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Ozet — Bacillus sp. P-5 bahge topraklarindan izole edilmistir. Sus, pH 6.0 ile 10.5
arasinda enzim sentezi gerceklestirirken maksimum seliilolitik aktivite 35°C
sicaklikta pH 8.0 de gozlenmistir. Enzimin SDS-PAGE analizi ile 66 kDa
agirliginda bir bant elde edilmistir. P-5 enziminin maksimum aktivitesi pH 6.5 ile
pH 8.0 arasinda tespit edilmistir. Maksimum rolatif aktivite ise 55°C’de
bulunmustur. Enzimin 45°C’ye kadar aktivitesinin ortalama %85’ini korudugu
gozlenmigtir. HgCl, enzim iizerinde giiclii bir inhibisyon gosterirken diger
kimyasallar ile ciddi bir inhibisyon goézlenmemistir. Bir ¢ok kimyasala ve
deterjanlara direngli olmasi kagit hamuru, deterjan ve biyoetanol iiretimi gibi
bazi endiistriyel uygulamalar i¢in P-5 endoglukanaz enziminin potansiyeli bir
oldugunu ortaya koymaktadir.
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Production, Partial purification and Characterization of Endoglucanase
Produced by Bacillus sp. P-5 Isolated from K.Maras Soils

Abstract — Bacillus sp. P-5 isolated from orchard soils. The maximum
cellulolitic activity was obtained at 35°C, pH 8.0 as the strain showed enzyme
synthesis in between pH 6.0-10.5. With the SDS-Page analysis of the enzyme, a
single band was obtained around 66 kDa. Maximum activity of the P-5 was
obtained in between pH 6.5 and pH 8.0. Maximum relative activity of the
enzyme presented was 55°C. Up to 45°C, the enzyme presented a
thermostability with an average 85% remaining activity. While HgCl, produced
a strong inhibition on enzyme, the other chemicals did not produced a serious
inhibition. The resistance to detergents and some chemicals makes P-5
endoglucanase potential tool for paper pulp, detergent and bipethanol
production industries.
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1. Giris

Seliiloz diinyada en bol bulunan ve yenilenebilir bir biyolojik polimerdir (Juhasz vd.,
2005). Her ne kadar B-1,4 baglan ile baglanmis D-glukoz birimlerinden olusan bir
homopolimer olsa da glukoza tam doniisiimii icin en az 3 farkli enzim gerekir. Bunlar
endo-1,4-B-glukanaz (EC. 3.2.1.4), ekzo-1,4-B-glukanaz (E.C 3.2.1.91) ve B-glukozidazdir
(EC 3.2.1.21) (Wood, 1989). Bunlardan endoglukanazlar, biiyiik seliiloz molekiillerini
rastgele daha kiigiik pargalara keserken seliiloz uzunlugu ¢ok kisa siirede indirgenmektedir.
Ekzoglukanazlar ise seliilozu indirgen olmayan ucundan sellobiyoz {initeleri halinde keser
ancak zincir uzunlugunda ani degisimler ¢ok yavas olur. B-glukozidaz enzimi ise olusan
sellobiyoz birimlerini glukoza parcalarlar.

Seliilazlarin en yaygm kullanimi1 tekstil endiistrisinde olup biiyiik oranlarda pamuk
tiriinlerinden elde edilen iiriinlerde yumusaklik kazandirilmas: i¢in fazlalik olan liflerin
giderilmesi ve deterjan katki maddesi olmasidir (Kang vd., 2007). Ayrica sindirimin ve
besinsel kalitenin artirilmasi i¢in hayvan beslemede de kullanilirken (Tolan ve Foody,
1999) kagit ve kagit hamuru endiistrisinde hamurun ¢éziinmesinde atik su aritiminda ve
hurda kagitlarin boya gideriminde kullanimi son zamanlarda 6énemli uygulama alanlari
olmustur (Kang vd., 2004). Son yillarda yakit kaynaklarindaki yetersizlikten dolayi
lignoseliilozik malzemelerin biyoetanole doniisiimii ilgi odagi olmustur (Jorgensen ve
Olsson, 2006). Lignoseliillozik materyallerin monomer sekerlerine doniistiiriilmesi ile
ethanol, laktik asit ve hidrojen gibi bir ¢ok biyoteknolojik tiriinlerin tiretimi i¢in kaynak
olusturmaktadir (Juhasz vd., 2005). Endistriyel ihtiyact karsilayabilecek enzim
kaynaklarmin basinda kisa fermentasyon siiresi ve biiylik Olcekli iiretim bakimindan
mikroorganizmalar yer almaktadir (Gupta vd., 2003). Mikroorganizmalar igerisinde ise
Bacillus cinsi bakteriler ekstraselliiler sekresyon yapmalari ve genellikle de giivenli kabul
edilmelerinden dolay1 potansiyel bir endiistriyel enstriimandir (Schallmey vd., 2004).
Bakteriyel seliilazlarin ¢ogu Bacillus’lar tarafindan firetilmekte olup ¢ogu alkalin
tabiathidir. Ancak nétral pH’da da iireyebilen fakiiltatif alkalifilikler nétral topraklardan da
izole edilebilmektedir. Bu tiir mikroorganizmalarin enzimlerinin ise genis bir pH
optimumuna sahip olmalari, enzimlerinin de endiistride yaygin bir kullanim spektrumu
olabilecektir.

Bu caligmada, Kahramanmaras’in farkli bolgelerinden alinan toprak 6rneklerinden (-1,4-
glukanaz enzimi ireticisi Bacillus sp. P-5 izolasyonu yapilmis ve enzim iiretimi
gerceklestirilmigtir. Uretilen enzimin ise saflastirilmasi ve biyokimyasal &zellikleri
belirlenerek kismi karakterizasyonu yapilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kiiltiir Sartlar1 ve Mikroorganizma

Bacillus sp P-5 susu Kahramanmaras’in kirsal alan topraklarindan alinan 6rneklerden izole
edilmistir. Toprak oOrnekleri distile su ile karistirildiktan sonra (1:10 g/mL) 10 dk su
banyosunda pastérize edilerek LB Agar (pH 8.0) iizerine yayilmustir. Bu sekilde 37°C’de
izole edilen sporlu bakteriler, pepton 5, KH,PO, 1, NaCl 10% (w/v), maya ekstrakti 5,
CMC 10, agar agar 20 (g/L) igeren CMC-agar petrilerde (Singh vd., 2001)
karboksimetilseliilaz (CMCaz) iiretenler taranmistir. Tarama, % 0.1°’lik Kongo kirmizisi
(Voget vd., 2006) ¢ozeltisi ile yapilmis ve seliilolitik aktivitesi (R/r) yiiksek olan suslar
(Bernhardsdotter vd., 2005) daha sonra kullanilmak tizere egik kati besiyerlerinde daha
sonraki islemler icin +4°C’de saklanmistir. Enzim kaynag olarak kullanilacak susun koloni
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morfolojisi ve katalaz testlerinin yan1 sira gram boyama, spor boyama, hareketlilik testleri
yapilmistir (Ratanakhanokchai vd., 1999).

2.2. Enzim Uretimi

Bacillus sp. P-5 susu, endo-p3-1,4-glukanaz enzimi iiretmek amaciyla pH’s1 8.0 olan %1°lik
CMC (karboksimetilseliiloz) iceren CEPM besiyerinde (Na;HPO,4 1.18 , KH,;PO4 0.3,
NaNO; 1, KCI 0.5 , MgSO,4.7H,O 0.5, Maya Ekstrakt1 0.5, Kazein Hidrolizat1 0.5 g/L),
kiiltiiri yapilmustir (Krishna, 1999). Logaritmik faz takibi yapilarak iki gece 36°C’de 250
rpm’de inkiibe edilen kiiltiirden bakteri hiicreleri +4°C’de Hettich Mikro 22R sentrifiijde
4020 g’de 30 dk santrifiijlenerek uzaklastirilmistir. Siipernatant, saflastirma iglemleri igin
enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

2.3. Enzim Saflastirilmasi

Hiicrelerin uzaklastirilmasindan sonra siipernatanta +4°C’de amonyum siilfat kristalleri
%90’a kadar doygunluga ulasincaya kadar eklenerek proteinlerin presipitasyonu
saglanmistir. Olusan presipitatlar 4-6 saat sonra 4020 g'de +4°C, 30 dk santrifiijle
toplanmig ve farkli amonyum siilfat presipitasyonlarinda toplanan presipitatlar pH 7.6’daki
100 mM fosfat (Burhan vd., 2003) tamponunda ¢oziilerek ayni tampona karsi bir gece
diyaliz (MWCO > 14 000 Da) edilmistir. Enzim varliginin kontrolii ve tespiti i¢in tuzdan
arindirilan fraksiyonlar CMC-agar petrilerine damlatilarak bir 6n tarama yapilmistir.

2.4. Molekiiler Agirhik ve Zimogram Analizi

Endoglukanaz enziminin molekiiler agirhigi %10°luk SDS-PAGE (Laemmli, 1970) ile
belirlenmistir. Marker olarak, domuz miyozini (200 kDa), E. coli B-Galaktosidaz1 (116
kDa), tavsan kasi fosforilaz1 b (97 kDa), sigir albiimini (66 kDa), ovalbumin (45 kDa) ve
sigir eritrosit karbonik anhidrazi (29 kDa) iceren SDS6H2 (SIGMA) protein karistmindan
faydalanilmistir. Elektroforez sonrasi protein bantlar1 Coomassie brilliant R-250 ile
goriiniir hale getirilmistir.

Enzimin zimogram analizi de %1’lik CMC igeren SDS-PAGE ile gerceklestirilmistir.
Elektroforez sonrasi jel ikiye boliinerek bir kismi SDS boyamasi i¢in kullanilirken diger
kismi renatiirasyon (Saul vd., 1990) i¢in kullanilmistir. Renatiirasyon sonrasi jel plastik
saklama kabi igerisinde 36°C’de 4-6 saat inkiibasyona birakilmis ve enzim aktivite bantlari
sirasiyla %0.1°’lik Kongo kirmizist soliisyonunda lsaat ve 1 M NaCl ile 15 dk
bekletildikten sonra goriiniir hale getirilmistir (Aygan ve Arikan, 2008).

2.5. Enzim Aktivite Islemleri

Endoglukanaz aktivite ¢alismalar1 esit miktardaki enzimden Na-fosfat tamponu icerisindeki
%]1°’lik CMC iceren substrata ilave edilerek 55°C’de 30 dk inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir. Reaksiyon 3,5-dinitrosalisilik asit ilavesi sonrast 5 dk kaynatilarak
sonlandirilmis ve 550 nm’de absorbans Sl¢iimii gergeklesmistir (Perkin Elmer Lambda EZ
150). Enzim aktivitesinin bir {initesi standart enzim sartlar1 altinda dakikada 1 pmol
indirgenmis sekeri aci8a ¢ikaran enzim miktari olarak tanimlanmistir.
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2.6 Sicakhk-pH’nin ve Farkh Tuz Konsantrasyonlarimin Enzim Aktivitesi ve
Stabilitesi Uzerine Etkisi

Endoglukanaz aktivitesinin optimum pH ve sicaklik degerleri pH 5.0-10.0 arasinda ve 4-
75°C  sicakliklar arasinda calisilarak  belirlenmistir.  Bunun icin 100 mM
konsantrasyonlarindaki Sitrat tamponu (pH 5.0-5.5), Sodyum fosfat (pH 6.0-7.5), Tris
(pH8.0-9.0) ve Boraks-NaOH (pH 9.5-10.0) tamponu kullanilmistir. Enzimin sicaklik
stabilitesi ise 20-70°C arasinda optimum pH’da 15 ve 30 dk’lik 6n inkiibasyon sonrasi
belirlenmistir. Diger taraftan pH stabilitesi ise enzimin optimum sicaklikta pH 5-10
arasindaki farkli pH’larda 6n inkiibasyonu ile ger¢eklestirilmistir.

Enzime NaCliin 0.5 ile 4.0 M arasinda degisen konsantrasyonlarindaki etkisi de test
edilmistir. Biitiin bu islemlerden sonra kalan aktiviteler standart enzim aktivitesi tayini ile
belirlenmistir. Denemeler 3’11 tekrarlar seklinde yapilip ortalamalar1 alinmastir.

2.7. inhibitor, Selatér, Metal Iyonlar1 ve Deterjanlarim Enzim Uzerine Etkisi

Metaller, selator, deterjan ve inhibitor gibi kimyasallarin endoglukanaz tizerine etkisi farkli
konsantrasyonlarda optimum sicaklik ve pH’daki 6n inkiibasyonu ile belirlenmistir. Bunun
icin 10 mM MnCl,, HgCl,, CaCl,, MgCl,, FeCls, NiCl,, CuCl,, 10 mM Sodyum Azid,
EDTA, 1,10-Phenanthrolin monohidrat, Na,SO3 ve %]1°’lik Triton-X 114 ile %3’lik SDS
kullanilmuastir.

2.8. Enziminin Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKkisi

pH 7.5°deki % 0.1, % 0.5, % 1.0, % 2.0, % 4.0 konsantrasyonlarda CMC substratlari ile
enzim bire bir oranlarda karistirilarak optimum aktivite sicaklikta 30 dakika inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda reaksiyon DNS ilavesi ile sonlandirilarak enzimatik
aktivitenin en yiiksek oldugu konsantrasyon spektrofotometrede okunarak belirlenmistir.

2.9. Enzimin Son Uriinlerinin Kromatografik Analizi

Endoglukanaz P-5 enzimi CMC (%]1) substrati ile 55°C’de optimum pH’da 2 saatlik
inkiibasyona birakilmig ve enzim son {riinleri aliiminyum silika plakalar (Merck- 60
(GFzs4) tizerine 5 pL uygulayarak kloroform-asetik asit-distile su (6:7:1, v/v/v) ile
kromatografisi ger¢eklestirilmistir. Olusan {irtinler ise aseton igerisinde hazirlanmig anilin
(%1 viv), difenilamin (%1 w/v), ortofosforik asit (%10 v/v) karisimindan piiskiirtildiikten
sonra 160°C de 30 dk bekletilerek goriiniir hale getirilmistir (Singh vd., 2004).

3. Bulgular ve Tartisma

Farkli bolgelerden temin edilen toprak orneklerinden toplam 285 sus izolasyonu yapilmis
ve bunlardan en yiiksek seliilolitik aktivite gosteren Bacillus sp. P-5 susu enzim iireticisi
olarak se¢ilmistir. P-5 no’lu sus biiyiik, beyaz ve dalgali kenarli koloni morfolojisinde olup
aerobik biiyiime gostermektedir. Sus ayrica gram pozitif, ¢ubuk formunda, sporlu,
hareketli, katalaz pozitif bir 6zellik sergilemistir. Bacillus sp. P-5 petri ¢alismalarinda pH
6.0 ile 10.5 ve 30 ile 40°C arasinda iireme ve enzim sentezlerken maksimum seliilolitik
aktivite (R/r) pH 8.0 de ve 35°C’de gdzlenmistir.
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3.1. Molekiiler Agirhik ve Zimogram Analizi

Molekiiler agirlik ve zimogram analizi %1°’lik CMC igeren %10’luk SDS-PAGE ile
belirlenmistir (Fotograf 1). Endo B- 1-4 glukanaz P-5 enziminin molekiiler biyiikligii 66
kDa olarak tahmin edilmistir. Zimogram analizi i¢in elektroforez sonrasi renatiirasyon
soliisyonlarindan gegirilen jel kongo kirmizisi ile boyanip ve NaCl ile muamele edildikten
sonra distile su igerisinde iken 10 mM’lik Sitrik asit ¢ozeltisi ilave edilerek jelde
koyulasma saglanarak enzim aktivite zonlar1 daha belirgin hale getirilmistir (Fotograf 1). P-
5 endoglukanaz1 gibi Bacillus’lardan elde edilen diger bir ¢ok endoglukanaz enzimlerinin
molekiiler bliyiikligii bir ¢ok arastirmacinin bulgulari ile benzerlik gostermektedir (Endo
vd., 2001; Ariffin vd., 2006; Balasubramanian vd, 2012; Aygan ve Arikan, 2008).

Fotograf 1. Bacillus sp. P-5’iin Endo B- 1-4 glukanaz enziminin SDS-Page ve zimogram analizi. M: Marker
(Sigma SDS6H2).

3.2. Endo B- 1-4 Glukanaz Enziminin Ozellikleri

Dort farkli tampon sistemi kullanilarak gerceklestirilen 3-1-4 glukanaz P-5 enziminin
maksimum aktivitesi pH 6.5 ile pH 8.0 arasinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 1). Diger
calismalar i¢in enzimin optimum pH’sinin 7.5 olarak kullanilmas1 kararlastirilmistir. Enzim
pH 6.0 ile 8.0 arasinda %90’1n iizerinde rdlatif aktivite sergilemistir.
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Sekil 1: Bacillus sp. P-5’in Endo 8- 1-4 glukanaz enziminin optimum pH’s.
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Enzimin maksimum rolatif aktivite sergiledigi sicaklik ise 55°C’dir (Sekil 2). Bu sicaklik
50 ila 65°C arasinda optimum aktivite gosteren bir ¢ok notr endoglukanazlar ile uyum
igerisindedir (Mawadza vd.,2000; Ariffin vd.,2006; Lee vd.,2008; Yin vd.,2010;
Balasubramanian vd.,2012). Aktivitedeki %50’lik orana ancak 40°C sicakliktan sonra
ulagilmistir.  Enzim 35°C ile 60°C arasinda ortalama %65 rolatif aktivite gostermistir.
Enzim diisiik pH’larda ise daha stabil bir tablo elde edilmistir (Sekil 3). Enzim pH 7.5’¢
kadar %50°nin lizerinde kalan aktivite ile pH stabilitesi sergilerken sicaklik stabilitesi ise
45°C’ye kadar %80 iizerinde seyretmistir. Termal stabilite i¢in enzim 20-70°C arasinda pH
7.5°de 15 ve 30 dk’lik bir 6n inkiibasyona birakilmis ve kalan aktivite dl¢limii yapilmustir.
Enzim 45°C’ye kadar ortalama %85 kalan aktiviteli bir termostabilite sergilemistir (Sekil
4). Kalan aktivite 55°C’den sonra ancak %50’nin altina diismiistiir. Bu ise mezofilik bir
cok reaksiyon i¢in enzimin uygun oldugunu gostermektedir. NaCl’lin enzim iizerine etkisi
ise 0.5-4.0 M arasinda degisen konsantrasyonlarda denenmis ve en yiiksek kalan aktivite
2.0 M ile elde edilmistir. 4.0 M konsantrasyondaki tuz ise enzimde %80 aktivite kaybina
neden olmustur (Sekil 5). P-5 Endoglukanaz enzimi halofilik bir Kkarakter
gostermemektedir. Ciinkii halofilik enzimler 2 M’dan daha az olan NaCl ve KCI
konsantrasyonlarinda genellikle inaktiftir (Madern vd., 2000). Aktivitenin 2 M’daki artis1
ise enzimin tuz varligindaki ¢ozlintlirliigiiniin artmasi ile iligskilendirilebilir.

120
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- 25
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Sekil 2: Endo B- 1-4 Glukanaz P-5 enziminin optimum aktivite sicaklig1.
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Sekil 3: Endo B- 1-4 Glukanaz P-5 enziminin pH stabilitesi.
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Sekil 4: Endo B- 1-4 Glukanaz P-5 enziminin sicaklik stabilitesi.
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Sekil 5: Endo B- 1-4 Glukanaz P-5 enzimini lizerine NaCl’lin etkisi
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Sekil 6: Baz1 kimyasal maddelerin enzim {izerine etkisi

Endo B- 1-4 Glukanaz P-5 enzimi 10 mM oranda FeCl;, 1,10-Phanantroline, Sodyum
azide, EDTA, MgCl,, CuCl,, MnCl,, KCI, Na,SOg3, HgCl,, CaCl,, NiCly; %1 Triton X-114
ve %3 oraninda SDS ile pH 7.5’de 30 dk inkiibe edilerek kalan aktiviteleri test edilmistir.
Enzim HgCl; ile giiglii bir sekilde inhibe olurken diger kimyasallar ile ciddi bir inhibisyon
gbzlenmemistir. Aksine FeCls, Sodyum azide, EDTA, MgCl,, MnCl,, KCI, Na,SO3, CaCl,
varliginda artmis bir enzimatik aktivite tespit edilmistir (Sekil 6). Deterjanlardan %3’liik
SDS ile kalan aktivitenin %75 olmasi ise enzimin deterjan endiistrisi iginde
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kullanilabilirligini ortaya koymustur. Diger yandan +2 degerlikli metal selatorii olan
Phenantroline ve EDTA ile enzimin inhibe olmamasi bir metallo enzim olmadigini
gosterirken Mg, Mn ve Ca enzim aktivitesinde artisa sebep olmustur. Seliilazlardaki
inhibisyon ve aktivasyon oOzellikleri bir¢ok c¢alismada oldugu gibi farkliliklar
gosterebilmektedir (Murashima vd., 2002; Singh vd., 2004; Saha, 2004).

Enzimin hidrolitik performas degerlendirmesinde en yiiksek aktivite % 2.0’lik CMC
konsantrasyonunda elde edilmistir. Konsantrasyon % 4.0 oldugunda enzim aktivitesi
substrat konsantrasyonunun artigina bagli olarak dismiistiir (Sekil 7). %2’lik substrat
konsantrasyonundaki en yiiksek aktivite ise Jorgensen ve Olsson’un (2006) bulgularindan
daha yiiksek bir degerdir.

120
100 ]

80 -
60 /

40 /

20 s

Rélatif Aktivite (%)

0.1 0,5 1 2 4
CMC Konsantrasyomu { %)

Sekil 7: Endo B- 1-4 Glukanaz P-5 enzimini iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

3.3. Enzimatik Aktivite Sonucu Olusan Uriinlerin Saptanmasi

Bacillus sp. P-5 endoglukanaz enziminin pH 7.5’de 55°C’de CMC’yi hidrolizi sonucu
sellobiyoz ve diger daha uzun zincirli sellooligosakkaritler olustugu ince tabaka
kromatografisi sayesinde belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi uzatildikca eser miktarda glukoz
varligl da daha belirgin goriilebilmesi muhtemeldir (Fotograf 2).

Fotograf 2: Bacillus sp. P-5 Endoglukanaz enzimine ait ince tabaka kromatografi bulgular1 ( CMC: Enzim
ilave edilmemis CMC ¢ozeltisi, M: Maltoz; G: Glukoz; P-5 Endoglukanaz enzimi hidroliz tirtinleri).

4. Sonuc¢

Diinyadaki enerji kaynagi yetersizligi ve c¢evresel kirlilik kaygilarindan dolay1
aragtirmacilarin ¢ogunun ilgi alan1 dogadaki bol bulunan ve yenilenebilir kaynaklarin etkin
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kullanim1 enerjiden hayvan beslemeye kadar farkli alanlar i¢in ¢alisma konusu olmustur.
Seliilozun biyolojik doéniisiimii igin de Bacillus cinsi bakteriler giivenli ve ekstraselliiler
enzim Ureticileri olmalar1 agisindan 6nemli bir endiistriyel aktdr olmustur. Bu calismada,
seliilaz enzimi treten Bacillus sp. P-5 susu izolasyonu gergeklestirilmis ve susun ve
enziminin fiziko kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Genis bir optimum pH ya sahip olmasi,
50°C’ye kadar oldukga stabil olmasi, bir ¢ok kimyasala ve deterjanlara direngli olmas1 P-5
endoglukanaz enzimini kagit hamuru ve biyoetanol {iretimi gibi bir ¢ok endiistriyel
uygulama i¢in potansiyel bir aday yapmaktadir.

Tesekkiir
Bu c¢alisma kismen 1110296 no’lu Tubitak projesi ile desteklenmistir.
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