlarin olusmasina
yol acar. Buna karsin, seliilazlarin kullanildig1 biyomekanik hamurlagtirma, rafine etme
sirasinda 6nemli miktarda enerji tasarrufu saglamaktadir (Bhat, 2000). Seliilazlar kagit hamuru
tiretimi isleminde hamurun kalitesini azaltan odunsu maddeleri uzaklastirir (Zoppas vd., 2013).
Ayrica yine kagit endistrisinde kagittaki miirekkebi gidermede de kullanilir. Mirekkep
giderme isleminde asidik seliilazlar kullanilir ve bu enzimler kagidin sararmasini 6nledigi,
parlaklik verdigi, kagidi temiz gosterdigi ve ¢evre kirliliginde azaltici rol oynadigi igin tercih
edilir (Ratnayake ve Jayasekara, 2019). Ayrica seliilazlar kagit havlularin yumusak dokuda

olmasini sagladiklari i¢in de tercih edilirler (Sukumaran vd., 2005).

Tekstil endistrisinde seliilazlar

Seliilazlar, tekstil 1slak islemede ve 6zellikle seliiloz bazli tekstillerin terbiyesinde
kullanilan en basarili enzimlerdir. Kotlarin biyo-taglanmasi, pamuk ve diger seliilozik
kumaslarin biyoparlatilmasi i¢in bu enzimler kullanilmistir (Hebeish ve Ibrahim, 2007).
Kotlarin taslanmasinda siklikla ponza tasi kullanilmaktadir; ancak ponza tasi kullanimi
donanimlara hasar vermesinin yani sira fazla emek isteyen bir uygulamadir. Seliilazlarin ponza
tasina alternatif olarak kullanilmasi uygulama verimliligini olumlu yonde etkilemistir (Schafer
vd., 2007). Biyoparlatmada, seliilazlar farkli kimyasallar gerekmeden pamuklu kumaslarda
yiizeydeki lifleri uzaklastirarak kumasin piiriizsiizliik hissini, goriintiisiinii ve renk parlakligini
arttirir. Yikamaya dayaniklilik, esnekligin gelistirilmesi ve kumas yilizeyinin yumusaklig i¢in
de 6nemli rol oynamaktadir (Bhat, 2000). Ek olarak seliilazlarla yapilan biyoparlatma islemi,
islenmis tiriinlerde nem oranin1 yaklagik olarak %6 arttirir (Dogan, 2015). Yiin kumaslarda, yiin
ham haldeyken bulunan bitkisel atiklar1 temizleme isleminde kullanilir ve bu temizleme islemi
karbonizasyon olarak adlandirilir. Karbonizyason islemi ile bitkisel atiklar1 uzaklagtirmak i¢in
kimyasal olarak siilfiirik asit kullanilir, seliilolitik enzimler bu siilfiirik asit kullanimini

azaltarak daha ¢evre dostu bir yontem olarak tercih edilir (Gouveia vd., 2008).

Sarap ve bira endiistrisinde seliilazlar

Bira gibi fermente edilmis i¢eceklerin iiretiminde, glukanin hidrolizini tesvik etmek i¢in
endoglukanazlar dahil edilebilir, bu da siranin viskozitesinde bir azalmaya neden olur ve

boylece onun filtrelenebilirligini arttirir. Seliillazlar, kirmizi sarap {iiretim siirecinde de



kullanilabilir. Hatta iiziim kabugu hiicrelerinin hiicre duvarinin polisakkarit fraksiyonu tizerinde
etki ederek, liziim kabugunun daha iyi maserasyonuna izin verdikleri i¢in maserasyon enzimleri

olarak adlandirilirlar (de Souza ve Kawaguti, 2021).

Gida isleme endiistrisinde seliilazlar

Seliilazlar, gida isleme endiistrisinde genis uygulamalara sahiptir. Seliilazlar, toplu
olarak maserasyon enzimleri olarak bilinen diger enzimlerle (ksilanazlar ve pektinazlar) birlikte
verimlerini artirmak i¢in meyve ve sebze sularinin ekstraksiyonunda ve berraklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Maserasyon enzimleri viskoziteyi azaltir, isleme sirasinda meyve sularinin
posa stabilitesini ve aromatik 6zelliklerini iyilestirir. Enzim 6n islemi, meyve suyu filtrasyonu

sirasinda zar kiimelenmesi riskini azaltir (Baker ve Wicker, 1996).

Hayvan yemi endiistrisinde seliilazlar

Hayvan yemi endiistrisindeki seliilaz ve hemiseliilaz uygulamalari, hayvanlarin yem
degerini ve performansini iyilestirme potansiyelleri nedeniyle biiyiik ilgi gérmiistiir. Tarimsal
silajin ve tahil yeminin seliilazlar veya ksilanazlarla 6n isleme tabi tutulmasi, besin degerini
iyilestirebilir. Enzimler ayn1 zamanda yem tanelerinde bulunan beslenme karsiti faktorleri
ortadan kaldirabilir, besin degerini iyilestirmek icin belirli yem bilesenlerini bozabilir. Bu
durumda, seliilazlar, yem malzemelerindeki anti-beslenme faktorii olan seliilozu etkin bir
sekilde hidrolize ederek kolayca emilen bilesene doniistiiriir, bdylece hayvan sagligini ve

performansini iyilestirir (Sharada vd., 2014).

Arpa, yulaf gibi yem maddelerin iiretimi ve bitkisel atiklarin fazla miktarda ortaya
¢ikmasi sebebiyle Bacillus cinsine ait bakterilerden iiretilen seliilaz enzimleri, yiiksek seviyede
selitloz bulunduran yemlere eklendiginde sindirimin artirilmasina katki saglamaktadir (Gado

vd., 2007; Murad ve Azzaz, 2010).

Tarim endiistrisinde seliilazlar

Seliilazlarin, hemi-seliilazlarin ve pektinazlarin farkli kombinasyonlarindan olusan
cesitli enzim preparatlari, ekinlerin biiylimesini arttirmak ve bitki hastaliklarini kontrol etmek
i¢cin tarimda potansiyel uygulamalara sahiptir. Mikrobiyal hidrolazlar kullanilarak {iretilen bitki
veya mantar protoplastlari, istenen 6zelliklere sahip hibrit suslar iiretmek i¢in kullanilabilir.
Bazi mantarlardan elde edilen seliilazlar ve ilgili enzimler olarak fungal -glukanazlar, bitki
patojenlerinin hiicre duvarlarini bozarak hastaliklar1 kontrol etme yetenegine sahiptir (Kuhad
vd., 2011). Seliilolitik mantarlar bitkinin hizli biiylimesini ve tohumun ¢imlenmesini

kolaylastirdig1 i¢in ekin verimini artirir (Bailey ve Lumsden, 1998).



Deterjan endiistrisinde seliilazlar

Seliilazlar deterjan endiistrilerinde de kullanim alanmna sahiptir. Proteazlar,
lipazlar, amilazlar, oksidazlar ve peroksidazlar dahil olmak iizere diger enzimlerle birlikte
deterjanlara dahil edilir (Gurkok ve Ozdal, 2021). Bu enzimler birlikte ¢alisarak kir igerisindeki
farkl tiirde kimyasal baglarin par¢alanmasina yardimci olur. Bu nedenle, deterjana toleransl
olmalarinin yani sira, yiiksek sicakliklarda (60 °C) ve yiikksek pH’larda (pH 9.0-11.0)
aktivitelerini korumalar1 tercih edilir (Dadwal vd., 2021). Trichoderma harzianum, T. reesei ve
T. viride’den iiretilen seliilazlar deterjan endiistrisinde yaygin olarak kullanilirlar. Bu enzimler
alkali ortama uyum saglamis ve termofilik &zellik gdosteren Humicola cinsi funguslardan
tiretilen seliilazlar da yikama tozlarina eklenerek deterjan sanayisinde kullanima uygundur
(Sukumaran vd., 2005). Deterjanlara toleranshi cesitli termostabil seliilazlar incelenmistir.
Termostabil seliilazlar, tekstil endiistrisinde kot pantolonlarin biyotaslanmasi, pamugun
biyolojik olarak parlatilmas: ve diger seliilozik kumaslar i¢in kullanilan énemli enzimlerden
biridir. Biyo-parlatma, 70 °C'den daha yiiksek sicaklikta ve genellikle boyutlandirma adi
verilen baska bir enzimatik islemden sonra gergeklestirilir. Bu nedenle, bu kadar yiiksek
sicakliklarda aktif olan seliilazlar, her iki islemi birlestirmek i¢in yararl olacaktir (Dadwal vd.,
2021). Seliilazlar kumas onarimi, parlatma islemi, yumusaklik verme ve kumas yilizeyindeki
tiyli goriintiiyli azaltma ozellikleri ile deterjan sanayisinde kullanima uygundur (Paulo ve
Gubitz, 2003). Seliilazlarin deterjan endiistrisinde yiiksek oranda kullanimi pamuksu kumaglara
zarar verebilir (Aehle, 2007). Bu nedenle amilaz, lipaz ve proteaz enzimleri ile karistirilarak

daha giiglii aktivite gosteren ve performansi arttirilmis deterjanlar elde edilir (Singh vd., 2001).

Seliilaz iiretimine etki eden faktorler

Seliilaz iiretiminde fermantasyon yontemi, karbon kaynagi, nitrojen kaynagi, pH,
sicaklik, tuz ve metal iyonlari, inkiibasyon siiresi gibi ¢esitli fermantasyon kosullar1 temel rol

oynar (Ahmed ve Bibi, 2018).

Karbon kaynag

Seliilazlar, fermentasyon ortaminda bulunan farkli karbon kaynaklarina yanit olarak
hiicreler tarafindan eksprese edilen indiiklenebilir enzimlerdir. Bu nedenle karbon kaynagi
selilaz tretimini etkileyen ana faktordiir. Seliilaz {retimi i¢in kullanilabilecek karbon
kaynaklar1 arasinda laktoz, galaktoz, karboksimetil seliiloz (CMC), nisasta, maltoz, fruktoz,
siikroz bulunur (Rashid vd., 2009). Bu karbon kaynaklarindan farkli olarak potansiyel bir etanol

kaynagi olan piring samani, Asya iilkelerinde diisiik maliyetlerle seliilaz iiretmek igin
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kullanilmistir (Hideno vd., 2011). Bunun yani sira misir sap1 ve ahsap gibi karbon kaynaklari

da seliilaz tiretiminde kullanilabilir (Juhasz vd., 2005).

Azot Kaynagi

Protein salimimini etkileyen bir diger 6nemli faktér de azottur. Seliilaz tiretimi igin
fermantasyon ortamina farkli azot kaynaklar1 dahil edilebilir. Kullanilabilecek organik azot
kaynaklar1 arasinda pepton, maya veya et 6ziitii, tripton veya soya kiispesi bulunur. Amonyum
Kloriir, amonyum siilfat ve amonyum hidrojen fosfat seklinde inorganik azot kaynaklari da azot
kaynag olarak kullanilabilir (Ahmed vd., 2017).

pH ve sicakhik

Seliilazin sadece {irlin degil, ayn1 zamanda seliiloz hidrolizi i¢in katalizor oldugu ve bu
siirecin karmasikligi nedeniyle, pH ve ortamin sicakligi gibi ortam kosullarmin kontrol
edilmesi, siirecin optimum performansi i¢in son derece énemlidir. pH bu siiregte dnemli bir
kontrol faktoriidiir. Bununla birlikte, seliilaz {iretimi sirasinda pH kontroliindeki en biiyiik
zorluk, farkl seliilaz bilesenlerinin sentezinin ve salgilanmasinin, suslara gére degisen farkl

optimal pH araliklar1 gerektirmesidir (Li vd., 2013).

Alkalifilik bakteriler

Alkalifilik mikroorganizmalar veya alkalifiller terimi, genellikle pH 9 ve iizeri
degerlerde iyi gelisen, siklikla 10-13 pH araliginda biiyliyen mikroorganizmalara atifta bulunur.
Zorunlu alkalifiller, yalmizca pH 9 ve tizeri pH degerlerinde biiyiiyen alkalifiller i¢in kullanilan
bir terimdir, fakiiltatif alkalifiller ise zorlu alkali kosullar altinda optimal olarak biiyiiyen ancak
ayni zamanda notr pH'a yakin degerlerde biiyliyebilen suslardir. Asir1 alkalifillere olan ilgi,
yararli, kararli enzimlerin kaynaklar1 olmalar1 ve hiicrelerin kendileri yiiksek pH'ta
biyoteknolojik ve diger uygulamalar i¢in kullanilabilmesi nedeniyle ortaya ¢ikar. Alkalifiller,
urettikleri dogal triinler araciligiyla sagladiklar biiylik katkilar ve gesitli ekolojik ortamlar
lizerindeki etkileri nedeniyle cok daha fazla dikkat ¢ekmistir. ilging bir sekilde, baz1 zorunlu
alkalifiller de dahil olmak {izere yiiksek alkalifilik bakteriler, bahge topraklarindan veya diger

ekstremofilik olmayan ortamlardan da izole edilmistir (Preiss vd., 2015).

Van Goli

Van Goli, alkali katyonlara ve alkali toprak iyonlarina ek olarak bikarbonat ve karbonat
iyonlarinin yiik dengesini korudugu gergegiyle tanimlanir. pH degeri 9,52 diizeyinde farkli bir
soda kimyasi sergileyen, tuz konsantrasyonu ise %0,224 olan tuzlu bir goldiir (Ciftei vd., 2008).

Bu gdl ayn1 zamanda Sekil 3’de gosterildigi gibi farki akarsulara da baghdir ve diinyadaki en
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bliyiik soda goliidiir ve erken okyanusun olasi yiiksek alkali kimyasinin bir modeli olarak
goriilmektedir. Soda golleri biiylik tuzluluk ve pH araliklar1 gosterir; ancak 6zellikle yiiksek tuz
icerigi ve alkaliniteleri 1072 mol/L’nin iizerinde olan kapali gollerde pH derecesi 10’un
tizerindeki degerlere yiikselebilir (Reimer vd., 2009). Bu goller 6nemli sayida mikrobiyal
topluluga ev sahipligi yapar ve mikrobiyal ¢esitlilikleri tizerine yapilan ¢alismalar, ekstrem

ortamlarin biyolojisinin anlagilmasina da yardimci olur (Poyraz ve Mutlu, 2017).

Tiurkiye

VAN GOLU
HAVZASI

LAKE VAN BASIN

Turkiye- iran

Sinin
Van Golu

Kiy: Seridi

1- Yenikopru Cay: 6- Karasu
2- Adilcevaz Deresi 7-Bizinok Cayi
:] Onemli Akarsular 3. Zilan Gay1 8- Degirmen Dere
4- Delicay 9- Engil Cayr [1] 10 20 30 40 50km
§- Bendimahi Cay! 10- Buyuk Dere
Havza sSinin

Sekil 3. Van Golii havza sinirlari ve baglantili akarsular (Kdse vd., 2005)
Bacillus ve B. pumilus

Bacillaceae familyasi iiyesi olan Bacillus, hiicreleri genellikle diiz ya da hafif egimli,
¢omak seklinde ve bir¢ok zorlu ¢evresel kosula karsi direngli tiirler igeren bir cinstir (Turnbull,
1996). Endospor olusturma yetenegine sahip olan bu bakteriler, hareketsiz olarak yillarca
kalabilir. Bacillus tiyeleri Gram-pozitif 6zellik gosterir, peritrik kamgilara sahip olabilir ve hem
aerobik hem de fakiiltatif anaerobik kosullarda yasayabilirler. Toksin, enzim, antibiyotik
tiretme Ozellikleri nedeniyle fazla tercih edilirler. Koloni morfolojisi ve biiytikliigi tiirler
arasinda ve tiir i¢inde ¢ok degiskendir. Tek baslarina, ikili veya gruplar halinde gelisebilirler,
cogunlukla beyaz ya da krem renkli kolonilere sahiplerdir (Zemek vd., 1981). Bircok
mikroorganizma gibi, Bacillus tiirleri de toprakta dnemli bir yasam alania sahiptir. Ozellikle
topragin ilk 10 cm'lik iist tabakasinda yogun bir sekilde bulunurlar (Ediz ve Beyatli, 2005). Bu
bakterilerin irettigi amilaz ve seliilaz enzimleri deterjan sanayisinde, bazi amilazlar gida
endistrisinde meyve suyu sanayisinde, notral proteazlar ise yine gida endiistrisinde siit

sanayisinde kullanilir (Rosovitz vd., 1998).
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B. pumilus, Bacillus cinsinin en ¢ok ¢alisilan tiirlerinden biridir (Gutierrez-Manero vd.,
2001). Deniz suyu, derin deniz ¢okeltileri ve toprak gibi ¢esitli ortamlarda yaygin olarak ortaya
¢ikan spor olusturan bir bakteridir (Pudova vd., 2022; Yakovleva vd., 2022; Zhang vd., 2022).
Bu tiir, 6rnegin diisiik besin olan ortamlarda ya da besin olmayan ortamlarda, kuraklik, UV
radyasyonu, kimyasal dezenfektanlar veya oksitleyici enzimler gibi ¢evresel streslere karsi
onemli bir direng gosterir (Nicholson vd., 2000). Daha dnce B. pumilus, B. subtilis grubuna
dahildi. Su anda B. pumilus, B. altitudinis, B. australimaris, B. safensis, B. xiamenensis ve B.
zhangzhouensis'i de igeren B. pumilus grubuna aittir (Chen vd., 2016; Dobrzynski vd., 2022).
B. pumilus biyokontrol agisindan da kullamishidir. Ornegin; mantar fitopatojenlerinin
baskilanmasinda rol oynayan ¢ok sayida lipopeptit ve enzim iiretebilir. Bu durum tiiriin
ticarilestirilmesi konusunda biiyiikk bir 6neme sahip sahiptir (Jeong vd., 2014). B. pumilus
genellikle toprak bakterisi olarak bilinir. Baz1 sebze ve meyvelerde ¢iiriikliik olusturan bir
patojendir (Dadasoglu, 2016). Bunun yani sira, kateterle iliskili olarak endokardit, bakteriyemi
ve 6nemli 6l¢iide hematolojik kanserli hastalarda dolasim yolu enfeksiyonlarinin nedeni olarak

da belirlenmistir (Ozkocaman, 2006).

Seliilaz enzimiyle yapilan ¢calismalar

Seliilaz enzimiyle ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Mikrobiyal seliilazlar
lizerine yapilan temel ve uygulamali aragtirmalar, sadece onemli bilimsel bilgi iiretmekle
kalmamis, ayn1 zamanda biyoteknolojideki muazzam potansiyellerini de ortaya ¢ikarmistir.
Diinyada en bol ve yenilenebilir enerji kaynag: olan seliilozu glikoz ve ¢oziiniir sekerlere
doniistiirme potansiyellert nedeniyle seliilazlar iizerine aktif arastirmalar c¢ok eskilere
dayanmaktadir. Son yillarda ise daha giincel kullanim alanlarina yonelik ¢alismalarin sayisi
oldukca artmustir. Ornegin, seliilazlar, kumaslarin kalitesini artirmak icin seliilozik lifleri
kontrollii ve istenen bir sekilde modifiye etme yetenekleri nedeniyle tekstil ve deterjan
sektoriinde diinya ¢apinda basar1 elde etmislerdir. Gergeklestirilen bir ¢alismada, deterjan
sanayisinde seliilaz enziminin kir uzaklastirma 6zelliginin belirlenmesi i¢in Bacillus sp. KSM-
635 susundan alkali seliilaz elde edilmis ve pamuklu kumaslardan kirleri uzaklastirma

potansiyeli ¢alisilmistir (Hoshino vd., 2000).

Pek ¢ok calismada da seliilaz iiretim verimini ve hizini artirmak, maliyeti diistirmek gibi
nedenlerle farkli kosullarda ve farkli mikrobiyal kaynaklarla seliilaz iiretimi ve optimizasyon
denemeleri gergeklestirilmistir. Cellulomonas biazotea bakterisinden, cesitli seliilozik
substratlar iceren ortamlarda seliilaz liretimini inceleyen bir ¢alismada, en yiiksek B-glikozidaz
tiretimi, sellobiyoz ve kallar otu (Diplachne fusca) i¢eren ortamlarda elde edilmistir (Rajoka ve
Malik, 1997). Seliilaz iireticisi olan Bacillus sp. JCM 9141 ve JCM 9156 suslar tath patates
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sakkarifikasyon islemi i¢in ayni besiyerinde tliretilerek multi enzim uygulamasi tespit edilmistir
(Zhang vd., 2004). Piring kabugunu kullanarak, Bacillus amyloliquefaciens bakterisinden
karboksimetil seliillaz (CMCaz) enzimi elde etmek amaciyla bir ¢alisma yapilmistir.
Aragtirmacilar, bu kiiltiirde CMCaz iiretimi i¢in en uygun biliyiime kosullarinin 37 °C sicaklik
ve pH 6,8 oldugunu tespit etmislerdir (Jo vd., 2008). Bacillus sp. tarafindan iiretilen seliilaz
enzimi i¢in en iyi karbon kaynaginin seker kamiginin kuru poasasi oldugunu belirlemislerdir
(Sadhu vd., 2013a). B. amyloliquefaciens DL-3 ve B. halodurans CAS 1’in seliilaz iiretimi i¢in
en 1yi sonug veren karbon kaynaklar1 piring kepegi ve piring kabugu olarak belirlenmistir (JO

vd., 2008; Annamalai vd., 2013).

Topraktan izole edilmis olan B. subtilis’den seliilaz {iretimi i¢in {iretim ortaminda
bulunan glukozu ¢ikartip karbon kaynagi olarak nisasta, sikkroz, maltoz, fruktoz eklenerek 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda en iyi karbon kaynaginin glukoz oldugu
belirlenmistir. Selillaz liretim ortamina azot kaynagi olarak amonyum siilfat, pepton, maya
oziitii ve ire eklenmesi sonucunda amonyum siilfatin digerlerinden daha iyi azot kaynagi

oldugu belirlenmistir (Sethi vd., 2013).

Seliilaz enzimleriyle gergeklestirilen calismalarin biiyiik bir kisminda hem arastirma
hem de endiistriyel uygulamalarda enzimin fonksiyonunu anlamak, katalizledigi reaksiyonu ve
prosesi optimize etmek ve yine maliyeti diisiirmek amaciyla enzim karakterizasyonu
gerceklestirilmistir. B. shaericus bakterisinden elde edilen alkalin karboksimetil seliilaz
(CMCaz) enziminin karakterizasyonunda SDS-PAGE analizi sonucu 42 kDa molekiiler agirliga
sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen enzimin optimum sicakligi 60 °C olup, optimum pH’s1
8,0 olarak belirlenmistir. Enzimin 1 mM konsantrasyondaki metal iyonlarindan K*, Co*? ve Na*
varliginda aktive oldugu, Fe*? ve Hg*? varliginda ise inhibe oldugu tespit edilmistir (Singh vd,
2004). Bacillus sp. HSH-810 susundan iiretilen alkalin seliilaz enziminin molekiiler agirligi 80
kDa olarak belirtilmis, optimum sicakligi 50 °C olup, 60 °C’de 1 saat muamele edilmesi sonucu
enzim aktivitesinin %60’lik bir artis gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, enzimin optimum pH’s1

10 olup, pH 6-10 araliginda stabilitesini korudugu belirlenmistir (Kim vd., 2005).

Calismalar seliilolitik bakterilerin, seliiloz bakimindan zengin materyallerin bulundugu
cok cesitli habitatlardan izole edilebilecegini de gostermistir. Yapilan galigmalarda hayvan
sindirim kanallarindan (Pandiarajan ve Revathy, 2020), ¢iiriiyen organik maddelerden (Ma vd.,
2020) ve tarim atiklarindan (Pangsri vd., 2021), otgul hayvan giibrelerinden (Croos vd., 2019),
sedimentlerden (Pramono vd., 2021), topraktan (Zhang vd., 2023), gol (Yousef ve Mawad,
2023) ve deniz gibi (Tsudome vd., 2023) sucul gevrelerden seliilolitik bakterilerin izolasyonu

gerceklestirilmistir. Bir ¢alismada da kitap arsivinden Penicillium sp. ve Chaetomium sp.,
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kitaplardan Aspergillus nidulans ve A. niger funguslar1 izole edilmistir. Izole edilen 4 fungus
da seliilaz iretmistir. Chaetomium sp. en fazla selillaz iiretimini yaptig1 i¢in calismada
kullanilmistir. En yiiksek seliilaz aktivitesinin 144. saatte oldugu belirtilmistir (Al-Kharousi
vd., 2015). Bir baska c¢alismada kagit enddistrisi atik su topraklarindan 4 adet bakteri izole
edilmistir. Bu 4 bakteride 37°C sicaklikda 48-72 saat inkiibe edildiginde tamaminin seliilaz
pozitif oldugu belirlenmistir (Reddy vd., 2018).
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal
Kullanilan kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler; karboksimetil seliiloz (CMC), CH;COOH
(asetik asit), CH3OH (metanol), MgS0O4.7H20 (yedi sulu magnezyum siilfat), agar, maya
ekstrakti, pepton (meat), NaCl (sodyum kloriir), K>HPO4 (dipotasyum fosfat), CaCl
(kalsiyum klorid), Na/K Tartarat, NaOH (sodyum hidroksit), 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS),
(NH4)2SO4 (amonyum siilfat), CsHgOs (gliserol), C2HsNO- (glisin), tris, HCI (hidroklorik asit),
KOH (potasyum hidroksit), H2O> (hidrojen peroksit), gliseril tribiitirat, fenol kirmizisi, tripton,
HoN-CO-NH;  (iire), NHiNOz (amonyum nitrat), CoHeOS (B-merkaptoetanol), NH4Cl
(amonyum kloriir), NaNOsz (sodyum nitrat), KNOsz (potasyum nitrat), Ci2H22011 (laktoz),
CeH1206 (fruktoz), (CeH100s)n (nisasta), C12H22011 (sukroz), CeH1206 (glukoz), (CeH100s)n
(seluloz), BSA, SDS, TEMED, C3HsNO (akrilamit), Comassie Brillant Blue G-250, orto-
fosforik asit, bis-akrilamit, kagit, distile su ve kongo kirmizisidir. Kullanilan kimyasal

maddeler Merck, Sigma-Aldrich, Carlo Erba ve Biorad firmalarindan temin edilmistir.

Kullanilan cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar; vorteks (Heidolph Reax Top), pH Metre (InoLab pH730
wtw Series), steril kabin (Esco AC2-4E1), inkiibator (Binder BD53), otoklav (HMC Hirayama
Hiclava HV-50L), sogutmali masaiistii santrifiij (Zentrifugen D-78532), buzdolab:1 (Siemens
KS 42431), derin dondurucu (-20 °C) (Argelik), mikroskop (Olympus Europa SE & CO. KG),
su banyosu (Grant Instrument Limited, Barrington), spektrofotometre (UV mini-1240 UV-VIS
Shimadzu), manyetik karigtirici (Daihan Scientific MSH 20A), distile su cihazi (GFL 2004),
hassas terazi (Enver), santrifiij (Hereus Christ Hereus Christ UJ II), Bio-Rad Mini-Protean Tetra
Cell ve etiiv (Elektro-mag) seklindedir.

Kullanmilan tampon ve c¢ozeltiler

Glisin-NaOH (50 mM): 1 L distile su igerisinde 0,35 g NaOH ve 3,75 g ¢6ziildii ve

hazirlandi. Enzim aktivitesinin pH 8,5-10,5 arasindaki degisimini hesaplamak i¢in kullanildi.

Tris-HCI (50 mM): 1 L distile su igerisinde 6,06 g tris ve 1,06 g HCI ¢oziinerek

hazirlandi. Enzim aktivitesinin pH 7,2-8 arasindaki degisimini hesaplamak i¢in kullanilda.
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DNS soliisyonu: DNS ayiraci iki ¢ozeltinin karistirilmasiyla hazirlandi. Birinci ¢ozelti
20 mL 2 N NaOH igerisinde 1 g DNS ¢oziilerek ve ikinci ¢ozelti olarak 30 g Na-K-Tartarat 50
mL saf suda ¢oziilerek hazirlandiktan sonra iki ¢ozelti karistirtlip saf su ile final hacmi 100
mL’ye getirildi. Enzim reaksiyonunu durdurmak ve enzimin aktivitesini nicel olarak belirlemek

amaciyla kullanildi.

Congo Red (Kongo Kirmzisi, %00,1): 100 mL distile su igerisinde 0,1 g Kongo
kirmizist ¢oziildii ve hazirlandi. Kat1 besiyerinde seliilaz aktivitesini belirlemek, besiyerini

boyama ve zon olusumunu izlemek amaciyla kullanildi.

Substrat soliisyonu: 50 mM Glisin-NaOH tamponunda taze hazirlanmis %1’lik CMC
cozeltisi substrat olarak kullanilmak {izere hazirlandi. Karboksimetil seliilaz (endo-B-1-4-

glukanaz) aktivitesi i¢in substrat olarak kullanildi.

p-Nitrofenyl-p-D-cellobioside (pNPC): 50 mM Glisin-NaOH tamponunda 5 mM
konsantrasyonda p-nitrofenol-pB-D-cellobioside ¢ozeltisi hazirlandi. Ekzo-p-1-4 glukanaz

aktivitesi i¢in substrat olarak kullanildi.

p-Nitrophenyl-g-D-glucopyranoside (pNPG): 50 mM Glisin-NaOH tamponunda 5
mM konsantrasyonda p-nitrofenyl-B-D-glukopiranoside ¢6zeltisi hazirlandi. B-glukanaz

aktivitesi i¢in substrat olarak kullanilda.

Gliserol stok soliisyonu (2620): Once 40 mL NB steril edildi sonrasinda 10 mL gliserol
steril edilerek karistirildi ve ependorf tiiplerine aktarildi. Bakterileri -20 °C’de muhafaza etmek

amaciyla kullanildi.

Sodyum Kloriir c¢ozeltisi (NaCl, 1 M): Kati besiyerinde seliilaz aktivitesini
belirleyebilmek amaciyla kullanilan Kongo kirmizisi boyasini besiyerinden uzaklastirmak i¢in
yikama isleminde kullanildi. Son hacmi 1 L’ye tamamlanacak sekilde 58,5 g NaCl saf suda

¢oOziildii.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (NaOH, 2 N): Kuvvetli baz olup, besiyerinde pH degerini
ayarlamak amaciyla kullanildi. 80 mL distile su igerisinde 8,01 g NaOH ¢o6ziindiirtildiikten
sonra final hacmi 100 mL’ye getirildi.

Hidroklorik asit c¢ozeltisi (HCL, 2 N): 80 mL distile su igerisine %37
konsantrasyondaki HCI’den 17,56 mL eklendi ve final hacmi distile suyla 100 mL’ye getirildi.

Besiyerlerinde pH ayarlanmasi i¢in kullanildi.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (HCl, 0,1 N): 99,172 mL distile su icerisine %37
konsantrasyondaki HC1’den 0,828 mL eklenerek Bradford yontemi igin hazirlandi.
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Potasyum hidroksit ¢ozeltisi (KOH, %3): 3 g KOH 80 mL distile su igerisinde
¢ozlindiiriildi ve final hacmi 100 mL’ye getirildi. Bakterilerin Gram 6zelliklerinin tespiti igin
kullanildi.

Hidrojen peroksit (H202, %3): Bakterilerin katalaz enzimi iiretme 6zelliklerini

belirlemek i¢in kullanildi. 3 mL H202 100 mL distile su igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirladi.

5X Bradford reaktifi: 50 mg Comassie Brillant Blue G-250, 25 mL %96 etanol ve 50

mL %85 orto-fosforik asit karistirilarak son hacim distile su ile 100 mL'ye tamamlanir.

SDS-PAGE soliisyonlari

Yigma Jel Tamponu: 160 mL saf suda 10,2 g tris ile 0,8 g SDS ¢6ziildii, pH’s1 6,7 ye
HCI kullanilarak ayarlandi. Final hacmi 200 mL’ye getirildi. 4 °C’de saklandi.

Ayirict Jel Tamponu: 160 mL saf suda 37 g tris ile 0,8 g SDS ¢6ziildi. pH’s1 7°ye HCI
kullanilarak ayarlandi. Final hacmi 200 mL’ye getirildi. 4 °C’de saklandi.

Amonyum persiilfat (%25): 1 mL distile su igerisinde 0,25 g amonyum persiilfat (APS)

¢Oziilerek hazirlandi.

Yiiriitme tamponu (10x): 450 mL saf suda 5 g SDS, 72 g glisin ve 15 g tris karistirtlarak
¢oziildi. pH’s1 8,3’e HCl ile ayarlandi. Final hacmi 500 mL’ye tamamlanarak 4 °C’de muhafaza
edildi.

Coomassie Brilliant Blue R-250: Son hacim saf suyla 1 L’ye tamamlanacak sekilde 450
mL methanolde Coomassie Brilliant Blue R-250’dan 2,5 g dikkatlice alinarak c¢ozildi.

Coziildiikten sonra tizerine 70 mL asetik asit eklenerek. Hazirlanan boya karanlik sisede oda

sicakliginda saklandi.

Ornek yiikleme tamponu (4x): 2 mL gliserol, 2 mL tris-HCI (1 M, pH 7), 4 mL %20
SDS ve bromofenol blue boyasindan bir miktar karistirilarak son konsantrasyonu %20 olacak

sekilde hazirlandi. Kullanmadan hemen 6nce merkaptoetanol eklendi.

Boya uzaklastirma soliisyonu: Son hacmi suyla 1 L’ye tamamlanacak sekilde 75 mL
asetik asit ve 250 mL metanol karistirildi. Hazirlandiktan sonra karanlik sisede oda sicakliginda

saklandi.
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Kullanilan besiyerleri

Nutrient Agar (NA): Bakterilerin izolasyonu, canlandirilmasi, kisa siireligine
muhafaza edilmesi ve ¢ogaltilmasi amaciyla kullanildi. 20 g NA hacmi 1 L’ye tamamlanacak
sekilde distile su eklendi. Besiyeri 1,5 atmosfer basingta 121 °C olacak sekilde 15 dk
otoklavlanarak sterilize edildi. Daha sonra besiyeri sogudugunda steril sekildeki petri kaplarina

aktarilarak kullanima hazir hale getirildi.

Nutrient Broth (NB): Sivi besiyeri olarak kullanildi. Ek olarak gliserol stoklarinin
hazirlanmasinda kullanildi. 8 g NB tartilarak son hacmi 1 L’ye tamamlanacak sekilde distile su
eklendi. Sonrasinda 50 mL olacak sekilde erlenlere aktarildi. Daha sonra 1,5 atmosfer basingta
121 °C olacak sekilde 15 dk otoklavlanarak sterilize edildi.

Karboksimetil seliiloz - agar (CMC-A): Saf kiiltiirlerin seliilaz aktivitesine sahip olup
olmadiklarini seliilolitik zon olusturma esasina gore incelemek i¢in kullanildi. NA besiyerine
%1 CMC eklenerek hazirlandi ve pH’s1 9’a ayarlandi. 1,5 atmosfer basingta 121 °C olacak
sekilde 15 dk otoklavlanarak sterilze edildi. Daha sonra besiyeri sogudugunda steril sekildeki

petri kaplarina aktarilarak kullanima hazir hale getirildi.

Karboksimetil seliiloz - Broth (CMC-B): Siv1 seliilaz iiretim ortami olarak kullanildi.
Son hacim saf su ile 1 L’ye tamamlanacak sekilde 10 g CMC, 0,2 g MgSO4.7H20, 5 g NaCl,
10 g pepton, 2 g maya 6ziitii, 1 g KoHPO4ve 0,1 g CaCl; tartilarak karigtirildi, pH 9’a ayarlandi.
Erlenlere 100’er mL aktarilip, 1,5 atmosfer basingta 121 °C olacak sekilde 15 dk otoklavlanarak

sterilize edildi.

Tribiitirin agar (TBA): Bakteri izolatlariin lipaz aktivitesini belirlemek amaciyla
kullanildi. Son hacmi saf su ile 1 L’ye tamamlanacak sekilde 5,0 g pepton, 3,0 g maya o6ziiti,
10,0 mL tributirin ve 20,0 g agar karistirildi. 1,5 atmosfer basingta 121 °C olacak sekilde 15 dk
otoklavlanarak sterilize edildi. Daha sonra besiyeri sogudugunda steril sekildeki petri kaplarina
aktarilildi.

Ureli NA besiyeri: 1zolatlarin iireyi hidroliz edebilme yetenegini tespit etmek amaciyla
kullanildi. Son hacmi saf su ile 2 L’ye tamamlanacak sekilde 0,024 g fenol kirmizisi ve 40 g
NA karistirildi. 1,5 atmosfer basingta 121 °C olacak sekilde 15 dk otoklavlanarak sterilize
edildi. Besiyeri sogutulduktan sonra igerisine %40’lik 40 mL iire filtreden gegirildikten sonra

eklenip ve petri kaplarina aktarildi.

Yumusak agar besiyeri: izolatlarin hareket yeteneklerini belirlemek igin kullanild. 0,5
g NA 50 mL saf su icerisine eklenerek deney tiiplerine aktarildiktan sonra 1,5 atmosfer basingta
15 dk 121 °C olacak sekilde otoklavlanarak sterilize edildi.
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Skim-milk agar (SMA): Kolonilerin etrafinda olusan proteolitik zon tayini ile
izolatlarin ekstraseliiler proteaz tiretimlerinin kontroliinde yagsiz siit tozu igeren agar kullanildi.
%1’1lik yagsiz siit tozu NA icerisine eklenerek 1,5 atmosfer basingta 121 °C olacak sekilde

otoklavlanarak 15 dk sterilize edildi ve petri kaplarina aktarildi.

Yontem
Orneklerin toplanmasi ve izolatlarin eldesi

Van Golii’niin 5 farkli lokasyonundan (38.520374, 43.314816; 38.309119, 43.040275;
38.560118, 43.282007; 38.427571, 43.258307; 38.422899, 43.285634) 3’er tane su Ornegi steril
falkon tiiplere alindi. Orneklerden dogrudan ve serum fizyolojik icinde gesitli oranlarda
seyreltilerek NA iceren petri kaplarmna yayma ekim yapildi. 30 °C’de inkiibe edilen agar
tizerinde gelismis kiiltiirden, tek koloni ekimleri yapilarak saf sekilde kiiltiirler olusturarak

gliserol stoklar1 hazirlandi. Gliserol stoklar1 -80 °C’de sakland.

Seliilaz iireten izolatlarin se¢cimi
Kalitatif seliilaz aktivite tayini

Seliilaz aktivitesine sahip izolatlar1 belirlemek amaciyla saf kiiltiirlerin CMC-A
besiyerine inokiilasyonlari yapildi ve 30 °C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda zon olusumunu goézlemlemek i¢in Kolonilerin tizerine %0,1°lik Kongo kirmizisi
dokiildii ve 15 dk bekletilerek boyandi. Daha sonra boya uzaklastirilarak 1 M NaCl ¢6zeltisi ile
30 dk yikama islemi gergeklestirildi. izolatlarin etraflarinda olusturdugu seliilolitik zonlarm

caplari Olgiilerek en genis zon olusturanlar belirlendi (Gohel vd., 2014).

Kantitatif seliilaz aktivite tayinleri

Seliilozun pargalanmasi i¢in multi enzim seklinde sinejistik calisan karboksimetil
selillaz, ekzo-B-1-4 glukanaz ve B-1-4 glukanaz aktivitelerinin tayinleri farkli substratlar

kullanilarak gergeklestirildi.

CMC-A iizerinde en genis seliilolitik zon olusumu gosteren izolatlar segilerek 100 mL
CMC-B igeren 250 mL’lik erlen mayerlerde, 30 °C’de, 180 rpm’de, 24., 48., 72., 96. ve 120.
saatlerde 6lciimii yapilacak sekilde inkiibasyona kaldirild. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerden 2
mL alinarak eppendorf tiiplerine konuldu. 6000 rpm ve 4 °C’de 10 dk santrifiijlenerek
stipernatant kismi hiicre i¢eriginden ayrilarak ham enzim olarak kullanilmak {izere hazirlandu.
Substrat soliisyonu kullanilmadan dnce 35 °C’lik su banyosunda 5 dK 1sitilarak hazirlandi. 0,5
mL substrat sollisyonu ve 0,5 mL ham enzim karigtirilarak homojen hale getirildi ve 35 °C’ye

ayarlanmig su banyosunda 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon
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karistmina 1 mL DNS ayiraci eklendi, 5 dk kaynar suda kaynatild1 ve reaksiyon durduruldu.
Kaynatilan 6rnekler oda sicakliginda sogumaya birakildi. Sogutulan 6rneklerin absorbanslari
spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda oSl¢iildii (Miller, 1959), glukoz standart grafigine
gore karboksimetil seliilaz aktivite hesaplamalar1 yapildi. Deneyler ii¢ tekrar seklinde

gergeklestirildi.

Ekzo-B-1-4 glukanaz aktivite tayini i¢in 100 ul ham enzim ve 900 pl pNPC substrat
soliisyonu karistirtlarak 35 °C’de 30 dk inkiibe edildi. 100 ul NapCOz eklenerek reaksiyon
durduruldu. 410 nm de absorbanslari 6l¢iildii. Kontrol olarak ham enzim yerine 100 pl 50 mM
glisin-NaOH tamponu konuldu. p-Nitrofenol standart grafigine goére ekzo-B-1-4 glukanaz

aktivite hesaplamalar1 yapildi. Deneyler ii¢ tekrar seklinde gergeklestirildi.

B-1-4 glukanaz aktivitesi i¢in 100 pl ham enzim ve 900 ul pNPG substrat soliisyonu
karigtirtlarak 35 °C’de 30 dk inkiibe edildi. 100 pul Na2COs eklenerek reaksiyon durduruldu.
410 nm de absorbanslar1 6l¢iildii. Kontrol olarak ham enzim yerine 100 pl 50 mM glisin-NaOH
tamponu konuldu. p-Nitrofenol standart grafigine gore p-1-4 glukanaz aktivite hesaplamalari

yapildi. Deneyler Ui¢ tekrar seklinde gerceklestirildi.

Seliilaz mikrobiyal gelisim tayinleri

Inkiibasyon siiresi optimizasyonunda kullanilmas1 amaciyla bakteri gelisiminin takibi
igin 24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde kiiltiirlerden 2 mL alinarak eppendorf tiiplerine konuldu.
6000 rpm ve 4 °C’de 10 dk santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi. Pellet kismi 2 mL distile
su i¢erisinde vorteks ile homojen hale getirdikten sonra absorbanslar1 spektrofotometrede 600
nm dalga boyunda 6l¢iildii. Distile su ile gerekli diliisyonlar yapildi. Deneyler ii¢ tekrar seklinde
gergeklestirildi.

Glukoz standart grafiginin hazirlanmasi

Karboksimetil seliilaz (endoglukanaz) enzim reaksiyonu sonucu agiga ¢ikan glukoz
miktari, farkli konsantrasyondaki saf glukozla hazirlanan standart glukoz egrisi ile hesaplandi
(Ek 1°de verilmistir). Bir tinite seliilaz enzimi aktivitesi (1 U), test kosullar1 altinda 1 dakikada
1 pumol glukoz iireten enzim miktar1 seklinde degerlendirildi. Asagidaki formiil ile seliilaz

aktiviteleri hesaplandi. Deneyler {i¢ tekrar seklinde gerceklestirildi.

Seliilaz aktivitesi (U/mL) = [Uretilen glukoz miktar1 (umol) x Toplam reaksiyon hacmi

(mL) / Enzim hacmi (mL) x Inkiibasyon siiresi (dakika)] x Seyreltme faktorii
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p-Nitrofenol standart grafiginin hazirlanmasi

Ekzo-B-1-4 glukanaz ve B-1-4 glukanaz reaksiyonlar1 sonucu agiga ¢ikan p-nitrofenol
miktari, farkli konsantrasyondaki saf p-nitrofenolle hazirlanan standart p-nitrofenol egrisi ile
hesapland1 (Ek 2’de verilmistir). Bir tinite ekzo-B-1-4 glukanaz ve B-1-4 glukanaz enzimi
aktiviteleri (1 U), test kosullari altinda 1 dakikada 1 pmol p-nitrofenol agiga ¢ikaran enzim
miktar1 seklinde degerlendirildi. Asagidaki formiil ile aktiviteleri hesaplandi. Deneyler ii¢
tekrar seklinde gerceklestirildi.

Enzim (Ekzo-B-1-4 glukanaz veya B-1-4 glukanaz) aktivitesi (U/mL) = [Uretilen p-
nitrofenol miktar1 (umol) x Toplam reaksiyon hacmi (mL) / Enzim hacmi (mL) x inkiibasyon

stiresi (dakika)] x Seyreltme faktorii

Bakterilerin klasik ve molekiiler yontemlerle tanilanmasi
Klasik yontemlerle bakterilerin tanilanmasi

Kalitatif ve kantitatif seliilaz aktivite tayinlerine goére en yiiksek seliilaz aktivitesi
gosteren bakteri izolati segildi, klasik yontemlerle; morfolojik (koloni rengi ve sekli, hiicre
sekli, Gram boyama, KOH) ve biyokimyasal (oksidaz, amilaz, proteaz, hemoliz, H>O; katalaz,

tireaz, lipaz, asparaginaz, glutaminaz, maltoz vb.) 6zellikleri tespit edildi.

Koloni morfolojisi: Bakterilerin kolonilerinin renk ve seklini belirlemek i¢in NA

besiyerindeki izolatlarinin olusturduklari koloniler incelenerek degerlendirildi.

Hareket testi: Bakteri izolatindan igne 6ze ile yar1 kati (5 g/L agar) NA besiyerine ekim
yapildi. 30 °C etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. Besiyerinin iizerindeki yayilimina gore

hareket 6zelligi degerlendirildi.

Oksidaz testi: Oksidaz enziminin (sitokrom C oksidaz) varligini belirlemek igin
gerceklestirildi. Oksidaz test g¢ubuklari kullanildi. Cubuga 100 pL sivi besiyerinden
damlatilarak 10 saniyelik siirede kirmizi-mor bir renk olusmasi durumunda oksidaz pozitif

olarak degerlendirildi.

KOH testi: Bakteri hiicre duvarinin kimyasindaki farkliliklari kullanarak Gram
reaksiyonunu belirlemede kullanildi. izolatdan bir 6ze alinip lamin {izerine yayildiktan sonra 1
mL %3’ liikk KOH ¢ozeltisinden bakterinin tizerine eklendi, 6ze yardimiyla karismasi saglandi.
Oze yukar1 kaldirilarak izolatin 6ze ile lam arasindaki siinme (Uzama) olusumuna goére Gram-

negatif ve Gram-pozitif olacak sekilde degerlendirdi.
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Hemoliz testi: Hemolitik aktivite varligini belirlemek i¢in kullanildi. %5 koyun kani
iceren kanli agar iizerine ekilerek izolatlar 30 °C etlivde 24-72 saat inkiibasyona kaldirildu.

Izolatlarin gevresinde seffaf zon olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

Katalaz testi: Katalaz enzimi tiretme 6zelligini belirlemek i¢in kullanildi. 24 saat 6nce
ekimi yapilan bakterilerden 6ze yardimiyla alinarak lamin iizerine koyuldu. %3’lik H2O>
¢ozeltisinden lam iizerine 1 mL eklendi. Képiik olusturma esasina gore degerlendirildi. izolatlar
kopiik gozlenmesi durumunda pozitif, kopiik gézlenmemesi durumunda ise negatif olacak

sekilde degerlendirildi.

Amilaz testi: Amilaz enzimi iretebilme ozelligini belirlemek igin kullanildi. %1
¢oziilebilir nisasta icermekte olan NA besiyerine bakteri izolatlari ekilerek 30 °C etiivde 24-72
saat inkiibe edildi. Sonrasinda besiyerine liigol eklenerek izolatin olusturdugu seffaf zona goére

pozitif olarak degerlendirildi.

Proteaz testi: izolatlarin proteaz enzimi iiretebilme &zelliklerinin belirlenmesi igin
kullanildi. SMA besiyerine ekim yapildiktan sonra 30 °C’de 24-72 saat inkiibe edildi. izolatin
olusturdugu seffaf zona gore pozitif olarak degerlendirildi.

Lipaz testi: %1 tributirin eklenerek hazirlanan TBA besiyerine ekim yapildiktan sonra
30 °C’de 24-72 saat inkiibe edildi. Lipaz enzimi iiretebilme 6zelligi izolatin olusturdugu seffaf
zona gore pozitif olarak degerlendirildi.

Asparaginaz, glutaminaz ve iireaz testi: %1 oraninda sirasiyla L-asparajin, L-
glutamin ve tire bulunduran NA besiortamina (% 0,02 fenol kirmizisi igeren) ekim yapilarak 30
°C’lik etiivde 24-72 saat inkiibe edildi ve asparaginaz, glutaminaz ve lireaz aktiviteleri

belirlendi. Besiyeri renginin saridan mor-pembe renge donmesi pozitif olarak degerlendirildi.

Karbonhidrat fermantasyon testleri: Bakterilerin belirli bir karbonhidrati fermente
etme yetenegini degerlendirmek ve bakterileri karbonhidrat fermantasyon modellerine gore
ayirt etmek ve tanimlamak i¢in kullanilan biyokimyasal testtir. Kullanilan ortam asagidaki
bilesime sahipti: 2 g/L pepton, 0.5 g/L NaCl ve %1 oraninda D-xylose, L-arabinase, myo-
inositol ve maltoz ilave edildi (pH 6,8). indikatdr boya olarak bromotimol mavisi kullanilda.
Bakteriler bir sekeri veya seker tiirevini fermente edebilirse, asit iiretir ve bu da pH'y1 diisiirerek
bromotimol mavisinin rengini mordan sariya degistirir. Bu durumda pozitif olarak

degerlendirilir.
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Molekiiler tanilama (rDNA sekanslama)

Segilen izolatin 16S rDNA analizleri ile molekiiler karakterizasyonlari hizmet alimi
yoluyla gergeklestirilmistir. Bu kapsamda EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA
izolasyon kiti DNA izolasyonu i¢in kullamilmustir. Izole edilen DNA’lar saflik kontrolii ve
miktar analizi yapilmasi i¢in spektrofotometrik Ol¢timleri gergeklestirilmistir. Sonraki
basamakta evrensel primer olan 27F (5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') ve 1492R (5'
TACGGYTACCTTGTTACGACTT) primerleri kullanilarak yaklasik 1470 bazlik bolgeyi
¢ogaltmak icin tek asamali PCR islemi gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu Solis Biodyne
(Estonya) FIREPol® DNA Polymerase Taq polimeraz enzimiyle gerceklestirilmistir.

Tablo 2. PCR master mix hazirlanisi

Bilesen Reaksiyon
konsantrasyon

PCR Buffer 1X

MgCl, 1,5 mM

dNTP mix 0,2 mM

F. primer 0,3 uM

R. primer 0,3 uM

Taq DNA Polymerase 2U

DNA template 3 uM

PCR grade su ile 35 ul’ye tamamlanir

Hazirlanan 6rnekler PCR islemi ile asagidaki dongiiye tabi tutuldu.
1) 5 dakika 95 °C

2) 30 dongii olacak sekilde sirasiyla,

a. 45 saniye 95 °C

b. 45 saniye 57 °C

c. 1 dakika 72 °C’de

3) 5 dakika 72 °C tamamlanmustir.

Sicaklik 4 °C’ye distiriiliip PCR tamamlanmustir.

Elde edilen sonuglar 1x TAE tampon ile hazirlanan %1,5 agaroz jelde 100 volt akimda
90 dakika elektroforezde yiiriitiilerek UV 15181nda goriintiisii alinmistir. PCR {iriinii saflagtirma
asamasinda, elde edilen tek bant 6rnekler icin MAGBIO "HighPrep™ PCR Clean-up System"
(AC-60005) saflastirma kiti kullanilmistir. Sanger Dizileme 6rnekleri igin ABI 3730XL Sanger
dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1 Cycle
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Dizileme Kiti kullanild1 (Applied Biosystems, Foster City, CA). 27F ve 1492R primerleriyle
elde edilen okumalar, bir konsensus dizi olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu
islemin gergeklestirilmesinde BioEdit yazilimi icinde CAP contig assembly algoritmasi

kullanilmustir.

Firmadan yukaridaki islemler sonucu elde edilen sekanslar National Center for
Biotechnology Information (NCBI) bilgi bankasinin programi olan Blast Search kullanilip

mevcut verilerle karsilastirilip, benzerlikler tespit edildi ve GenBank numaras1 alindu.

Filogenetik agacinin insas1 hizalama (allignment) ve filogeni programlarini
harmanlayarak kullanima sunan hazir Phylogeny.fr platformu ile gergeklestirilmistir
(https://www.phylogeny.fr/phylogeny.cgi). Coklu sekans hizlamasi (multible sequence
allignment) i¢in NCBI MSA Viewer 1.25.0 programi kullanilmistir. Phylogeny.fr platformunda
agac ingast maksimum olabilirlik (maximum-likelihood) varsayilan (default) secenegi ile

gerceklestirilmistir (Kuhner ve Felsenstein, 1994).

Seliilaz iiretim kosullarinin optimizasyonu

Kalitatif ve kantitatif aktivite tayinlerine gore en yiiksek seliilaz aktivitesi gosteren
izolatin seliilaz iiretim kosullarin1 optimize etmek amaciyla liretim besiyerinde farkli azot ve
karbon kaynaklart kullanildi. Daha sonra belirlenen en iyi kaynaklarin optimum
konsantrasyonlar1 tayin edildi. Ayrica iiretim ortaminin baglangi¢ pH’s1 ve inkiibasyon sicakligi

optimize edildi.

Azot Kkaynaklarmmin seliilaz iiretimi ve bakteri gelisimi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Farkli azot kaynaklarmin segilen en iyi seliilolitik izolatin seliilaz {iretimine etkisinin
arastirilmasi icin CMC-B igeriginde kullanilan toplam 12 g/L azot kaynagi ¢ikartilarak yerine
%1,2 olacak sekilde pepton, tripton, maya Oziitii, iire, NH4sNO3, NaNO3z, KNO3 veya NH4Cl
besiyerlerine ayr1 ayri eklendi. Ek olarak kontrol i¢in CMC-B ve azot kaynag1 igermeyen bos
besiyeri kullanildi. Hazirlanan ortamlar 250 mL’lik Erlen mayerlerde 96 saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda standart seliilaz iiretimi ve mikrobiyal gelisim tayinleri gerceklestirildi.
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Azot kaynagimn farkh konsantrasyonlarmin seliillaz iiretimi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Azot kaynagmin farkli konsantrasyonlarinin seliilaz tiretimine etkisinin arastirilmasi
icin CMC-B besiyeri igeriginde kullanilan toplam 12 g/L azot kaynagi ¢ikartilarak yerine
secilen azot kaynagi %0,3, %0,6, %1,2, %1,8, %2,4, %3, %3,6 ve %4,2 olacak sekilde eklendi
ve seliilolitik izolatin 96 saat inkiibasyon sonunda standart seliilaz iiretimi ve mikrobiyal

gelisim tayinleri gergeklestirildi.

Karbon kaynaklarmmin seliilaz iiretimi ve bakteri gelisimi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Farkli karbon kaynaklarinin seliilolitik izolatin seliilaz iiretimine etkisinin arastirilmast
icin CMC-B igeriginde kullanilan toplam 10 g/L karbon kaynagi cikartilarak yerine %l
konsantrasyonda laktoz, fruktoz, nisasta, sukroz, glikoz, seliiloz, CMC, gliserol ve sivi yag
denendi. Ek olarak kontrol icin CMC-B ve karbon kaynagi igermeyen besiyeri kullanildi. 96
saatlik inkiibasyon sonunda standart seliilaz tiretimi ve mikrobiyal gelisim tayinleri

gerceklestirildi.

Karbon kaynagimin farklh konsantrasyonlarmin seliilaz iiretimi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Karbon kaynaginin farkli konsantrasyonlarinin seliilaz iiretimine etkisinin arastirilmast
icin CMC-B igeriginde kullanilan toplam 10 g/L karbon kaynag: cikartilarak yerine segilen
karbon kaynagi %0,25, %0,5, %1, %15 %2, %25, %3, %4, %5, %75 ve %10
konsantrasyonlarda eklendi, 96 saatlik inkiibasyon sonrasi seliilaz aktivite ve mikrobiyal

gelisim tayinleri gerceklestirildi.

Baslangic pH’simin seliilaz iiretimi ve bakteri gelisimi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Farkli pH degerlerinin seliilaz tiretimine etkisinin arastirilmasti igin belirlenen en iyi azot
ve karbon kaynaklarini igeren seliilaz iiretim besiyerinin baslangi¢c pH’s1 pH 6, pH 7, pH 8, pH
9 ve pH 10 olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan ortamlar 250 mL’lik Erlen mayerlerde 96 saat

inkiibasyon sonunda standart seliilaz iiretimi ve mikrobiyal gelisim tayinleri gerceklestirildi.

Inkiibasyon sicakhginin seliilaz iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Farkli sicaklik degerlerinin seliilaz iiretimine etkisinin arastirilmasi igin belirlenen en
iyi azot ve karbon kaynaklarini igeren seliilaz liretim ortaminda 25, 30, 35 ve 40 °C’de 96 saat
inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon sonunda standart seliilaz iiretimi ve mikrobiyal gelisim

tayinleri gergeklestirildi.
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Enzim saflastirma
Seliillazin amonyum siilfat ¢oktiirmesi metoduyla kismi saflastirilmasi

Belirlenen optimum kosullarda gergeklestirilen inkiibasyon sonunda 5000 rpm’de, 4
°C’de 25 dk santrifiijlenerek bakteri hiicrelerinin uzaklastirilmasi saglandi. Santrifiij sonrasi
slipernatantta son konsantrasyonu %20, %40 ve %60 olacak sekilde amonyum siilfat tuzu yavas
yavas eklenerek ¢oktiirme islemi gergeklestirildi. Her konsantrasyon i¢in amonyum siilfat 30
dk boyunca eklendi ve 4 °C’de karistirtlarak minimum 4 saat olacak sekilde bekletildi. Daha
sonra 10000 rpm’de 30 dk boyunca santrifiijlenip proteinler ¢oktiiriilerek siipernatant diger
amonyum siilfat konsantrasyonunda ¢oktiirmek i¢in ayrildi. Coken proteinler 50 mM’lik Glisin-
NaOH (pH 9) tamponu esliginde ¢ozildii. Protein ¢6zeltisinde iyonlarin ve yapilan islem
sonrasinda bulunan tuzlarin uzaklastirilip ¢dzeltinin yogunlastirilmast i¢cin 6000 rpm’de

ultrafiltrasyon (Millipore, 10 kDa cut-off) uygulandi.

Iyon degisim kromatografisi ile saflastirma

Amonyum siilfat ¢coktlirmesi ve ultrafiltrasyon sonrasi elde edilen 6rnekler 50 mM
Glisin-NaOH (pH 9.0) tamponu esliginde dengelenerek anyon degisim HiPrep Q XL 16/10
kolonuna yiiklendi. 0-1 M konsantrasyonlari arasi artan NaCl gradyani sayesinde kolondan
gecirildi. Fraksiyonlarla seliilaz aktivite olgtimleri yapildi. Yiiksek seliilaz aktivitesi gosteren

fraksiyonlar birlestirildi ve ultrafiltrasyon ile konsantre edilerek -20 °C’ye kaldirilda.

Protein miktar tayini

Toplam protein konsantrasyonlarini belirlemek i¢in Bradford yontemi kullanildi
(Bradford, 1976). 0, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 ve 3 konsantrasyonlarinda BSA stoklar1 hazirlandi.
Olgiim igin tiiplere sirasiyla 10 uL 6rnek, 40 uL. 0,1 N HCL ve 1,75 ml Bradford reaktifi eklenir.
5X Bradford reaktifi distile su ile 1:3 oraninda seyreltilerek kullanilir. 5 dk inkiibasyonun
ardindan absorbans 595 nm’de 6l¢tim yapilir. Absorbansa karsi standart egri hesaplanmasi i¢in
mg protein grafigi ¢izildi (Ek 4’de verilmistir.). BSA konsantrasyonlarindan elde edilen

standart grafigi degerlerine gore 6rnek miktar1 belirlendi.

SDS-PAGE analizi

Seliilaz enzimin molekiil agirligini saptamak ve safligini kontrol etmek icin saflagtirma
islemlerinden sonra orneklerin analiz islemi Laemmli metodu kullanilarak SDS-PAGE ile

gerceklestirildi (Laemmli, 1970).

Ayirma (Separating) jeli ve y1igma (Stacking) jeli olarak yogunluklar: farkl iki ayirma

ortami birlikte kullanildi. Jel olusturulmasi sirasinda uygun sekilde hazirlanmis cam plakalar
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olan Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell elektroforez sistemi olarak kullanildi. %12,5’lik
konsantrasyonda ayirici jel, Tablo 4’te belirtilen sekilde hazirlandi. Taze hazirlanan APS ve
TEMED en son eklenerek hazirlanan ayirici jel ¢ozeltisi cam levhalar arasina dokiildi ve
havayla temasin1 kesmek i¢in {izeri su ile tamamlanarak 30 dk bekleyerek su uzaklastirildi,
ayirici jelin iistiinde yer alan ve 6rnek yiiklenmesi i¢in olusan tarak gézlerinin yer aldigi boliim
olan Tablo 3’te verilen maddelerin belirtilen konsantrasyonlarda karistirilmasiyla hazirlanan
%7,5’lik yigma jel dokiildii. Uzerine taraklar yerlestirildi ve 30 dk beklenerek polimerlesme
tamamlandi. Taraklar ¢ikartilarak kuyucuklar seklindeki bosluklar 1X yiiriitme tamponu ile

yikanarak 6rneklerin yiiklemesi i¢in hazirlandi.

Tablo 3. Yigma jel (%7,5) yapimi

Yigma jel (%7,5) Hacim (mL)
APS (%25) 0,02

Yi1gma jel tamponu 0,6
TEMED 0,002

%30 Akrilamid stok soliisyonu 0,4

H20 1,4

Toplam 2,422

Tablo 4. Ayirici jel (%12,5) yapimi

Ayirici jel (%12,5) Hacim (mL)
APS (%25) 0,03

Ayirict jel tamponu 1,2
TEMED 0,003

%30 Akrilamid stok sollisyonu 2,1

H.0 1,7

Toplam 5,033

Orneklerin SDS-PAGE icin hazirlamasi ve elektroforez

Ornek tampon ve B-mercaptoethanol 1:4 oraninda karistirildi. Hazirlanan karisimdan 5
uL, ornek ile birlestirilip 15 pL toplam hacim elde edilerek 5-6 dk boyunca kaynatildi. Daha
sonra denatiirasyona ugrayan ornekler sogutularak 10 saniye boyunca 6000 rpm’de santrifiij
yapildi. Santrifiijlenen 6rnekler hazirlanmis olan jeldeki kuyucuklara yiiklenerek elektroforez
islemi 120 VV’da 1 saat 30 dk boyunca devam etti. Yiiriitiilen proteinlerin molekiiler kiitlesi 250-
10 kDa araliginda bantlara sahip Precision Plus Protein Standard (Unstained) kullanilarak

belirlendi.

28



Jellerin Coomassie Brilliant Blue ile boyanmasi

SDS-PAGE islemini takiben jeller ¢ikartilarak Coomassie Brilliant Blue R-250 ile
boyandi. 150 mL Coomassie Brilliant Blue boyasi i¢ine koyulan jeller 1 saat boyunca diisiik
devirde calkalanip oda sicakliginda boyanmasi igin bekletildi. Sonrasinda boya soliisyonu
dokiilerek jeller 150 mL boya uzaklastirma soliisyonunda 30 °C’de calkalanarak 1 saat
bekletildi. Boya uzaklastirildiginda istenilen proteinlerin bantlarinin goriiniir sekile getirilmesi

i¢in uzaklastirma soliisyonu ile yikama islemi birkag kez tazelendi.

Seliilazin molekiiler Kiitlesinin hesaplanmasi

Protein standartindan yararlanilarak seliilaz enziminin molekiiler kiitlesi hesaplandi.
SDS-PAGE bittiginde jelde yiiriiyen protein bantlarinin gé¢ mesafeleri (Rf) asagidaki formiile
gore hesaplandi. Bu sonuglar ile ¢izilen grafikteki egrinin olusan denklemi ile seliilaz enziminin

molekiiler kiitlesi belirlendi.

Protein Go¢ Mesafesi

Boya Go¢ Mesafesi

Saflastirilan seliilazin karakterize edilmesi
Seliilazin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Saflastirilmus seliilaz i¢in Michaelis-Menten Kinetik sabitleri, Km ve Vmax; %0,1, %0,25,
%0,5, %0,75, %1, %1,25, %15, %2, %2,5 ve %3 CMC konsantrasyonlarinda standart
kosullarda enzim aktivitesi 6l¢iilerek belirlendi (Counotte ve Prins, 1979).

Saflastirilan enzimin aktivitesi tizerine pH, sicaklik, gesitli reaktifler, metal iyonlari,
organik ¢oziiciilerin etkileri arastirildi.
Seliilazin optimum sicakhiginin tayini

Saflastirilmis seliilazin optimum sicakligini belirlemek amaciyla enzim aktivite tayinleri
diger kosullar sabit kalacak sekilde 25, 30, 40, 50, 60 ve 95 °C’de yapildi. Reaksiyon dncesi

substrat ¢ozeltileri ve enzim 10 dk belirtilen sicakliklarda inkiibasyona birakildi.

Seliilazin sicaklik stabilitesinin tayini

Enzimin sicaklik stabilitesini belirlemek amaciyla 6rnekler 25, 30, 40, 50, 60 °C olacak
sekilde 30, 60, 90 ve 120 dk inkiibe edildi. Sonrasinda Orneklerin standart seliilaz aktivite

tayinleri gergeklestirildi ve kontrol numunesi ile karsilastirilarak kalan aktivite belirlendi.
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Seliilazin optimum pH’sinin tayini

Seliilaz enziminin optimum pH’sin1 belirlemek amactyla pH 4,0 ile pH 12,0 araligindaki
aktivitelerine bakildi. pH 4,0-5,0 aralig1 igin 50 mM asetik asit-sodyum asetat tamponu, pH 6,0
i¢in potasyum fosfat tamponu, pH 7,0-8,0 aralig1 i¢in Tris-HCI tamponu ile pH 9,0-12,0 aralig:
icin Glisin-NaOH tamponu kullanildi. Substrat soliisyonu bu tamponlar ig¢erisinde hazirlandi ve

diger kosullar sabit tutularak standart enzim aktivitesine bakildi.

Seliilazin pH stabilitesinin tayini

Enzimin pH stabilitesini belirlemek amaciyla, 6rnekler; 50 mM asetik asit-sodyum
asetat tamponu (pH 4,0-5,0), potasyum fosfat tamponu (pH 6,0), Tris-HCI tamponu (pH 7,0-
8,0) ve Glisin-NaOH tamponu (pH 9,0-12,0) ile 1:1 oranda karistirtlip 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri standart kosullarda 6lgiilerek kontrol

numunelerine gore kalan aktiviteler belirlendi.

Seliilaz iizerine metal iyonlarinn etkisinin tayini

Seliilaz aktivitesine metal iyonlarmin etkisini belirlemek amaciyla Ag*, Ba*?, Ca*?,
Cd*?, Co*?, Cu*?, Fe*™®, Hg*?, Mg*?, Mn*2, Ni*? ve Zn*? iyonlarmin 50 mM glisin-NaOH (pH 9)
tamponu kullanilarak 5 mM ve 10 mM’lik ¢dzeltiler hazirlandi. Bunun igin CuSQ,, BaCl,,
AgNO;, MnCl,, ZnCl,, CaCl,, FeCl,, Cd(NO3),, HgCl,, MgCl,, NiCl, ve CoCl, bilesikleri
kullanild1. Enzim ve metal iyonlari ¢ozeltileri 1:1 oraninda 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Enzim aktiviteleri metal iyonlar1 ile muamele edilmeden ayni kosullar altinda inkiibe

edilen kontrol numunesi ile karsilastirilarak bagil aktivite hesaplamasi yapildi.

Seliilaz iizerine cesitli reaktiflerin etkisinin tayini

50 mM, pH 9,0 glisin-NaOH igerisinde %20’lik EDTA, Triton X-100, H20, SDS,
Tween 80 ve Tween 20 ¢ozeltileri hazirlandi. Saf enzim 6rnekleri bu ¢ozeltilerin igerisinde 1:1
oranda karigtirillip 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda seliilaz aktiviteleri
Olctilerek, reaktif igermeyen ve ayni kosullar altinda inkiibe edilen kontrol numunesine gore

bagil aktiviteleri belirlendi.

Seliilaz iizerine organik ¢oziicii maddelerin etkisinin tayini

Seliilaz aktivitesine organik ¢oziicii maddelerin etkisini belirlemek icin etanol, DMSO,
gliserol, aseton ve izopropanolun 50 mM glisin-NaOH (pH 9,0) tamponu ile %20°lik ¢6zeltileri

hazirland1. Seliilaz enzimi ¢ozeltiler ile 1:1 oraninda karistirilip oda sicakliginda 1 saat inkiibe
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edildi. Sonrasinda seliilaz aktiviteleri Ol¢iilerek, organik ¢oziicii igermeyen ve ayni kosullar

altinda inkiibe edilen kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplandi.

Seliilaz iizerine ticari deterjanlarin etkisinin tayini

Seliilaz aktivitesine ticari deterjanlarin etkisini belirlemek i¢in 50 mM pH 9,0 glisin-
NaOH tamponu igerisinde %1°lik sivi sabun, bulasik deterjani, sivi camasir deterjant ve toz
camasir deterjaninin ¢ozeltileri hazirlandi. Kosullar sabit tutularak standart seliilaz aktivite

tayinleri gergeklestirildi.

Seliilazin stabilitesi iizerine ticari deterjanlarin etkisinin tayini

Enzimin stabilitesi iizerine deterjanlarin etkisini belirlemek i¢in ayn1 sekilde %1°lik siv1
sabun, bulagik deterjani, s1vi gamasir deterjani ve toz camasir deterjaninin ¢ozeltileri hazirlandi.
Deterjan cozeltileri ile enzim 1:1 oranda karigtirilip 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri standart kosullarda 6lciilerek deterjan igermeyen ve ayni

kosullar altinda inkiibe edilen kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplandi.

Seliilazin biyoteknolojik uygulama alanlari
Seliilazin kagit parcalama ozelliginin arastirilmasi

Selillazin kagit parcalama oOzelligi degerlendirilmek iizere hem selillaz {iretim
ortamindaki CMC yerine sadece %1 oraninda filtre kagid1 eklenerek hem de seliilaz iiretim
besiyerindeki CMC’ye ek olarak %1 oraninda filtre kagidi iceren ortamlarda gerceklestirildi.
96 saat boyunca inkiibasyona birakildi ve enzim aktivite 6l¢timleri gergeklestirildi (Ariffin vd.,
2006).

Seliilazin kumas biyoparlatma etkisinin arastirilmasi

Seliilazin kumas yiizeyindeki tiiylenmeyi azaltma etkisi pamuklu kumas tizerinde
degerlendirildi. Kiiltiir siipernatant1 icerigine pamuklu kumas parcalar1 yaklasik 2-2,5 cm
olacak sekilde eklendi 15, 30, 45, 60, 90 ve 120 dk calkalanarak inkiibe edildi ve sonrasinda
kumas parcalar saf su ile yikanarak temizlendi. Temizlenen kumaslar 60 °C etiivde 1 saat
kurutulduktan sonra kumas yiizeyindeki tilylenmeyi azaltma seviyeleri gorsel olarak incelendi
(Duran vd., 2008).

Seliilazin kumas boyasi iizerine etkisinin arastirilmasi

Seliilazin kumas boyalarmi pargalama 6zelligi degerlendirilmek tizere boya olarak
indigo boyast kullanildi. Bir tekstil boyasi olan indigo sulu ortamda ¢oziiniir bir boya

olmadigindan alkali kosullar altinda ¢6ziiniir formu olan 16ko-indigoya doniistiiriildii (Pathak
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ve Madamwar, 2010). Coziinebilir 16ko-indigo, ham indigo boya tozunun (5 g/L), sodyum
hidroksit (2 g/L) ve sodyum hidrosiilfit (2 g/L) ile indirgenmesiyle hazirlandi. Kumaslar 2-2,5
cm boyutunda kesilerek boyanin igerisine eklendi. Boyama oda sicakliginda 1 saat siireyle
gerceklestirildi. Boyamanin ardindan numuneler havada oksitlendi, durulandi ve oda
sicakliginda kurutuldu. Kumas pargalar1 1, 3, 5, 15 ve 20 saat boyunca 5 mL enzim
soliisyonunda bekletildi. Inkiibasyon sonunda kumas pargalar1 saf su ile yikanarak temizlendi.
Temizlenen kumaslar 60 °C etiivde 1 saat kurutulduktan sonra kumasdaki boyanin yogunluk

seviyeleri gorsel olarak incelendi (Tayade ve Adivarekar, 2014).
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BULGULAR

Bakterilerin izolasyonu

Gergeklestirilen izolasyon ¢alismalar1 sonucunda Van Golii’'nden 60 adet izolat elde

edilerek kalitatif seliilaz tayini amaciyla kullanildi.

Izolatlarn seliilaz aktivitelerinin tayini

Izolatlarin CMC-A iizerindeki kalitatif seliilaz aktivite tayinleri sonucu seliilaz iireticisi
19 izolat1 secilmistir. Sekil 4’te en genis seliilolitik zon olusturan izolat érnekleri gosterilmistir.
En belirgin seliilolitik zonlar V2 (7 mm), V3 (8 mm), V4 (4 mm), V7 (9 mm), VS1 (4 mm),
VS13 (6 mm), VS15 (4 mm), VS20 (11 mm) ve B6 (5 mm) kodlu izolatlarda gézlemlenmistir.

Sekil 4. Van Golii'nden elde edilen izolatlarn CMC-A besiyerinde 30 °C’de 48 saat
inkiibasyon sonucunda olusturduklar seliilotik zonlar

Bakteri izolatlarimin kantitatif seliilaz aktivitelerinin tayini

CMC-A 1izerinde olusturduklart zon ¢aplarina gore segilen 6 adet izolat (V2, V3, V7,
VS13, VS20 ve B6) ile kantitatif aktivite tayinleri gergeklestirildi. On kiiltiir hazirlamak iizere
izolatlar NB besiyerinde 24 saat inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonunda NB besiyerinde
gelisen bakterilerden 1 mL alinarak 100 mL CMC-B besiyeri iceren 250 mL’lik erlen
mayerlerde, 30 °C’de, 180 rpm’de, 120 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siirelerinin sonunda
izolatlarin seliilaz aktivite tayini DNS yontemi ile standart olarak gergeklestirilerek en fazla

aktivite gosteren izolat belirlendi.

CMC-A besiyerinde olusturduklart zon ¢apt ve Sekil 5’te goriilen kantitatif seliilaz

aktivite sonuglar1 dikkate alinarak en iyi seliilaz tiretici olarak V7 kodlu bakteri izolat1 segildi.

V7 izolatinin karboksimetil seliilaz aktivitesi 96 saat inkiibasyon sonrasi 0,079 U/mL
bulunurken, ekzo-p-1-4 glukanaz U/mL ve B-1-4 glukanaz aktiviteleri sirasiyla 0,007 U/mL ve
0,005 U/mL olarak bulunmustur. Dolayisiyla, ¢alismamizda seliilolitik aktivite olarak

karboksimetil seliilaz aktivitesi {izerinde durulmustur.
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Sekil 5. Van Golii bakteri izolatlarinin CMC-B besiyerinde 30 °C’de 120 saatlik
inkiibasyonlar1 boyunca seliilaz aktiviteleri
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Sekil 6. Van Golii bakteri izolatlarinin CMC-B besiyerinde 30 °C’de 120 saatlik
inkiibasyonlar1 boyunca mikrobiyal gelisimleri

Secilen bakteri izolatinin tanilanmasi
Izolatin Klasik yontemlerle tanilanmasi

Izolatlar arasindan en iyi seliilaz iireticisi olarak segilen V7 kodlu izolatin klasik

yontemlerle karakterizasyon sonuglar1 Tablo 5°de 6zetlendi.

Hareketli ve basil sekilli V7 izolatinin Gram-pozitif hiicre duvar yapisina ve kiigiik,
diizgiin kenarli, ¢ubuk, krem renkli kolonilere sahip oldugu gortildii. Oksidaz, hemoliz, katalaz,
proteaz, lipaz, KOH, asparaginaz, maltoz, L-arabinose, D-xylose ve myo-inositol pozitif

olurken amilaz, glutaminaz ve iireaz negatif oldugu tespit edildi.
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Tablo 5. Van Golii’nden izole edilen selilolitik V7 kodlu izolatin 6zellikleri

Ozellikler Sonuglar
Bakteri Susu Bacillus pumilus VLC7
GenBank Numarasi OR415888.1
Hareket testi +
Koloni Sekli Cubuk
Koloni Rengi Krem
Hiicre Sekli Basil
H.0O, Katalaz +
Lipaz +
Oksidaz +
Hemoliz +
Ureaz -
Asparaginaz +
Glutaminaz -
D-xylose +
Maltoz +
L-arabinoz %+
Myo-inositol +
Gram +
KOH +
Amilaz -
Proteaz +

Molekiiler yontemlerle tamlama

V7 kodlu izolatimin 16S rDNA bolgesinin analizi ile yaptirilan molekiiler
karakterizasyonu sonucu elde edilen sekansi (EK 3 ’de verildi) NCBI veri tabanindaki
sekanslarla karsilastirilarak izolatin Bacillus pumilus tiirii oldugu tespit edildi. Filogenetik agac
olusturuldu (Sekil 7) ve B. pumilus VLC7 susu olarak adlandirilarak OR415888.1 GenBank

numarast alindu.
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0.77NR_024696.1_Bacillus_vallismortis_strain_DSM_11031_16S_ribosomal
NR_104919.1_Bacillus_tequilensis_strain_l0b_16S_ribosomal_RNA_pa
NR_116022.1_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_ BCRC_11601_16S_rib
NR_102783.2_Bacillus_subtilis_subsp._subtilis_strain_168_16S_rib
NR_112723.1 Bacillus_atrophaeus_strain NBRC_15539_16S_ribosomal
B._pumilus_VLC7
NR_043242.1_Bacillus_pumilus_strain_ATCC_7061_165_ribosomal_RNA
NR_148786.1_Bacillus_zhangzhouensis_strain_ MCCC_IA08372_16S_ribo
NR_148787.1_Bacillus_australimaris_strain_MCCC_1A05787_16S_ribos
NR_113945.1_Bacillus_safensis_strain_NBRC_100820_16S_ribosomal_R
NR_118441.1_Bacillus_stratosphericus_strain_41KF2a_16S_ribosomal
NR_148244.1_Bacillus_xiamenensis_strain. MCCC_1AQ0008_16S_ribosom
NR_042339.1_Bacillus_aerophilus_strain_28K_16S_ribosomal_RNA_par
NR_042337.1_Bacillus_altitudinis_41KF2b_16S _ribosomal_RNA_partia
NR_118439.1_Bacillus_aerius_strain_24K_16S_ribosomal RNA_partial
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0.007
Sekil 7. Van Golii izolat1 B. pumilus VLC7’nin filogenetik agact
B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretim kosullarinin optimizasyonu

B. pumilus VLC7 susunun seliilaz iiretimini artirmak amaciyla inkiibasyon kosullar
optimize edildi. ilk olarak optimum inkiibasyon siiresi belirlendi ve daha sonra en iyi azot ve
karbon kaynaklari segilerek bunlarin optimum konsantrasyonlari belirlendi. Ayrica optimum

baglangi¢c pH’s1 ve inkiibasyon sicakligi belirlendi.

Inkiibasyon siiresinin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi ve gelisimine etkisi

CMC-B besiyerinde B. pumilus VLC7, 120 saat boyunca 30 °C’de, 180 rpm’de
inkiibasyona birakildi. 24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde mikrobiyal gelisimi ve seliilaz iiretimi
degerlendirildi (Sekil 8). 96. saate kadar seliilaz iretiminin diizenli olarak artig gosterip,
sonrasinda azalmaya basladigi belirlendi. Yapilan analizler sonucu en yiiksek seliilaz tiretimi

gosterdigi saat inkiibasyonun 96. saatinde 0,079 U/mL olarak belirlendi.
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Sekil 8. CMC-B besiyerinde, 30 °C ve 180 rpm’de B. pumilus VLC7’nin 120 saat inkiibasyonu
boyunca mikrobiyal gelisimi ve seliilaz tiretimi
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Azot kaynaklarmin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi ve gelisimine etkisi

Farkli azot kaynaklarinin B. pumilus VLC7’nin gelisim ve seliilaz tiretimi tizerindeki
etkisini gozlemlemek icin %1,2 oraninda pepton, tripton, maya 6ziit, tire, NHsNO3z, NaNOs,
KNO3 ve NH4Cl kullanildi. 96 saat siiren inkiibasyon siirecinde giinliik olarak seliilaz iiretimi
ve gelisimi takip edildi. Sekil 9’da goriildiigii gibi en fazla seliilaz iiretimi maya Oziitii
varliginda elde edildi, maya oziitiini KNO3z NH4NOs3 izledi ve en diisiik seliilaz tiretiminin

triptonda oldugu belirlendi.
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Sekil 9. Farkli azot kaynaklarinin B. pumilus VLC7’nin mikrobiyal gelisimi ve seliilaz
tiretimine etkisi

Maya oziitiiniin farkl konsantrasyonlarinin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi
ve gelisimine etkisi

Maya oziitiintin farkli konsantrasyonlarinin seliilaz {iretimine etkisini degerlendirmek
i¢in seliilaz liretim besiyerinde %0,3, %0,6, %1,2, %1,8, %2.,4, %3, %3,6 ve %4,2 maya 0ziitii
kullanildi. 96 saatlik inkiibasyon sonunda Sekil 10°da gosterildigi gibi en yiiksek iiretimin %3
ile %3,6 maya oziitii varhiginda elde edildigi ve optimum maya 6ziitii konsantrasyonu olarak

bundan sonra 0,21 U/mL ile %3’liikk konsantrasyon tercih edildi.
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Sekil 10. Farkli maya 6ziitii konsantrasyonlarin B. pumilus VLC7’nin mikrobiyal gelisimi
ve seliilaz iiretimi tizerine etkisi

Karbon kaynaklarimin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi ve gelisimine etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin seliilaz iiretimine etkisi %1°lik laktoz, fruktoz, nisasta,
sukroz, glikoz, selilloz, CMC, gliserol ve sivi yag varliginda incelendi. Hazirlanan ortamlar 96
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinde giinliik olarak seliilaz iiretimi ve gelisimi takip edildi.
Sekil 11°de goriildiigii gibi inkiibasyon sonunda en yiiksek seliilaz iiretimi CMC, sivi yag ve

seliiloz varliginda elde edildi.
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Sekil 11. Farkli karbon kaynaklarinin B. pumilus VLC7’nin mikrobiyal gelisimi ve seliilaz
tiretimi tizerine etkisi
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CMC’nin farkh konsantrasyonlarimin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi ve
gelisimine etkisi

CMC’nin farkli konsantrasyonlarmin seliilaz iiretimine etkisini degerlendirmek igin
%0,25, %0,5, %1, %1,5, %2, %2,5, %3, %4, %5, %7,5 ve %10 konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Sekil 12°de gosterildigi gibi 96 saatlik inkiibasyon sonunda en yiiksek mikrobiyal gelisim ve
enzim Uretiminin %4’liik CMC varliginda elde edildigi goriildi. Daha yiiksek

konsantrasyonlarda ise aktivitenin azalmaya basladig: belirlendi.
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Sekil 12. Farkli CMC konsantrasyonlarinin B. pumilus VLC7’nin mikrobiyal gelisimi ve
seliilaz iiretimi iizerine etkisi

Baslangi¢c pH’simin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi ve gelisimine etkisi

B. pumilus VLC7’nin baslangig pH’s1 i¢in pH 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 ve 10,0’da hazirlanan
seliilaz iiretim ortamlari, 30 °C ve 180 rpm’de, 96 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
mikrobiyal gelisim ve seliilaz aktivitesi incelendi ve seliilaz aktivitesinin mikrobiyal gelisim ile
paralel sekilde oldugu belirlendi. B. pumilus VLC7’nin Sekil 13’de goriildiigii tizere en yliksek
seliilaz tiretimi ve en yliksek gelisimi pH 7°de oldugu ve yiiksek pH’larda (8,0, 9,0 ve 10,0)

seliilaz aktivitesi ve mikrobiyal gelisimin diisiik oldugu belirlendi.
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Sekil 13. Ortam pH’sinin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi ve mikrobiyal gelisimi {izerine
etkisi

Inkiibasyon sicakligimin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi ve gelisimi iizerine
etkisi

Farkli sicaklik degerlerinin seliilaz iiretimine etkisinin arastirilmasi ig¢in B. pumilus
VLC7 seliillaz iiretim ortaminda 25, 30, 35 ve 40 °C’de, 180 rpm’de 96 saat boyunca
inkiibasyona birakild. inkiibasyon sonunda mikrobiyal gelisim ve seliilaz aktivitesi incelendi.
Bakterinin mikrobiyal gelisimi ve seliillaz aktivitesinin paralel oldugu belirlendi. Yapilan
Olctimler sonucu Sekil 14°te gosterildigi gibi en yiiksek seliilaz iiretimi ve en yiiksek gelisim 30

°C’de gozlendi ve daha yiiksek sicakliklarin (35 ve 40 °C) seliilaz aktivitesini olumsuz

etkiledigi belirlendi.
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Sekil 14. Sicakligin B. pumilus VLC7’nin seliilaz iiretimi ve mikrobiyal gelisimi iizerine etkisi
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Enzim saflastirma ve enzim karakterizasyonu

Belirlenen optimum kosullarda hazirlanan sivi seliilaz tiretim ortaminda B. pumilus
VLCY7 ile iretilen seliilaz enziminin saflastirilmas: i¢in amonyum siilfat ile ¢Oktiirme,

ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromotografisi gergeklestirilmistir.

Seliillazin amonyum siilfat ¢oktiirmesi metoduyla kismi saflastirilmasi

B. pumilus VLC7’nin 96 saatlik inkiibasyonu sonrasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ile saflastirma islemi gergeklestirildi. Enzimin maksimum tiretildigi kosullar saglanacak sekilde
96 saatlik inkiibasyonu sonunda 10000 rpm’de, +4 °C’de 30 dk santrifiij edilerek bakteri
hiicreleri uzaklastirildi. Siipernatantin son konsantrasyonu sirasiyla %20, %40, %60 ve %80
olacak sekilde amonyum siilfat ile muamele edildi ve ¢oktirme islemi gerceklestirildi.
Coktiirlilen proteinlerin ve silipernatantlarin seliilaz aktiviteleri dl¢iildii. %40°lik amonyum

stilfat tuzu konsantrasyonunda seliilaz enziminin ¢oktiigii gézlendi.

Iyon degisim kromatografisi ile saflastirma

Kismi olarak saflastirilan seliilaz enzimi konsantre etmek ve amonyum siilfat tuzlarini
uzaklastirmak igin ultrafiltrasyon tiipii ile santrifiij edildi. Iyon degisim kromotografisi HiTrap
Q HP anyon degisim kolonu ile 0-1 M NaCl gradienti kullanilarak gergeklestirildi. Kolondan
elde edilen fraksiyonlarin seliilaz aktivitelerine bakildi ve en yiiksek aktiviteye sahip olanlar +4
°C’de sakland:.

Kiiltiir siipernatantinin, amonyum stilfat ile ¢oktiiriilen 6rneklerin ve aktif fraksiyonlarin
protein miktarlar1 Bradford Yontemi’ne gore Ek 4’te verilen BSA standart egrisi kullanilarak
hesaplanmistir. Seliilazin saflastirma detaylar1 Tablo 6'da sunulmustur. Bu tabloya gore

seliilazin 20,5 kat ve %3,7 verimle saflastirildig1 goriilmektedir.

Tablo 6. B. pumilus VLC7’den seliilazin saflagtirma basamaklari

Saflagtirma Hacim Protein kons. Total Aktivite Total Spesifik Saflastirma Saflastirma

Asamasi (mL) (mg/mL) protein (U/mL) aktivite aktivite verimi (%)  derecesi
(mg) (V) (U/mg)

Stipernatant 250 0,166 415 0,13 32,5 0,78 100 1

Amonyum Siilfat 50 0,16 8 0,384 19,2 2,4 59 3

Iyon Degisim

. 15 0,005 0,075 0,08 1,2 16 3,7 20,5
Kromatografisi

Spesifik Aktivite (U/mg protein): Seliilaz aktivitesi (U/mL)/Protein miktar1 (mg/mL)
Saflagtirma Verimi (%): [Total seliilaz aktivitesi (U)/Ham enzim total aktivitesi (U)]x100
Saflastirma Derecesi: Spesifik seliilaz aktivitesi (U/mg)/Ham ekstrakt spesifik seliilaz aktivitesi (U/mg)
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SDS-PAGE analizi ile seliilaz enziminin molekiiler Kiitlesinin hesaplanmasi

Saflagtirilan O6rneklerin SDS-PAGE analizleri seliillaz enziminin yaklasik molekiil
agirligini belirlemek ve safligini kontrol etmek amaciyla Laemmli Yontemi ile gergeklestirildi

(Laemmli, 1970). Seliilaz proteininin molekiiler agirliginin 76 kDa oldugu tespit edildi.

250 kDa

150
100

75 «— 76 kDa

50

37

25

20

15

Sekil 15. Saflastirma orneklerin SDS-PAGE analizi. M: Precision Plus Protein Unstained

Standart (250-10 kDa) 1: Siipernatant; 2: 40% amonyum siilfat ¢oktiirmesi; 3: iyon degisim
kromatografisi

Saflastirilmus seliillazin karakterizasyonu
Seliilazin Ky ve Vimax Kinetik degerlerinin tayini

Saflagtirilmis  seliilaz enzimi kinetik sabitlerini  belirlemek amaciyla %0,1-3
konsantrasyon araliginda enzimin substrati olan CMC kullanilarak hesaplamalar yapildi.
Sekil.16°daki Michaelis-Menten grafigi ve Sekil 17°deki Lineweaver-Burk grafigi elde edildi.

Lineweaver-Burk ¢ift resiprokal grafigi kullanilarak 0,160 Vmax ve 3,13 mM Km Kkinetik
degerleri elde edildi.
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Sekil 16. B. pumilus VLC?7 seliilazinin Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 17. B. pumilus VLC7 seliilazinin Lineweaver-Burk grafigi
B. pumilus VLC7 seliilazinin optimum sicaklik degerinin tayini

Saflastirilan seliilaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in enzim ve substrat
soliisyonu ayri ayr1 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 ve 90 °C’de 10 dk inkiibe edildi. Siire sonunda
enzim ve substrat birlestirilerek enzim aktivitesi bu sicakliklarda belirlendi. Seliilaz enzimi igin
optimum sicaklik 40 °C seklinde belirlendi (Sekil 18). Ancak 45 °C ve 50 °C’de de aktivitesinin
yiiksek oldugu belirlendi.
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Sekil 18. Sicakligin B. pumilus VLC7 seliilazinin aktivitesi tizerine etkisi
B. pumilus VLCY seliilazinin sicaklik stabilitesi

Stabiliteyi belirlemek amaciyla 6rneklerin 25, 30, 40, 50 ve 60 °C’de her biri 30, 60, 90,
120 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri dl¢iilerek kontrol numunesi ile
karsilastirilarak kalan aktiviteler belirlendi. Enzimin aktivitesini 120 dk sona erdiginde 25 °C
%78 degerinde, 30 °C %79 degerinde, 40 °C %88 degerinde, 50 °C %85 degerinde ve 60 °C
%67 degerinde korudugu tespit edildi (Sekil 19). Daha kisa olan inkiibasyon siirelerinde seliilaz

enziminin kararliliginin daha iyi korundugu belirlendi.
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Sekil 19. Sicakligin B. pumilus VLCY7 seliilazinin kararliligina etkisi
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B. pumilus VLC7 seliillazinin optimum pH degeri

Optimum pH degerinin tayini amaciyla pH 4,0 ile pH 12,0 araliginda enzimin aktivitesi
Olciildii. Seliilaz enziminin optimal pH’sinin 9 oldugu belirlendi, en diisiik aktivite ise pH 4,0
olarak tespit edildi (Sekil 20). pH 7,0 ila pH 12,0 araliginda ise aktivitenin optimum degere
oldukga yakin oldugu belirlendi.
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Sekil 20. pH’nin B. pumilus VLC?7 seliilazinin aktivitesine etkisi
B. pumilus VLC?7 seliilazinin pH stabilitesi

Enzimin pH stabilitesini belirlemek amaciyla enzim 6rnekleri pH 4,0-12,0 araliginda 1
saat inkiibe edildi. Sonrasinda enzim aktiviteleri kontrol numunesi dikkate alinarak o6l¢iildii,
kalan aktiviteler belirlendi. Sekil 21’de gosterildigi gibi enzimin pH 8,0-11,0 araliginda
%95°ten biiyiik olacak sekilde stabilitesini korudugu, pH 9,0’da ise olduk¢a kararli oldugu
belirlendi.
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Sekil 21. pH’nin B. pumilus VLC?7 seliilazinin stabilitesine etkisi
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Metal iyonlarmin B. pumilus VLC7 seliilaz1 iizerine etkisi

Selillaz aktivitesine metal iyonlarinin etkisini belirlemek amaciyla CuSO,4, BaCl,,
AgNOs, MnCl,, ZnCl,, CaCl,, FeCl,, Cd(NO3),, HgCl,, MgCl,, NiCl, ve CoCl, bilesiklerinin
5 mM ve 10 mM’lik ¢ozeltileri 50 mM glisin-NaOH (pH 9,0) tamponu i¢inde hazirlandi. Metal
iyon ve enzim ¢ozeltileri 1:1 oraninda karistirilarak 1 saat 30 °C’de inkiibasyona birakildi.
Sonrasinda enzim aktiviteleri kontrol numunesi dikkate alinarak olgiildii ve bagil aktiviteleri
hesaplandi. Test edilen metal iyonlari arasindan Sekil 22’de de gosterildigi gibi MnCl,’nin 5 ve
10 mM’lik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesini bir miktar artirdig: tespit edildi. Diger
iyonlarin ise enzim aktivitesini farkli oranlarda azalttigi, en yiiksek diisiisiin ise %39 kalan

aktiviteyle 10 mM HgCl>’de gergeklestigi belirlendi.
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Sekil 22. Seliilaz aktivitesi tizerine 5 ve 10 mM konsantrasyonlardaki metal iyonlarinin etkisi
Reaktif maddelerin B. pumilus VLC7 seliilazi iizerine etkisi

Seliilaz aktivitesine reaktiflerin etkisini belirlemek amaciyla EDTA, SDS, H.02, Tween
20, Triton X-100 ve Tween 80’in 50 mM glisin-NaOH (pH 9,0) tamponu esliginde %20°lik
cozeltileri kullanildi. Saf enzim 6rnekleri bu ¢ozeltilerin icerisinde 1:1 oraninda karistirilip 1
saat 30 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 kontrol numunesi dikkate aliarak
olgiildii ve bagil aktiviteleri hesaplandi. Siire sonunda Sekil 23’de de gosterildigi gibi goreli
enzim aktivitelerine bakildiginda EDTA (%40) ve H202 (%57) enzim aktivitesini 6nemli
Olciide azaltirken, SDS (%127) ve Triton X-100 (%107)’lin enzim aktivitesini artirdigi, Tween
20 (%99,8) ve Tween 80°nin (%91) ise enzim aktivitesinin ¢ok fazla etkilemedigi belirlendi.
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Sekil 23. B. pumilus VLCY7 seliilaz aktivitesi lizerine ¢esitli reaktiflerin etkisi
Organik ¢oziicii maddelerin B. pumilus VLCY7 seliilaz iizerine etkisi

Seliilaz aktivitesi lizerine organik ¢oziicii etkisini belirlemek acamiyla DMSO, gliserol,
aseton, etanol ve izopropanol 50 mM Glisin-NaOH (pH 9,0) tamponu esliginde %20 olacak
sekilde ¢ozeltileri hazirlanarak enzim ile 1:1 oraninda karistirilip 30 °C’de, 150 rpm’de 1 saat
inkiibe edildi. Sonrasinda kontrol numunesine gore seliilaz aktiviteleri Olgtilerek bagil
aktiviteleri belirlendi. Sekil 24’de de gosterilen goreli aktivitelere bakildiginda izopropanol
(%40) enzim aktivitesini 6nemli Ol¢lide azaltirken, gliserol (%125)’iin enzim aktivitesini
artirdigi, aseton (%76), etanol (%89) ve DMSO’nun (%78) ise enzim aktivitesini az da olsa

azalttig1 belirlendi.
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Sekil 24. Seliilaz aktivitesi tizerine gesitli organik ¢oziiciilerin (%20°1ik) etkisi
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Seliilaz aktivitesi iizerine ticari deterjanlarin etkisi

Seliilaz aktivitesine ticari deterjanlarin etkisini belirlemek igin %1°lik deterjan
¢oOzeltileri kullanildi. Seliilaz enzimi ¢ozeltiler ile 1:1 oraninda karistirildi ve standart kosullarda
seliilaz aktivite tayinleri gerceklestirildi. Sekil 25°de verildigi gibi seliilaz aktivitesinin sivi
camasir deterjan1 (0,16 U/mL) ve toz camasir deterjan1 varliginda kontrole gore arttigi

belirlendi. Sivi el yikama sabunu ve bulasik deterjan1 varliginda ise aktivitede diisiis oldugu

belirlendi.
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Sekil 25. Ticari deterjanlarin B. pumilus VLC?7 seliilaz aktivitesine etkisi
Seliilaz stabilitesi tizerine deterjanlarin etkisi

Deterjanlarin enzimin stabilitesi tizerine etkisini belirlemek i¢in de %1’lik deterjan
¢ozeltileri kullanildi. Deterjan ¢ozeltileri ile 1:1 oraninda karistirilan enzim 6rnekleri 1 saat oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi ve sonra kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri
hesaplandi. Sekil 26°da verilen goreli aktivitelere bakildiginda sivi camasir deterjani (%98) ve
toz ¢amagsir deterjani (%92) varliginda enzimin kararliligini biiyiik 6lgiide korudugu, bulasik

deterjan1 (%59) ve sivi sabun (%42) varliginda ise kararliliginda diisiis oldugu belirlendi.
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Sekil 26. Ticari deterjanlarin B. pumilus VLC?7 seliilaz stabilitesine etkisi
Enzimin biyoteknolojik uygulamalar:
B. pumilus VLC7 seliilazinin kagit parcalama 6zelligi

Seliilazin kagidi1 pargalama 6zelligi %1 oraninda filtre kagidi igeren ve %1 oraninda
filtre kagidina ek olarak %1 CMC igeren ortamlarda arastirilmistir ve sadece CMC igeren
kontrol ile karsilagtirtlmustir. Sekil 27°de goriildiigii tizere sadece filtre kagidi igeren ortamda
seliilaz aktivitesi oldugu tespit edilmistir. Ancak CMC’ye ek olarak eklenen filtre kagidinin
oldugu besiyerinde enzim aktivitesinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her iki ortamda

da filtre kagitlarinin parcalandigi gozlemlenmistir.

m %] Filtre Kagidi ® %1 CMC + Filtre Kagidi = Kontrol
0,18
0,15

0,12
0,09
0,06
0,03

24 saat 48.saat 72.saat 96.saat

Aktivite (U/mL)

(@)

Inkiibasyon Siireleri

Sekil 27. Filtre kagid1 varliginda seliilaz iiretimi
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Sekil 28. B. pumilus VLC7 seliilazinin kagidi parcalama potansiyeli. %1 Whatman no.1 filtre
kagidi (0,75 x 0,75 cm) ve %1 CMC iceren CMC-B besi ortamlarinin inkiibasyon 6ncesi (A1)
ve B. pumilus VLCY7 ile 96 saatlik inkiibasyonu sonrasi (A2) goriiniimii. Filtre kagitlarinin
inkiibasyon oncesi (B1) ve inkiibasyon sonrasi (B2) goriiniimleri.

Seliilazin kumasda biyoparlatma etkisinin arastirilmasi

Seliillazin yipranmis kumas yiizeyindeki tiiylenmeyi azaltmak {izerine -etkisini
degerlendirmek igin kiiltiir sipernatant1 igerigine pamuklu kumas parcalar1 eklenerek 15, 30,
45, 60, 90 ve 120 dk inkiibe edildi. Sonrasinda kumas pargalar1 saf su ile yikandi ve 60 °C
etitvde kurutuldu. Sekil 29’dan da anlasildig1 lizere kumas yiizeyindeki tiiylerde 30 dk sonra
bile gozle goriiliir bir azalma oldugu, 30. dakikadan itibaren tiiy gideriminin zamanla arttig1 ve

120. dakikada tiiylerin tamamen yok oldugu gézlemlendi.
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Kontrol 30. Dakika

90. Dakika 120. Dakika

Sekil 29. B. pumilus VLCY7 seliilazi ile farkli zaman araliklarindaki inkiibasyonunun kumasdaki
tiiylenme {izerine etkisi

Seliilazin kumas boyasi iizerine etkisinin arastirilmasi

B. pumilus VLC?7 seliilazi ile kumas boyasi gideriminde indigo boyasi kullanild. Indigo,
alkali kosullar ile ¢6ziiniir forma doniistiiriildii. Oda sicakliginda 1 saat boyanan ve daha sonra
oksitlenen kumaslar saf su ile durulandi ve yine oda sicakliginda kurutuldu (Tayade ve
Adivarekar, 2014). Enzim soliisyonunda farkli siirelerde inkiibe edilen kumas pargalari
inkiibasyon sonunda saf su ile yikanarak kurutuldu. Sekil 30°dan anlasildig: iizere inkiibasyon
stiresi arttikga kumaslardan indigo boyanin giderimi gozle goriiliir derecede artmustir. Bir saat
sonunda bile boya gideriminin gerceklestigi, 20. saatte kumastaki boya gideriminin en fazla

oldugu belirlenmistir.
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3. saat

1. saat

Kontrol

15. saat

Sekil 30. B. pumilus VLCY7 seliilazi ile farkli zaman araliklarindaki inkiibasyonun kumastaki

boya giderimi {izerine etkisi
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TARTISMA VE SONUCLAR

Kiiresel gapta, endiistriyel kullanim i¢in tiretilen enzimlerin yaklasik olarak %40’1 ABD
ve Japonya gibi ilkelerde, %60°1 Avrupa’da iretilir (Bhat, 2000). Giiniimiizde 200 enzim
tanimlanmis olup sadece %10’u ticari olarak kullanilabilirdir. Endiistriyel alanlarda
kullanilacak enzimlerin kolay, ucuz ve yiiksek verimde tiretilebilmelerine ek olarak ekstrem
sartlarda stabilitelerini ve aktivitelerini korumalar1 da 6nem tasimaktadir. Farkli sicakliklarda
ve pH’larda aktivite gosterebilen, yiiksek toleransi olan enzimler endiistriyel kullanimlar igin

ozellikle tercih edilen enzimlerdir.

Mikrobiyal enzimler hayvansal ve bitkisel enzimlere kiyasla daha stabil ve aktif
olmalari sebebiyle tercih edilir (Anbu vd., 2017). Ayrica mikrobiyal enzimlerin bitkisel veya
hayvansal enzimlere gore katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, daha stabil olmalar1 ve
istenmeyen yan lirlin olugturmamalar1 gibi avantajlari vardir (Giliven, 2011). Tutarlilik, maliyet,
kisa siirede iiretim, modifikasyon ve optimizasyonunun kolaylig1 gibi avantajlardan dolay:1 da
endiistriyel enzim iretimi i¢in mikrobiyal kaynaklar tercih edilmektedir (Prakash ve Jaiswal,
2010).

Mikrobiyal enzimler gida, kagit, tekstil ve deterjan endiistrilerinde genis bir kullanim
yelpazesine sahiptir. Endiistriyel 6nemlerinden dolay1, enzim lireticisi yeni bakteriyel suslarin
izolasyonu olduk¢a 6nemlidir (Ghorbel vd., 2009). Bacillus cinsine ait tiir ve alttiirler tarafindan
tiretilen enzimler ¢esitli sektorlerde yaygin olarak kullanilir. Bacillus cinsinden iiretilen amilaz,
seliilaz, pektinaz ve proteazlar gibi gesitli termostabil alkalin hidrolitik enzimler endiistriyel

oneme sahip ekstraseliiller enzimlerdir (Aygan vd., 2011).

Endiistriyel enzimlerin en biiyiik uygulama alanlarindan biri deterjan katkisi olarak
kullanilmasidir (Kirk vd., 2002). Deterjan katkis1 olarak kullanilan enzimler alkalin pH
kosullarinda aktivite ve stabiliteye sahip olmalidirlar (Fujinami ve Fujisawa, 2010). Alkalin
seliilazlar, kumagin interfibriler bosluklarindaki kir ve toprak parcalarini temizleyebilme
Ozellikleri nedeniyle deterjanlarda kullanilan katki maddelerindendir. Ayrica, kumasa bagl
seliiloz atiklarinin ve seliiloz elyaflarinin g¢ikintilarini gidermesiyle kumasa piirtizsiizlik ve
parlaklik saglar (Breen 1999). Bu bilgiler dogrultusunda tez kapsaminda enzimin
biyoteknolojik kullanim alanlarindan deterjan sektoriindeki etkisi de arastirilacaktir. Seliilaz
enzim kaynagi olarak, yiiksek pH seviyeleri ile karakterize edilen ve organizmalar i¢in ekstrem
bir habitat olarak nitelendirilen Van Golii’nden izolatlar elde edilmistir. Orneklem lokasyonu
olarak Van Golii’niin se¢ilmesi, kendi kaynaklarimizdan yararlanarak 6zgiin bir endiistriyel sus

ya da iriin gelistirmeye yonelik bir calisma olmasi agisindan Onem tagimaktadir. Van
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Goli’nden elde edilen izolatlar arasindan en yiiksek seliilaz iiretim potansiyeline sahip V7
kodlu izolatin ¢aligmada seliilaz kaynagi olarak kullanilmasina karar verilmistir. Biyoteknolojik
kullanimi agisindan 6n bilgi sahibi olunmasi ve yapilan deneylerde kolaylik saglamasi amaciyla
bu izolat1 tanilamak i¢in klasik ve molekiiler yontemler kullanilmus, izolat B. pumilus VLC7
olarak tanilamistir.B. pumilus tiiriine ait izolatlar pek ¢ok habitatta genis yayilim gostermektedir
ve daha once de derin deniz ¢okeltileri, toprak ve deniz suyu gibi ¢ok ¢esitli ortamlardan yaygin
olarak izole edilmis bir bakteridir (Pudova vd., 2022; Yakovleva vd., 2022; Zhang vd., 2022).

Ancak Van Go6li’nden B. pumilus tiirii ilk kez bu ¢alisma kapsaminda izole edilmistir.

Yapilan klasik tanilama yontemleriyle tespit edilen basil hiicre morfolojisi ve krem rengi
koloni morfolojisi, Gram-pozitif hiicre duvar yapisi ve spor olusturmasi gibi 6zelliklerinin
yanisira oksidaz ve katalaz pozitif; tireaz negatif oldugu daha onceki galismalarla da tespit
edilmistir (Menon vd., 2010; Dar vd., 2022). Ayrica, B. pumilus VLC7’nin hemoliz, lipaz,
proteaz, KOH, asperaginaz, D-xylose, maltoz, L-arabinoz, Myo-inositol pozitif; glutaminaz ve

amilaz negatif oldugu belirlenmistir.

Endiistriyel uygulamalarda enzimlerin kullanilmasi ¢evre dostu olmalari, biyo-bozunur
ve biyo-yenilenebilir olmalari, ¢esitli kimyasal siireglere alternatif olmasi ve toksik kimyasal
kullaniminm1 azaltmas1 gibi pek cok avantaj saglamakla birlikte daha yaygin sekilde
kullanimlarinin 6niindeki en biiyiik engellerden biri enzimlerin yiiksek maliyetli olmalaridir.
Enzim iiretiminde kullanilan hammaddelerin yiliksek maliyetli olmasi, yine saflastirma
islemlerinin hem pahali hem de mesakkatli olmalar1 ve iiretim veriminin diisiik olmasi
enzimlerin kullanimimi kisitlayan faktorlerin baginda gelmektedir. Bu nedenle, B. pumilus
VLC7 ile selillaz iiretimini artirmak amaciyla iretim kosullarinin optimize edilmesi
gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi ve sicaklig1, baslangic pH’s1, farkli karbon ve farkli azot
kaynaklar1 ve bunlarin konsantrasyonlari belirlenerek daha yiiksek verim elde edilmistir.
Mikrobiyal kiiltiirlerde seliilaz tiretimi organizmanin tiirii ve hatta susuna, biliylime ortaminin
sicakligina, besiyeri bilesimindeki besin kaynaklar1 ve konsantrasyonlarina, ortam pH’s1 gibi
pekgok parametreye bagli olarak farkli siirelerde ger¢eklesmektedir. B. subtilis SV1 ile yapilan
bir ¢alismada en fazla seliilaz tiretimi 72. saat sonunda elde edilmistir (Nargotra vd., 2016). Bir
baska calismada, 9 bakteri izolat1 CMC igeren agarda inkiibe edilmis ve 5 giinliik inkiibasyon
sonrast seliilolitik zon tespit edilmistir. En yiiksek zon ¢ap1 B. pumilus EB3 ile elde edilmistir.
24 saatin sonunda 0,079 U/mL olacak sekilde maksimum aktivite bulunmus ve B. pumilus
EB3’iin seliilaz1 biiylime fazinda iirettigi belirlenerek seliillazin biiyliimeyle iligkisi oldugu
gosterilmistir (Ariffin vd., 2006). Ornek gosterilen ¢alismalara benzer olarak CMC-A iizerinde

B. pumilus VLCY7 ile seliilolitik zon olusumu 48 saatten sonra gériilmeye baglanmistir, CMC-B
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s1v1 besi ortaminda ise 120 saat boyunca inkiibe edilmis ve maksimum seliilaz {iretimi 96. saatte
0,079 U/mL ile elde edilmistir.

B. pumilus VLC7 ile seliilaz iiretimi ig¢in optimum sicaklik ve pH degerleri de arastirilan
parametreler arasindir. Enzim tiretiminin optimum sicakligi 30 °C olarak belirlenmistir. 25 °C
ve 35 °C’de de iiretimin ¢ok diisiik olmadigi belirlenmistir. Oda sicakligina yakin bir degerde
tiremesi bakteriyi gelistirmek konusunda daha kolay bir yol izlenebilecegiyle ilgili bilgi

vermistir. Enzim {iretimi i¢in optimum pH degerlerinin pH 7,0 oldugu belirlenmistir.

Hammadde olarak CMC’ye ek olarak glikoz, ksiloz, galaktoz ve melibioz (Liu vd. 2019)
gibi pek cok hazir karbon kaynaginin yanisira filtre kagidi, seker kamisi kiispesi ve bugday
samani gibi attk maddelerin (Malik ve Javed, 2021) seliilaz iiretiminde kullanilabilecegi
bildirilmistir. Ornegin; Bacillus sp. Y3’ten seliilaz iiretim ortaminda karbon kaynag: olarak
piring kepegi, laktoz, glukoz, bugday kepegi ve CMC denenmis maksimum aktivite CMC (4,49
IU/mL) varliginda belirlenmistir (Lugani vd., 2015). Yine maksimum seliilaz tiretimi B. subtilis
ile %2 CMC varliginda elde edilmistir (Asha ve Sakthivel, 2014). Bir baska 6rnekte Fusarium
oxysporum ile maksimum seliilaz iiretimi CMC varliginda elde edilmistir (Ramanathan vd.,
2010). Malik ve Javed (2021)’in de bildirdigi gibi seliiloz tiretimini indiikleyen en iyi karbon
kaynagi ¢ogu ¢alismada CMC olarak bildirilmistir (Muthuvelayudham ve Viruthagiri, 2010).
B. pumilus VLC7 ile seliilaz tiretimi i¢in de farkli karbon kaynaklari (laktoz, fruktoz, nisasta,
sukroz, glikoz, selilloz, CMC, gliserol, sivi yag) arasindan en yiiksek verim literatiirdeki
caligmalarla paralel olarak yine CMC varliginda gézlenmistir. En diisiik enzim iretimi ise

glikoz varliginda elde edilmistir.

Karbon kaynagi c¢esidinin yanisira, konsantrasyonunun da seliilaz liretiminde olduk¢a
onemli oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, B. pumilus VLC7 ile seliilaz iiretiminde karbon
kaynagi olarak kullanilan CMC’nin optimum konsantrasyonu arastirilmis ve %4 CMC igeren
besi ortaminda maksimum verim elde edilmistir. %4’liik CMC iceren besiyerinin vizkositesi
inkiibasyonun ilk giinlerinde oldukg¢a yiiksek iken, ilerleyen inkiibasyon giinlerinde jel
kivaminda olan besi ortam1 CMC’nin {iretilen seliilaz enzimi ile parcalanmasiyla sivilagsmaya

baslamistir.

Mikrobiyal kiiltiirlerde karbon kaynag1 kadar azot kaynagi da hem enzim {iretiminde
hem de organizmalarin gelisimlerinde oldukga biiyiik 6neme sahiptir. Seliilaz {iretiminde azot
kaynag1 olarak kazein, maya ekstrakti, pepton, jelatin, sigir eti ekstrakti gibi organik azot
kaynaklar1 ve potasyum nitrat, amonyum kloriir, amonyum nitrat ve amonyum siilfat gibi
inorganik azot kaynaklari kullanilabilmektedir (Bai vd., 2012). B. pumilus EWBCML1 ile farkli

azot kaynaklar1 varliginda gercgeklestirilen seliilaz iiretim ¢aligmalarinda maksimum verim malt
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ekstresi ile elde edilirken, en diisiik tiretim tire ve glisin varliginda elde edilmistir (Shankar ve
Isaiarasu, 2011). Bir baska ¢alismada, B. subtilis'in seliilaz {iretim ortamina azot kaynagi olarak
iire, potasyum nitrat, tripton, amonyum nitrat, maya 0ziitii, amonyum siilfat, pepton, amonyum
kloriir eklenmis ve maya Oziitii varliginda maksimum seliillaz enzimi {iretilmistir (Asha ve
Sakthivel, 2014). B. subtilis CB-2 ile maksimum seliilaz tiretimleri ise organik kaynaklardan
maya Oziitii, inorganik kaynaklardan da amonyum siilfat varliginda gzlenmistir (Waseem vd.,
2014). Azot kaynaginin ¢esidi organizmanin tiiriine hatta susuna gore degisiklik gostermekle
birlikte genellikle organik azot kaynaklar1 varliginda inorganik azot kaynaklarina kiyasla daha
yiiksek seliilaz iiretimi elde edilmektedir (Lugani vd., 2015). B. pumilus VLC7 ile seliilaz
tiretiminde de benzer organik (pepton, triptone, maya 0ziitii ve lire) ve inorganik azot kaynaklari
(NHsNO3 NaNOs3, KNO3 ve NH4Cl) denenmis ve literatiirdeki pek ¢ok g¢alismayla uyumlu
olarak en yiiksek iiretim maya 6ziitii varliginda elde edilmistir. En az verim alinan azot

kaynaginin tripton oldugu belirlenmistir.

Karbon kaynaklarinda oldugu gibi azot kaynaklarmin g¢esidine ek olarak
konsantrasyonu da mikrobiyal kiiltiirlerde 6nem teskil etmektedir. En iyi azot kaynagi olarak
secilen maya oziitii ile maksimum verim elde etmek amaciyla farkli konsantrasyonlari
denenmis ve %3 ile %3,6 maya Oziitii iceren ortamlarda en yiiksek seliilaz {iretimi elde
edilmistir. Uretim miktarlar1 birbirine oldukca yakin oldugu icin %3 maya &ziitii kullanimi

uygun gorilmistiir.

Tip ve farmakoloji gibi spesifik hassas uygulama alanlarinda yiiksek saflikta enzimlere
ihtiya¢ duyulurken, deterjan, tekstil, kagit ve benzeri uygulama alanlarinda saflastirmanin
yiiksek maliyeti ve zorlugu nedeniyle kismen saflastirilmis ya da ham enzim kullanimi tercih
edilmektedir. Ancak enzimlerin belirli endiistriyel uygulamalarda kullanilabilirligini,
biyokimyasal ozellikleri ve stabilitesi gibi parametreler belirlemektedir. Enzimlerin
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen karakterizasyon g¢alismalari ise daha
giivenilir olmasi igin genellikle saf enzimle gerceklestirilmektedir. Pek ¢ok enzim gibi seliilaz
enzimlerin saflagtirilmasinda da genellikle amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, iyon degisim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi siklikla tercih edilen yontemler arasindadir (dos
Santos vd., 2023; Shyaula vd., 2023). B. pumilus VLC?7 seliilazinin saflastirma isleminde de
amonyum siilfat ¢Oktlirmesi, iyon degisim kromatografisi ve ultrafiltrasyondan

faydalanilmistir.

Literatiire bakildiginda Bacillus tiirlerine ait seliilazlarin siklikla 40-80 kDa araliginda
molekiiler agirliklara sahip oldugu gorilmektedir. B. vallismortis (Gaur ve Tiwari, 2015) ve
Bacillus sp. HSH-810’den (Kim vd., 2005) 80 kDa, B. substilis 171ES’den (Msakni, 2020) 73
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kDa molekiiler agirliga sahip seliilazlar 6rnekler arasindadir. Ancak, molekiiler agirliklar
bakteri tiirlerine gore de biiyiik degiskenlik gdstermektedir. Ornegin, B. cereus’dan 16.9
kDa’luk diisiik molekiiler agirlikli bir seliilaz bildirilmistir (Nema vd., 2016). Bir bagka
calismada ise mutant B. pumilus’tan saflastirilan enzimin SDS-PAGE ile 80 kDa, jel filtrasyon

kromatografisi ile 170 kDa molekiil agirligina sahip oldugu belirlenmistir (Kotchoni vd., 2006).

Karakterizasyon ¢alismalarinda enzimin substratina olan ilgisinin belirlenmesinde Km
ve Vmax kinetik sabitlerinin tayini gergeklestirilmistir. Ky degerinin diisiik olmasi enzimin
substratina olan afinitesinin fazla oldugu anlamina gelmektedir. Yapilan bir ¢alismada B.
substilis 171ES seliilaz aktivitesi i¢in substrat olarak CMC kullanilmis, Vmax Ve Km Kinetik
degerleri ise sirasiyla 63,7 U/mL ve 0,0064 mM olarak bulunmustur (Msakni, 2020).
Trichoderma viride seliilaz aktivitesi i¢in yine CMC substratina karst Km ve Vmax degerleri
sirastyla 68 uM ve 148 U/mL olarak bulunmustur (Igbal vd., 2011). Bir baska ¢alismada B.
subtilis susundan elde edilen seliilaza substrat olarak CMC kullanilmis, Km Ve Vmax degerleri
sirasiyla 0,996 mM ve 1,647 U/mL olarak belirlenmistir (Malik ve Javed, 2021). B. pumilus
VLC7 seliilazinin CMC hidrolizindeki Vmax degeri 0,160 U/mL ve Kmn degeri 3,13 mM olarak

belirlenmistir.

Sonrasinda enzim aktivitesi igin optimum pH ve sicaklik belirlenmistir. Bacillus
tiyelerinden elde edilen selillaz enzimleri i¢in farkli sicaklik ve pH optimum degerleri
bildirilmistir. Bacillus tiirlerinden izole edilen ¢ogu alkalin seliilazlarin 35-60 °C arasinda
optimum aktivite gosterdigi belirtilmisdir. Ornegin; B. flexus NT’den iiretilen seliilaz
enziminin optimum sicakligi 45 °C olarak bulunmustur (Trivedi vd., 2011b). Van Golii
cevresinden alinan toprak oOrneklerinden izole edilen halofilik Bacillus’lardan (Aygan ve
Arikan, 2008) ve Bacillus sp. P-5 izolatindan (Aygan ve Battaloglu, 2015) elde edilen
selilazlarin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 35 °C olarak bildirilmistir. B. subtilis’den
tiretilip saflastirilan enzimin 45 °C’de en fazla aktivite gosterdigi ve 35-75 °C araliginda
stabilitesini korudugu belirtilmistir (Asha ve Sakthivel, 2014). Bacillus sp. HSH-810’den izole
edilen seliillaz enziminin optimum aktivitesini 50 °C’de gosterdigi bulunmustur (Kim vd.,
2005). Ornek gosterilen calismalarla benzer sekilde B. pumilus VLC7 seliilazinin optimum
sicakligr 40 °C olup, 30 °C ve 50 °C’de de aktivitenin yine yiiksek oldugu bulunmustur.
Enzimin 120 dk sonunda 25 °C’de %78 degerinde, 30 °C’de %79 degerinde, 40 °C’de %88
degerinde, 50 °C’de %85 degerinde ve 60 °C’de %67 degerinde stabilitesini korudugu

belirlenmistir.

Van Goli gevresi toprak orneklerinden izole edilen halofilik Bacillus’larin seliilaz

enzimleri i¢in optimum pH’nin 7,5 - 9,5 araliginda (Aygan ve Arikan, 2008), Bacillus sp. P-5

57



seliilaz1 i¢in pH 6,0 - 10,5 araliginda (Aygan ve Battaloglu, 2015), Bacillus PC-BC6 seliilazi
icin pH 5,0-9,0 araliginda (Abdullah vd., 2016) ve Bacillus sp.VGl seliilazi i¢in pH 9,0-10,0
araliginda oldugu belirlenmistir (Singh vd., 2001). B. flexus NT’den iiretilen seliilaz enziminin
ise optimum pH’s1 10,0 olarak bulunmustur (Trivedi vd., 2011b). Yapilan bir baska ¢alismada
B. subtilis’den tiretilip saflastirilan enzimin pH 8,0°da en fazla aktivite gosterdigi ve stabilitesini
pH 7,0-9,0 araliginda 30 dk boyunca %50 korudugu belirlenmistir (Asha ve Sakthivel, 2014).
B. licheniformis tarafindan iiretilen CMCaz enziminin saflastirilmasi sonrasi optimum pH’simin
9 oldugu belirlenmistir (Azadian vd., 2016). VLC7 seliilazinin pH profiline bakildiginda alkali
bir gélden izole edildigi i¢in beklendigi gibi optimum pH’s1 9,0 olarak belirlenmistir. pH 8,0-
11,0 araliginda ise stabilitesini %95’den fazla korudugu, ancak en fazla pH 9,0’da stabil kaldig1
belirlenmistir. Yiiksek pH’da aktivite gostermesi ve kararliligin1 korumasi, enzimin deterjan

sanayisinde kullanilabilecegi hakkinda bilgi vermektedir.

Cesitli metal iyonlar1 (5 mM ve 10 mM), reaktifler (%20), organik ¢oziiciiler (%20) ve
deterjanlarin (%1) B. pumilus VLC7 enzim aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir. B.
licheniformis tarafindan iiretilen CMCaz enziminin saflastirilmasi sonras1 Ca*? ve Cu*? metal
iyonlar1 varhginda aktivitenin arttig;; Mg*™ ve Zn*? varliginda aktivitenin az miktarda arttig1,
Hg*? ve Zn*2 varliginda aktivitenin énemli 6l¢iide azaldig: belirtilmistir (Azadian vd., 2016).
Peng vd. (2011) Clostridium thermocellum seliilaz enziminin 1 mM Ca*?, Mg*?, Co*?, Mn*2 ve
Sr*? ile indiiklendigini, 1 mM Li*, Zn*2, Ni*? ve Cu*? ile enzim aktivitesinin 6nemli dlgiide
degismedigini belirtmiserdir. CaCl,, MgCl,, CoCl, metallerinin Bacillus sp. BK17 ve Bacillus
sp. SU44 CMCaz enzim aktiviteleri lizerindeki etkilerine bakildiginda, bu metallerden CaCl,
ve MgCl, her iki enzim ilizerinde de farkli oranlarda aktivator etki gosterirken, CoCl, her iki
enzim iizerinde de kontrol grubuna gore Bacillus sp. BK17 enzimi %2, Bacillus sp. SU44
enzimi i¢in %5 inhibisyon etkisi gostermistir (Sarigam ve Baylan, 2023). B. licheniformis
AUO1’den izole edilmis olan CMCaz enziminin 1 mM MnSO, varliginda %145, MgSO,
varliginda %129 ve CaCl, varliginda %146 aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Enzim ayrica
1 mM HgCl, varliginda %16 aktivite gostererek inhibe olmustur (Annamalai vd., 2011). Bir
baska calismada, Bacillus PCBC6 ’min selillazinin metal iyonlarindan Mn*? varliginda
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (Abdullah vd., 2016). Ornek gésterilen ¢alismalara paralel
olarak B. pumilus VLC7 seliilazinin aktivitesi Mn*? iyonunun 5 mM’lik (%102) ve 10 mM’lik
(%112) konsantrasyonlarinda artis gosterirken, Mg*?’de de aktivitenin diismedigi (%100) fakat
artis da gostermedigi belirlendi. 10 mM Hg*? varliginda ise kalan aktivitenin %39 oldugu ve
seliilazin aktivitesinin diistiigii belirlenmistir. Genel olarak Hg*?, diger proteinlerde de oldugu

gibi 6nemli kiikiirt iceren amino asit kalintilariyla etkilesimi nedeniyle etkili bir seliilaz
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inhibitorii gibi davranir bu nedenle aktiviteyi diisiiriir (Tejirian ve Xu, 2010). Seliilaz
aktivitesinin Hg*2 iyonu tarafindan inhibisyonunun, enzimdeki tiyol gruplari, triptofan kalintisi
veya amino asit kalintilarinin karboksil grubu ile baglanmasiyla iligkili olabilecegi
rapor edilmistir (Lusterio vd., 1992). Shafei vd. (2010), enzimin metal iyonlar1 ile inhibe
olmasmi ise metallerin enzim aktif bolgesine baglanarak aktiviteyi diisiirmesi nedeni ile

olabilecegini belirtmislerdir.

Deterjan endiistrisinde kullanilacak olan seliilazlarin yiizey aktif maddeler gibi gesitli
deterjan bilesenlerine karst da dayanikli olmasi beklenir (Gaur ve Tiwari, 2015). Yapilan bir
calismada B. subtilis’den iiretilip saflastirilan enzimin Triton X-100, Tween 20 ve SDS gibi
yiizey aktif maddelerin varliginda aktivitesi artarken EDTA’nin aktiviteyi distirdiigii
belirtilmistir. Bu durum enzimatik aktivite i¢in iki degerlikli katyonun gerekliligini géstermistir
(Asha ve Sakthivel, 2014). Bir baska ¢alismada, Bacillus PC-BC6 ’nin iirettigi seliilazin SDS
varliginda aktiviteSinin arttigi belirlenmistir (Abdullah vd., 2016). B. aquimaris’ten saflastirilan
seliilaz enzimi EDTA varliginda %68 aktivite gostererek inhibe olmustur. Enzim anyonik ve
iyonik olmayan deterjanlarla muamele edildiginde ise deterjanlar aktivator olarak
davranmuslardir. SDS ile %136, Triton X-100 ile %124, Tween-20 ile %109 ve Tween-80 ile
%103 aktivite gostermistir (Trivedi vd., 2011a). B. pumilus VLC7 susundan tiretilen seliilazin
goreli aktivitesi 6rnek gosterilen ¢aligmalarla paralel olarak SDS varliginda %127, Triton X-
100 varliginda %107, Tween 20 varliginda %99,8, Tween 80 varliginda %91,8, H.O2 varliginda
%57, EDTA varliginda %40 olarak belirlendi. Anyonik bir deterjan olan SDS varliginda yiiksek
artig gosterirken Triton X-100 varliginda da aktivitesinde artis oldugu belirlenmistir. Selatlayici
ajan olan EDTA ve H;0> varliginda ise aktivitede diisiis oldugu belirtilmistir. Satheesh Kumar
vd., (2010), EDTA ile inhibe olan enzimin metallo enzim (metala bagimli) oldugunu
bildirmislerdir. Bu nedenle elde edilen sonuglara gore enzim, metallo enzimlerle benzerlik
gostermektedir. SDS varligindaki direng ise enzimin deterjanlarda etkili bir katki maddesi

olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Gaur ve Tiwari, 2015).

B. vallismortis RG-07'nin seliillazinin aseton ile 24 saat ve metanol ile 48 saatlik
inkiibasyondan sonra seliilaz aktiviteleri sirasiyla 115,9 ve 131,9 seklindedir. Etanol varliginda
seliilazin kalan aktivitesi %88,2 olarak bulunmustur (Gaur ve Tiwari, 2015). Organik
¢oziiciilerin varliginda B. halodurans CAS 1’den izole edilen seliilazin aktivitesinin arttig1 ve
organik coziiciilere dayanikli alkalin seliilaz oldugu bildirilmistir (Annamalai vd., 2013). B.
pumilus VLC7 susundan iiretilen seliillazin aktivitesinin gliserol varliginda artig gosterdigi
(%125), izopropanol varliginda ise aktivitesinin diistigii (%40) belirlendi. Etanol (%89),
DMSO (%78) ve aseton (%76) varliginda ise enzim aktivitesinin bir miktar azaldig: belirlendi.
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Enzim aktivitesinin organik c¢oziiciiler tarafindan uyarilmasinin, tasinan polar olmayan
hidrofobik ¢o6ziicii kalintilarinin bir arayliz saglamasindan kaynaklanabilecegini, bdylece
enzimi agik bir yapida tutarak uyarilmis aktivasyonla sonuglanabilecegi belirtilmistir (Zaks ve

Klibanov, 1988).

Sadhu vd. (2013b) ticari deterjanlarin varliginda bir Bacillus tiirline ait seliilaz ile %57-
72 kalan aktiviteyi bildirmistir. Yapilan bir g¢alismada enzim, Ariel marka deterjan
varliginda 65 °C'de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesini %89 korurken, Surf Excel (%80),
Tide (%75), Fena (%68) ve Henko (%55,9) marka deterjanlarda farkli oranlarda stabilitesini
koruyabilmistir (Gaur ve Tiwari, 2015). B. halodurans CAS 1'den clde edilen saflastiriimis
seliilazin, Rin (%85,33), Ariel (%76,67), Henk (%64,67) ve Tide (%80,33) gibi bazi ticari
deterjanlarin varliginda aktivitesini yine farkli oranlarda korudugunu bildirilmistir (Annamalai
vd., 2013). B. pumilus VLC7 susundan iretilen seliilaz da ticari deterjanlar varliginda
stabilitesini korumustur. Sivi ve toz ¢amasir deterjan1 varliginda aktivitesinin arttigi ve yine bu
deterjanlar varliginda stabilitesini biiyiik 6l¢iide korudugu goriilmiistiir. Stvi ¢amasir deterjani
varliginda %98 oraninda, toz ¢camasir deterjani varliginda %92 degerinde kararliligini korurken,
bulasik deterjan1 (%59) ve sivi sabun (%42) varliginda stabilitesinde diisiis gézlemlenmistir.
S1vi deterjanda dolgu maddeleri bulunmaz ve toz deterjana kiyasla daha az kimyasal bulunur;
ayrica sivi deterjanin pH’s1 toz deterjandan yiiksek oldugu i¢in aktivitesi daha fazla ¢ikmuistir.
Sivi el sabunu asidik yapida oldugu i¢in enzim aktivitesini diistirmiistiir (Kusculu ve Ciicer,
2009). Bu durumda seliilaz deterjanlar ve oksitleyici maddeler varliginda stabilitesini korudugu
igin ev tipi deterjanlarin formiilasyonlarinda potansiyel uygulamasini kanitlar (Gaur ve Tiwari,

2015).

Cogu deterjan {reticisi, kumas bakimi ve kumaslarin beyazliginin veya renk
berrakliginin korunmasi igin farkli seliilaz karisimlar1 kullanmaktadir (Gurkok, 2019). Pamuk
veya pamuk karisimlarindan yapilmis giysilerin birka¢ yikamadan sonra, pamuk liflerinde
mikrofibriller olusur. Giysiler yavas yavas piiriizsiiz goriinlimlerini kaybeder ve kabarik
goriiniir. Mikrofibriller 15181 dagitir ve beyazlik grimsi renge doniislir ve parlak renkler bulanik
ve donuk goriiniir. Seliilazlar bu ¢ikintili lifleri (tiiyleri) pamuklardan veya sentetik liflerdeki
diger seliiloz boliimlerinden ¢ikarir ve kumaslar piiriizsiizlestirir, parlakligini arttirir (Breen,
1999). Kati kirleri de temizleyerek leke ve tozlarin yeniden birikmesini dnlerler (Rahse, 2014).
Ayrica seliilazlar, miirekkep veya camur gibi partikiilli kirlerin i¢cindeki mikrofibrilleri
uzaklastirarak deterjanlarin etkinligini artirir (Sukumaran vd., 2005). Kumastaki esnekligin
iyilestirilmesi, yumusakligi, yikamaya olan dayanikliliginin arttirilmasi amaciyla da seliilaz

enzimi kullanilir (Dogan, 2015). Deterjan yapisina katilacak enzimlerin sahip olmasi gereken
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Ozelliklerin basinda alkali kosullara, deterjanlarin igerigindeki surfaktanlar, hidrojen peroksit
gibi agartic1 kimyasallar, solventler ve diger kimyasal maddelere dayanikligi gelmektedir. Bu
nedenle de deterjan sektoriinde kullanilacak alkali seliilaz enzim kaynagi olarak en fazla

calisilan ve tercih edilen bakteriler Bacillus cinsine ait tiirlerdir.

Seliilazin deterjan sanayisinde kullanilabilirligini arastirma amagli alkalifilik Bacillus
KSM-635 susundan alkali selillaz saflastirilmis ve deterjan sanayisi i¢in uygunlugu
gosterilmistir (Ito, 1997). Ayni susla gerceklestirilen bir baska ¢alismada Bacillus sp. KSM-
635 susundan alkali selillaz elde edilerek pamuklu kumaslardaki kirleri uzaklastirma
potansiyeli ¢calisilmistir (Hoshino vd., 2000). Seliilaz enziminin pamuk ve viskon kumaslardaki
selilaz artiginin yas halde kumasta kalma siiresinin kumaslarin yiizeylerindeki kisa lif
¢ikintilarinin - gériiniimiinii  azalttigi belirlenmistir (Korli vd., 2008). B. pumilus VLC7
seliilazinin da kumas yiizeyindeki lif uglarini uzaklagtirma potansiyeli ve deterjan sektoriinde
kullanilabilirligi incelenmistir. Deterjanlar varliginda, 6zellikle de camasir deterjanlari
varhiginda, aktivitesini ve stabilitesini korudugu gosterilmis olan B. pumilus VLC7 enzim
preparasyonlari ile muamele edilen kumaslar mikroskopta gorsel olarak incelenmistir. Kumas
yiizeyindeki lif u¢larinin uzaklagsmasi i¢in 30. dakikadan itibaren kumas ylizeyindeki liflerin
azalmaya basladigi ve 120. dakikada tamamen yok oldugu goézlemlenmistir. Dolayisiyla

deterjan sektoriinde kullanim potansiyeli oldugu asikardir.

Yipranmamis ve canli renge sahip kot i¢in, enzim ile yikama islemi denimlerin dmriinii
uzatmak amaciyla énemlidir. Indigo renge boyanmis denim kumasin yikanmasinda kullanilan
enzimler denime eskimis bir goriintii kazandirir. indigo boya kumasm yiizeyindedir ve
seliilazlar ylizeydeki lifleri kaldirarak beyaz ipligi ortaya ¢ikartir (Aggarwal vd., 2019; Islam,
2021; Arbab vd., 2022). Denim yiizeyindeki indigo boyanin “biyotaslama” olarak adlandirilan
islemle seliilaz tarafindan gevsetildigi incelenmistir (Periyasamy ve Venkatesan, 2019). Asidik
seliillazlarin pH 6,0’a c¢iktiginda boya uzaklastirma etkisi %40’1in altina diiserken, notral
seliilazlarda pH 7,0 - 7,5 araliginda boya uzaklastirma etkisi %90’larin iizerinde ¢ikar. Fakat
notral seliilozlar daha uzun inkiibasyon siiresinde asidik seliilazlardan daha az boya
uzaklastirirken tekrarlanabilirligi daha fazladir (Cetinaslan vd., 2013). Thermomonospora sp.
tarafindan iretilen alkalin selillaz ise denim giysilerin biyotaslanmasinda basariyla
kullanilmistir (Anish vd., 2004). Tasla yikama isleminde kumastaki eskimis goriintii elde edilir.
Kumaslarin makinede siirtiinmesiyle eskitilmis goriintii elde edilebilir ya da seliilaz enzimi ile
kimyasal olarak saglanabilir. Bu goriintiiyli elde etmek amaciyla siirtiinmeyi daha etkili hale
getirmek i¢in ponza tasi da kullanilabilir. Daha eskimis bir goriintii elde edilmek isteniyorsa tas

ve enzim ile birlikte ¢alisilir. Bu sekilde indigo boyali tirtinleri grilestirir, maliyeti diistiktiir ve
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yikama siiresi kisadir (Cetiner, 2006). Ponza tasinin yerini az miktarda enzim alabilir, bu da
kullanim1 kolaylastirir. Biyotaglama prosediirii denim kumas bozulmasini, isleme makinesi
asinmasini ve ponza tozu liretimini azaltir (Rahman vd., 2020; Korsa vd., 2023). Ponza tas1
yerine enzimlerin kullanilmasi ¢evre dostudur (Mevada vd., 2022). B. pumilus VLC7 seliilaz
enziminin endiistriyel kullanim alani olan boya giderimi islemi de indigo boyasi ile denenmis
olup, kumastaki renk degisimi ve soliisyondaki renk degisiminin 1 saat sonunda bile boya
gideriminin gerceklestirildigini ve 20. saatte kumasdaki boya gideriminin en fazla oldugu
gdzlemlenmistir. Inkiibasyon siiresi arttikga boya gideriminin de artacag1 gdzlemlenmistir. Bu

durum maliyeti azaltmanin yani1 sira yikanma siiresini de kisaltacaktir.

Seliilaz enzimlerinin bir baska kullanim alan1 olarak kagit endiistrisine entegrasyonu,
cevresel siirdiiriilebilirlige ulasma yolunda 6nemli bir adim teskil eder. Seliilaz enzimleri,
yiiksek enerji ve kimyasal kullanilan proseslere olan bagimlilig1 azaltarak yalnizca maliyet
acisindan fayda saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda kagit iiretiminin gevresel etkisini azaltmaya
yonelik kiiresel ¢abaya da katkida bulunur. Enzimlerin kagit hamuru ve kagit endiistrisinde
uygulanmasi %20-40 enerji tasarrufu saglar. Selillaz enzimi odunsu hammaddenin rafine
edilmesi ve Ogiitiilmesi gibi mekanik hamurlastirma islemlerinde kullanilir. Rafinasyon
sonucunda seliilazlar, yiiksek miktarda ince, hacimli ve sertlige sahip hamurlarin olusmasina
yol agar (Bhat, 2000). Atik kagitlar da esas olarak %40-80 seliiloz, %5-15 hemiseliiloz ve az
miktarda ligninden olusur (Sun ve Cheng, 2002). Atk kagidin seliloz igeriginin
sakkarifikasyonu, seliilaz iireten mikroorganizmalarin ve bunlarn seliilaz enzimlerinin
katilmina dayanir. Atik ofis kagitlarinin (waste office paper: WOP) bakteriler kullanilarak
seliilolitik enzimlerin iiretiminde kullanimina iliskin raporlar sinirlidir. Diger yandan, fiziksel
veya kimyasal on islemler olmadan kolayca sindirilebilen WOP'un seliilaz liretmek i¢in
kullanilmast yalnizca tliretim maliyetini diigiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda kat1 atiklarin toprag:
kirleten ¢opliiklere atilmasi sorununu da ¢ézer (Lo vd., 2009; Wang vd., 2013; Brummer vd.,
2014). Bu nedenle ¢evre dostu bir yontem olup maliyeti ve g¢evresel kirliligi azaltir. Bu
kapsamda B. pumilus VLC?7 seliilazinin kagit sanayisindeki kullanim potansiyelini aragtirmak
amaciyla CMC-B besiyeri igerigine %1 oraninda filtre kagidi ve %!1°lik karbon kaynagi
CMC’ye ek olarak %1 oraninda da filtre kagit eklendi ve 4 giin boyunca enzim iiretimi takip
edildi. Yapilan calismada enzimin kagidi parcalamada etkisi oldugu goriildii. Besiyeri
igeriginde toplamda %?2 oraninda karbon kaynagi olan (%1 CMC ve %] filtre kagidi bulunan)
24. saat (0,117 U/mL), 48. saat, (0,130 U/mL), 72. saat (0,152 U/mL), 96. saat (0,169 U/mL)
olacak sekilde besiyerinin enzim aktvitesinin daha fazla oldugu belirlendi. Bu durumda kagt

atiklar1 substrat olarak kullanilmis olup ¢evre kirliligini azaltici rol oynadig kanitlanmastir.
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Sonuglar

1.

© ®

Van Golii izolatlar1 arasindan en genis seliilolitik zon olusturan V2, V3, V7, VS13,
VS20 ve B6 kodlu izolatlar se¢ildi. V7 kodlu izolatin hem en genis zonu olusturdugu
hem de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit edildi.

V7 kodlu izolat klasik ve molekiiler yontemlerle B. pumilus VLC7 olarak tanilandi ve
filogenetik agaci olusturuldu.

B. pumilus VLC7 bakterisinin krem renginde ve basil sekilde oldugu, Gram-pozitif,
lipaz, katalaz, oksidaz, hemoliz, KOH, proteaz, asparaginaz, D-xylose, maltoz, L-
arabinoz, Myo-inositol pozitif; glutaminaz, amilaz ve tireaz negatif oldugu belirlendi.
B. pulimus VLC7 bakterisinin en yiiksek seliilaz {iretiminin 96 saatlik inkiibasyon
stiresinde, 30 °C’de, pH 7,0’da, %3 maya 6ziitii ve %4 CMC varliginda gergeklestigi
belirlendi.

B. pulimus VLCT7seliilazinin molekiiler agirliginin 76 kDa, Vmax Ve Km degerleri ise
sirasiyla 0,160 U/mL ve 3,13 mM olarak belirlendi.

Enzim aktivitesi i¢in optimum pH 9,0, optimum sicaklik ise 40 °C olarak belirlendi.
Cesitli metal iyonlari, reaktifler, organik ¢oziiciiler ve deterjanlar varliginda enzimin
kararlilig1 belirlendi.

B. pulimus VLC?7 seliillazinin pamuklu kumas yiizeyindeki tiiylenmeyi gozle goriliir
sekilde azalttig1 belirlendi.

B. pulimus VLC?7 seliilazinin boya gideriminde kullanilabilirligi belirlendi.

B. pulimus VLC7 seliilazinin kagidi par¢alamada etkisinin oldugu gortildii.
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