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Oz

Cahsma, kompostlamada kullanilabilecek seliilazin aktinomiset
izolatindan kati hal fermantasyon yodntemiyle Yanit Yizeyi
Metodolojisi (RSM) kullanilarak optimizasyonunu ve enzimin
kismi karakterizasyonunu amaglamaktadir. Seliilaz Ureticisi
oldugu belirlenmis 5 izolat (M127-1, M127-2B, 1M1, M45-1 ve
Me6c-1) kati hal fermantasyonu ile seliilaz retimi agisindan
degerlendirilmis ve izolat M127-1 ileri ¢alismalar igin
secilmistir. Kati substrat segimi icin farkli substratlarin (talas,
malt ¢imi, soya unu ve bugday kepegi) kombinasyonlari ile
hazirlanan ortamlarda izolat M127-1 ile kati hal fermantasyonu
gergeklestirilmis ve en iyi enzim aktivitesinin bugday kepegi-
malt ¢imi (BM) (0,704 U/ml) ortaminda oldugu belirlenmistir.
Ardindan BM ortami kullanilarak seliilaz iretim optimizasyonu
icin nem, asl miktari ve inkiibasyon stresi merkezi kompozit
tasarimi kullanilarak optimize edilmistir. Optimum selilaz
Uretim kosullart % 79,93 nem, 8,58 gilin inklibasyon siresi ve
8,38 (v/w) asi miktari olarak belirlenmis ve enzim aktivitesinin
1,8 kat arttig gorulmistir. Enzimin optimum pH’si 6 ve
optimum sicakhgl 60°C olarak belirlenmistir. 16SrDNA dizi
analizi ile izolat, Streptomyces sp. M127-1 olarak
tanimlanmistir. Sonug olarak yiiksek sicaklikta aktif seliilazin
uygun maliyetli substratlar kullanilarak kati hal fermantasyonu
ile  Streptomyces sp. M127-1'den istatistiksel Uretim
optimizasyonu gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler
Seliilaz; Streptomyces; Kompostlama; Kati hal fermantasyonu; Yanit
ylizey metodolojisi.
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Abstract

The study aims to optimise cellulase that can be used in
composting from actinomycete isolate using the solid-state
fermentation method with Response Surface Methodology and
its partial characterisation. Five isolates (M127-1, M127-2B,
1M1, M45-1 and Mé6c-1) were previously determined to be
candidate cellulase producers, were investigated for cellulase
production by solid-state fermentation, and isolate M127-1
was selected for further studies. For solid substrate selection,
solid-state fermentation was performed by isolate M127-1 in
media-prepared combinations of different solid substrates
(sawdust, soy flour, malt grass and wheat bran), and the
highest enzyme activity was found to be wheat bran-malt grass
(BM) medium (0.704 U/ml). Then, moisture, inoculum size, and
incubation time were optimised with the central composite
design for cellulase optimisation using BM medium. Optimum
cellulase production conditions were determined as 79.93%
moisture, 8.58 days incubation time and 8.38 (v/w) inoculum
size, and it was observed that the enzyme activity increased by
1.8 times. The optimum pH of the enzyme was 6, and its
temperature was 60°C. The isolate was identified as
Streptomyces sp. M127-1 by 16SrDNA sequence analysis. In
conclusion, the thermotolerant cellulase production at high
temperatures was optimised from Streptomyces sp. M127-1
through solid-state  fermentation using cost-effective
substrates.

Keywords
Cellulose; Streptomyces; Composting; Solid state fermentation;
Response surface methodology.

1. Giris

Seliilaz, bitki hilicre duvarinda bulunan karmasik bir
karbohidrat olan seliilozun pargalanmasinda énemli rol
oynayan bir enzimdir. Selllozik malzemelerin bozunmasi
tekstil
yonetiminde kullanim alani bulan seliilazlar, 6zellikle

ile biyoyakit Gretimi, endistrisi  ve atik

organik atiklarin ayrismasinin dogal bir siireci olan

kompostlama ile sirdirilebilir atik yonetimi ve toprak

zenginlestirme  konusundaki muazzam  potansiyeli
nedeniyle artan bir ilgi gormektedir (Khan et al. 2016,
Danso et al. 2022, Kumar et al. 2022, Korsa et al. 2023).
bitkisel

oynayarak organik

Selilaz, malzemelerin  bozunmasinda rol

atigin  besin agisindan zengin

komposta donustirilmesini kolaylastirir. Cevre dostu bir

atik yonetim teknigi olan kompostlama, toprak
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iyilestirmesini saglarken ayni zamanda organik atiklari

dizenli depolama alanlarindan uzaklastirmak icin

surddrdlebilir  bir  ¢6zim  sunmaktadir.  Sireg,

mikroorganizmalarin  etkisiyle  organik  maddenin

2020).
biyokitlenin enzimatik hidrolizi, asit/alkali hidrolizinden

ayrismasini icerir (Ayilara et al. Selllozik
farkh olarak bozunma drinleri olusturmadan yiksek
ozgulluk ve yiliksek verimde glikoz Uretimi nedeniyle
blylik umut vaat etmektedir (Khan et al. 2016). Cesitli
organik bilesikler arasinda, bitki hiicre duvarinda
bulunan selliloz, mikrobiyal bozunma igin ana substrati
ve B-

glukosidazlar iceren seliilaz enzimleri, selilozun daha

olusturur. Endoglukanazlari, ekzoglukanazlari

kiigik glikoz birimlerine pargalanmasini  baslatan
katalizérlerdir. Endoglukanazlar, sellloz zinciri igindeki ig
B-1,4-glikosidik baglari rastgele ayirarak daha kisa seliiloz
parcalari olusturarak sireci baslatir. Ekzoglukanazlar bu
parcalar Gzerinde aktivite gostererek sellobiyozu serbest
birakir ve zincir uzunlugunu daha da kisaltir. Son olarak,
B-glukosidazlar sellobiyozu mikroorganizmalar tarafindan
kolayca kullanilabilen glikoza hidrolize eder (Chen et al.
2021). Bu enzimlerin birlikte ¢alismasi ile seliilozun etkili
hidrolizi saglanarak kompostlama islemi igin atiklar

mikrobiyal kullanima hazir hale getirilir. Selllaz
enzimlerinin varligi ve aktivitesi, kompostlama isleminin
verimini ve hizini 6nemli 6lglide etkiler. Yiksek seliilaz
aktivitesi, kompost olgunlasmasinin hizlandirilmasina yol
acan seliiloz bozunmasina neden olur. Seliilaz enzimleri
mikroorganizmalarin seliiloza ulagsmasini kolaylastirarak
mikrobiyal aktiviteyi ve biyokiitle Gretimini arttirir (Sun
et al. 2021, Kocak et al. 2023). Ayrica, seliilozun seliilaz
tarafindan enzimatik olarak pargalanmasi, karbon, azot
ve fosfor gibi besinlerin salinmasina katkida bulunarak
bu bilesiklerin bitki

(Mazumder et al.

tarafindan alimini
2021).
biyodonlisimi  yoluyla

kolaylastirir
Biyokitlenin enzimatik
surdurilebilir selulozik atik
miktarinin  azaltilmasinda  selllazin ~ 6nemli  rolu
bulunmaktadir (Khan et al. 2016). Selilazlar, bitkiler,
hayvanlar, funguslar ve bakteriler dahil olmak tzere gok
Biyoaktif

Gram-pozitif

cesitli organizmalar tarafindan sentezlenir.
bilesik

filamentli

Gretme yetenekleriyle bilinen

bakteriler olan aktinomisetler, ¢ok yonli

enzimatik yetenekleri ile de c¢esitli biyoteknolojik
sureclerde arastiriimaktadir (Celaya-Herrera et al. 2021,
Samuel et al. 2022, Topatan and Kati, 2022). Bu
farkh

bolgelerinde yaygin olarak dagilir ve karasal ve sucul

mikroorganizmalar diinya genelinde iklim

cevrelerde bulunur. Aktinomisetler, nétr ve alkali pH'ta
mezofilik ve termofilik (50-60°C) sartlarda buylyebilir ve
ayrica lignoselilozik

materyaller gibi kompleks

substratlari pargalama yetenegine sahiptir (Insam and de

Bertoldi 2007, Tuomela et al. 2000, Bhatti et al. 2017).
Bu ¢alismada, daha dnce izole edilen aktinomiset suslari
icerisinden  yiksek  selllaz  aktivitesi  gbsteren
aktinomisetler kullanilarak seliilaz reticisinin segiminin
ardindan kompostlama hedefine yonelik selilozik icerikli
substratlar kullanilarak kati hal fermantasyon teknigi ile
sellilaz Uretiminin istatistiksel optimizasyonu ve kismi

karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot / Materials and Methods

2.1 Mikroorganizmalarin aktivasyonu ve kiiltiirasyonu

Medikal
Biyoteknoloji laboratuvarinda bulunan ve ayni zamanda
World Federation of Culture Collections’a kayith (WDCM
952) Aktinomiset Kultir Kolleksiyonu (ACTINOCC) Uyeleri
icinden toprak kokenli mezofil alkalifilik aktinomiset

Calismada Biyomihendislik Bolumu

suglari kullanilmistir. Daha 6nce tarama ¢alismasi yapilan
ve iyi sellilaz Ureticisi oldugu belirlenen toprak, camur ve
termal sulardan izole edilmis M127-1, M127-2B, 1M1,
M45-1 ve M6c-1 kodlu
gerceklestirilmistir. izolatlarin aktivasyonunda Mannitol

izolatlar ile c¢alisma
Soya unu (MS) (mannitol 20 g, soya unu 20 g, agar 15 g,
distile su 1L, pH 8) besiyeri kullaniimis, -20°C’de bulunan
gliserol stoklarindan petrilere inokiile edilen kaltlrler
30°C’'de 5-7 giin inkiibe edilmistir (Hobbs et al. 1989).

2.2. Asi kiiltiirii hazirlanmasi

Kati hal fermantasyonunu baslatmak icin her defasinda
yeni hazirlanan agi kiiltiirG kullanilmistir. MS besiyerinde
aktive edilmis geng kiiltirden 6 mm c¢apinda 3 agarh
par¢a, plug yardimiyla alinarak 50 mL Glikoz Yeast
ekstrakt (GY) (glikoz 10 g, maya 6zitl 2 g, pepton 25 g,
K;HPO, 0,1 g, destile su 1 L, pH 8) igeren 250 mL’lik
erlenlere aseptik kosullarda inokiile edilmis ve 150 rpm
ve 30°C'de 3-4 gin
¢imlenmesi sonrasi olusan milimetrik boyuttaki pelletler

inkiibe edilmistir. Sporlarin
asi olarak kullanilmistir (Demir et al. 2015). Asilamanin

homojenizasyonu ve pelletlerin  verimli  sekilde

kullanilabilmesi icin pellet icermeyen fazla besiyeri
(toplam hacmin 4/5’i) aseptik kosullarda erlenlerden
pipetlenerek cikarilmis ve kalan yogun pellet iceren

kiiltirden 3 mL asilama icin kullanilmistir.

2.3 Yiiksek seliilaz aktivitesine sahip susun segimi

Karboksimetil seliloz (CMC) iceren sentetik besiyerinde
yiksek seliilaz aktivitesi daha once belirlenmis olan 5
izolatin (M127-1, M127-2B, 1M1, MA45-1 ve Mé6c-1)
bugday kepegi-malt ¢imi (BM) besiyerinde kati hal
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30°C)
Besiyerleri 10 g kati substrat, asi kultlrd hacmi dikkate

fermantasyonu (7 gin, gerceklestirilmistir.
alinarak % 75 nem (Sargin ve Goksungur 2007) igerecek
sekilde 250 mL’lik erlenlerde hazirlanmistir. inkiibasyon
sonrasi selulaz aktivitesi olglilmus ve en yuksek aktivite
elde edilen izolat ile optimizasyon galismasina devam

edilmistir.

2.4 Enzim Ekstraksiyonu

Kati hal
Oncesinde

fermantasyonunda selilaz aktivite olgimi

enzim ekstraksiyonu gergeklestirilmistir.
Bunun igin her bir erlene 50 mL distile su eklenmis, 30
dakika stiresince araliklarla karistirlmig ve ardindan bir
huni Gzerine vyerlestirilen tiilbent bezi Uzerine erlen
icerigi
gerceklestirilmistir. Elde edilen stzilmus icerik 7000

aktarilarak temiz bir kaba sizdirme islemi
rom’de 5 dakika santrifiijlenerek st sivi enzim aktivite

tayininde kullanilmistir (Sargin ve Goksungur 2007).

2.5 Seliilaz aktivite tayini

CMC ve filter kagidi ydontemi olarak 2 ayri ydontem seliilaz
endo-B-1,4
ilerleyen

aktivite tayininde kullaniimis, enzimin

glukanaz aktivitesi belirlendiginden
¢alismalarda CMC yontemi ile devam edilmistir. CMC ile
endo-B-1,4 glukanaz aktivitesi ve hesaplamalari Ghose
(1987)'a

inkiibasyon

gore gerceklestirilmistir. Sellilaz aktivitesi

siresince enzimin CMC'yi pargalayarak
ortaya cikardigi glikoz miktarinin hesaplanmasi esasina
gore yapilmaktadir. Bu islem igin ilk olarak farkli glikoz
konsantrasyonlari ile hazirlanan oOrnekler kullanilarak
DNS (Dinitrosalicylic acid) yontemi ile glikoz absorbans
grafigi elde edilmistir. Enzimatik aktiviteyi hesaplamak
icin enzimin farkli seyreltmelerinden alinan 0,5 mL enzim
¢ozeltisi 0,5 mL CMC c¢ozeltisi (sitrat tampon icinde %2
CMC) ile 50°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrasl 3 mL DNS eklenerek 5 dakika kaynatilan tlplerin
Uzerine 20 mL distile su ilave edilmis ve 549 nm’de UV-
VIS Spektrofotometrede (Optizen POP, Korea) absorbans
Ol¢lilmustir. Standart cozeltiler, kiltir sivilari ve kor
orneklere de ayni islem basamaklari uygulanmstir.

2.6 Kati hal fermantasyonu ile uygun besiyeri se¢cimi

Fermantasyon, icerdigi serbest su miktarina gore kati hal
ve derin kiltlir fermantasyonu olabilmektedir. Kati hal
fermantasyonu veya diger ismiyle kati substrat

fermantasyonu, serbest su icermeden

mikroorganizmalarin kati maddeler Gzerinde gelisim
gosterdigi bir fermantasyon islemidir (Abdul Manan and
Webb 2017). Dogada 6li bitki dokulari Gzerinde biiylyen

bircok mikroorganizma, kati hal fermantasyonu ile dogal

ortamlarina benzer kosullar saglandigindan basarili
olarak (retilebilmektedirler (Mendoza-Cal et al. 2010).
Bu yontem vyenilenebilir ve ucuz substratlarin
kullanimina uygun olmasi, az miktarda su kullanimi,
toplam yatirim ve enerji harcamasinin daha az olmasi
gibi cesitli avantajlara sahiptir (Raimbault 1998). Bu
calismada da tarimsal kati substratlarin kullanildigi kati
hal fermantasyonunda karbon ve azot kaynagi dikkate
alinarak bes farkli besiyeri olusturulmustur. Bugday
kepegi-malt ¢imi besiyeri (BM) (bugday kepegi 9 g, malt
¢imi 1 g, distile su 27 mL), Bugday kepegi-soya unu
besiyeri (BS) (bugday kepegi 9 g, soya unu 1 g, distile su
27 mL), Talas-malt ¢imi besiyeri (TM) (talas 9 g, malt ¢imi
1 g, distile su 27 mL), Talas-soya unu besiyeri (TS) (talas 9
g, soya unu 1 g, distile su 27 mL), Malt ¢imi besiyeri (M)
(malt ¢imi 10 g, distile su 27 mL). Tim besiyerleri 3 mL
asl kaltirt hacmi de dikkate alinarak % 75 nem igeren
(Sargin ve Goksungur 2007) substrat olacak sekilde 250
mL’lik erlenlerde hazirlanmis ve otoklavlanarak steril
hale getirilmistir. Ardindan geng asi kiltara (3 mL) ile
kabinde

kosullarda inokile edilerek 30°C'de 5 giin inklibasyon

laminar akish steril besiyerlerine aseptik

gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonrasi enzim

ekstraksiyonu ve aktivite tayini gergeklestirilmistir.

2.7 Seliilaz iiretiminin istatistiksel optimizasyonu

Bu calismada her seferinde bir degiskenin degistirilerek
digerlerinin sabit tutuldugu dolayisi ile degiskenlerin
birbirleri ile etkilesiminin ihmal edildigi (one variable at a
time-OVAT) geleneksel optimizasyon calismasi yerine
degiskenler arasi  etkilesimin  degerlendirilmesini
saglayan daha az sayida deneme ile istatistiksel olarak
deneme tasarimi yapilarak optimizasyon
gerceklestirilmistir. istatistiksel deney tasarimi, faktoriyel
tasarim veya deney tasarimi olarak isimlendirilen ve
yakin gecmiste

biyoteknolojik islemlerin

optimizasyonunda da yogun sekilde kullaniimaya
baslanan, parametre sayisina gore iki veya U¢ boyutlu
analize imkan taniyan bir yontemdir (Mandenius and
Brundin 2008, Antony 2023).

sonuglarina gore secilen besiyeri kullanilarak kati hal

Enzim aktivite tayin

fermantasyonu ile istatistiksel deney tasariminda énemli
degiskenler olan nem orani (%60-85), inkiibasyon siresi
(3-10 glin) ve asl miktarinin (%2-10 v/w) optimizasyonu
calismalar gergeklestirilmistir. Parametrelerin etkileri ve
birbirleriyle etkilesimlerinin belirlenmesi icin yanit ylzeyi
metodolojisi (Response Surface Methodology- RSM)
yaklasimi Design Expert Software 7.0.0 (Stat-Ease, Inc.,
Minneapolis, USA) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun

icin Merkezde 6 tekrari iceren 2>-Tam Faktoriyel Merkezi
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(Central
olarak

Kompozit Tasarimi Composite Design-CCD)

deneysel tasarim secilmistir.  Programin

olusturdugu deney tasarimi Gizelge 2’'de sunulmustur.
2.8 istatistiksel analiz

Tasarlanan modellerin regresyon ve varyans analizleri
‘Design Expert Software’ ile gergeklestirilmis ve varyans
of wvariance ANOVA)
degerlenmede modelin istatistiksel analizi yapiimistir.

analizini (One-way analysis

2.9 Enzim karakterizasyonu
2.9.1 Optimum pH

Optimum pH’nin belirlenmesi igin %2 CMC igeren ve pH
(0,5 M)
kullanilarak enzim aktivitesi 6lgllmustir. pH 4, 5 ve 6 igin

degeri 4-11 arasinda degisen tamponlar

sitrat tamponu, pH 6, 7 ve 8 icin fosfat tamponu, pH 8 ve

9 igin Tris-HCI ve pH 9, 10 ve 11 igin Glisin-NaOH
tamponu kullanilmistir (Lee et al. 2008).

2.9.2 Optimum Sicakhk

Optimum sicakhgin belirlenmesinde enzimatik reaksiyon
farkh sicakliklarda (30, 40, 50, 60, 70 ve 80°C’de)
gergeklestirilerek enzim aktivitesi 6l¢tilmustir (Lee et al.
2008).

2.10 Genomik DNA izolasyonu ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR)

Actinomycetes isolation agar besiyerinde 36 saat
30°C’de inkube edilen izolatin DNA ekstraksiyonu Intron
G-Spin DNA izolasyon kiti ile kullanici talimatlarina uygun
sekilde gerceklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile izolatin 16S ribozomal DNA dizisini kodlayan gen

cogaltilmistir.

bolgesi

b)

Sekil 1. a) izolatlarin MS agarda 5-7 giinliik koloni gériiniimleri, b) izolatlarin kati substrat tizerinde gelisimleri (soldan saga M45-1,

M127-2B, 1M1, M6c-1, M127-1)

DNA’nIn cogaltilmasi icin 16S ileri
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) ve geri
(ACGGCTACCTTGTTACGACTT) primerleri kullaniimistir. 5
pl Mg free Taq polimeraz tamponu, 3 ul MgCl, (25 mM),
5 ul deoksintikleotid trifosfat (10X), 10 pikomol/ul 16S
rRNA primerleri ve 1.25 U of Tagq DNA polimeraz
kullanilmistir.  PZR programi 6n denatiirasyon icin
94°C’de 1 dakika, ardindan 40 déngi 94°C’'de 1 dakika,
57°C’de 1 dakika, 72°C'de 1 dakika ve 72°C’de 10 dakika
olarak gerceklestirilmistir. PZR drinleri EXO-SAP-IT™
(Thermo Fisher Applied Biosystems™, katalog no.
A55242) kiti kullanilarak saflastiriimistir, BIG-DYE cycle
sequencing kit (Thermo Fisher Applied Biosystems™,
katalog no. 4404312) kullanilarak ABI 3500 cihazinda

dizileme islemi gergeklestirilmistir. Coklu dizi analizi
BioEdit sequence alignment editor v7.2.5 (12/11/2013)
programi araciligl ile gerceklestiriimistir. Filogenetik
analiz programi (MEGA-X version 10.2.2) kullanilarak
filogenetik agag ciziminde Neighbour-joining yontemi ve
3000 bootstrap degeri

filogenetik aga¢ c¢izimi

kullanilmisgtir.  Dizileme ve

icin Aquatayf Biyoteknoloji
(istanbul) firmasindan hizmet alimi yapiimistir.

3. Bulgular

3.1. Seliilaz iireticisi izolatin secimi

Daha onceki ¢alisma ile yiksek selllaz Ureticisi olarak
100 izolat igerisinden CMC iceren besiyeri kullanilarak
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secilen bes izolat (Sekil 1a) aktive edilmis, asi kaltiiri
hazirlanmis ve BM besiyerinde kati hal fermantasyonu
gerceklestirilmistir. Yedi glnlik inkibasyon sonunda
M127-1 ve M127-2B suglan kati
sararak iyi bir gelisim gostermistir (Sekil 1b). Bu iki susa

substratin Gzerini

ait enzimin ekstraksiyonu yapilmis ve seliilaz aktivitesi
M127-1 igin 1,07 U/mL ve M127-2B igin 0.96 U/mL
olarak belirlenmistir. Calismaya M127-1 susu ile devam
edilmesine karar verilmistir.

3.2 Kati substrat secimi

Kati hal fermantasyonu optimizasyonu c¢alismalarina
gecilmeden 6nce M127-1 susunun bugday kepegi, malt
¢imi ve talasin farkli kombinasyonlari ile elde edilen bes
farkli (BM, BS, M, TM ve TS)
fermantasyonlari gergeklestirilmis ve enzim aktiviteleri

besin ortaminda

Olclilmustir (Cizelge 1). Besin ortamlarinda kullanilan
kati substratlarin se¢ciminde azot ve karbon igerikleri,
kolay ve uygun maliyetli olmasi, kati hal fermantasyonu
sonrasl hiicre ve enzim igerigi ile birlikte bir karisim
olarak (biyoaktivator) kompostlama sirecine dahil
edilebilirligi gozetilmistir. En iyi selllaz aktivitesi bugday
kepegi-malt ¢cimi iceren BM besiyeri ile elde edilmis bunu
BS ve M besiyerleri takip etmistir. Talasin malt ¢imi ve
soya unu ile olusturulan TM ve TS besiyerlerinde ise
enzim aktivitesi belirlenememistir. Bununla uyumlu
olarak mikrobiyal gelisimin de olduk¢a az gergeklestigi

gozlemlenmistir.

Cizelge 1. Farkli besiyerlerinde kati hal fermantasyonu sonrasi
selilaz aktiviteleri

fermantasyonlari gergeklestirilmis ve yanit olarak seliilaz
aktiviteleri olgilmistir. Optimizasyon, 6 eksen noktasi, 8
faktoriyel nokta ve merkez noktasinda 6 tekrardan
olusan toplam 20 deney yapilmasina dayal olarak
tasarlanmistir. Gizelge 2’de kullanilan deneme deseni ve
yanit olarak Olgiilen sellilaz aktivite degerleri verilmistir.

Cizelge 2. CCD deneme deseni ve deneysel yanitlar

- Asi Yanit
Run Noem Inkub"asyon miktari Seliilaz
L T R

1 72,5 6,5 6 0,6
2 72,5 6,5 6 0,8
3 79,93 8,58 3,62 0,79
4 65,07 8,58 3,62 1,23
5 85 6,5 6 0,72
6 72,5 6,5 6 0,88
7 60 6,5 6 0,92
8 72,5 6,5 6 1,12
9 65,07 4,42 8,38 0,78
10 72,5 6,5 10 0,95
11 72,5 6,5 2 0,43
12 72,5 10 6 1,36
13 72,5 6,5 6 0,64
14 79,93 4,42 8,38 0,49
15 65,07 8,58 8,38 0,77
16 79,93 4,42 3,62 0,59
17 72,5 6,5 6 0,69
18 72,5 3 6 0,68
19 65,07 4,42 3,62 0,51
20 79,93 8,58 8,38 0,56

Besiyeri Seliilaz aktivitesi (U/ml ekstrakt)
BM 0,704
BS 0,584
M 0,452
™ -
TS -

3.3 Seliilaz iiretiminin istatistiksel optimizasyonu

(RSM)
Composite Design,

Response Surface Methodology ile merkezi
(Central CCD)
deneyleri, her parametre icin optimum seviyeyi ve

kompozit tasarim

bunlarin sellilaz Gretimi Gzerindeki karsilikl etkilesimini
bulmak igin literatlirden énemli oldugu belirlenen nem,
inklibasyon siresi parametreleri ile
2001). Ug
parametrenin bireysel ve sinerjik etkisini arastirmak igin

asl miktari ve

gerceklestirilmistir  (Pandey onemli

tam faktoriyel CCD kullanilmis ve diger parametreler
sabit tutulmustur. Design Expert programinin vermis
deseni  kullanilarak  kati  hal

oldugu deneme

Enzim aktivitesi degerleri programa girilerek, istatistiksel
olarak degerlendirilmis ve optimum enzim Uretiminde
kullanilmak Uzere asagida verilen ikinci dereceden
denklem (1) elde edilmistir. Denklemde aktivite, U/mL
cinsinden enzim Uretimini, A, B ve C sirasiyla, nem (%),

inktibasyon stiresi (gtin) ve asiyi (v/w) ifade etmektedir.

Aktivite = 0.63 + 0.094 x A + 0.19 X B + 0.052 X C +
0.035 X A X B — 0.035xAxC — 0.022xBxC + 0.12xA% +
0.13xB2 — 0.065 X C2 (1)

ANOVA sonuglari incelendiginde modelin anlamli oldugu
belirlenmistir (Cizelge 3). B (inkiibasyon siiresi), C (asl
miktari), B” ve C’ istatistiksel olarak anlamli etkisi oldugu
tespit edilen degiskenlerdir. p>F degerleri %95 given
araliginda 0,05’ten kiglk oldugunda anlamli etki yaptig
kabul edilmektedir. Nem miktari (A) tek basina seliilaz
istatistiksel olarak anlamli etki

enzim Uretiminde

gostermemistir. Modelin degerlendirilmesinde kullanilan
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diger yontem ise lack of fit degeridir ve anlamsiz ¢ikmasi

beklenir. Deneysel veriler matematiksel model ile

uyusuyorsa bu test ile sadece modelin dogasinda

bulunan hatalar yansitilir. Design Expert programi
mimkiin olan en uzak mesafeye her bir parametre igin
u¢ noktalar atamaktadir. Bu noktalar ile olusturulan

modelin tahmin ettigi deger, denemeden elde edilen

farkhhk gosterip gostermedigi degerlendirilir. Lack of fit

degerinin  anlamh  ¢ikmasi  olusturulan  modelin
degiskenler arasindaki iliskiyi ifade edemedigini gosterir.
istatistiksel olarak anlamsiz (non-significant) lack of fit
degeri, sonuglarin model ile yeterli miktarda uyustugunu
gostermektedir. R’ degerinin 1’e yaklagmasi deneysel

veriler ile tahmin edilen verilerin korelasyon gosterdigini

degerlerin tekrar noktalarindaki hataya goére anlaml ifade etmektedir.
Cizelge 3. CCD denemesinin ANOVA sonuglari
Varyasyon kaynagi  Kareler toplami  Serbestlik derecesi  Kareler ortalamasi F degeri p-degeri
Prob > F
Model 1,2 9 0,13 5,36 0,0075 Anlamh
A-Nem 0,12 1 0,12 4,85 0,0523
B-inkiibasyon 0,50 1 0,50 20,19 0,0012
C-Agi miktari 0,037 1 0,037 1,47 0,0434
AB 0,097 1 0,097 0,39 0,5451
AC 0,097 1 0,097 0,39 0,5451
BC 0,042 1 0,042 0,16 0,6959
A? 0,20 1 0,20 8,20 0,0669
B* 0,24 0,24 9,72 0,0109
c2
0,06 0,060 2,41 0,0151
Artik (sapma) 0,25 10 0,025 2,41
Uyum eksikligi 0,20 5 0,041 1,27 0,0658 Anlamli degil
Saf hata 0,047 5 0,090
Toplam 1,45 19
R’ 0,8282
Hassasiyet derecesi 8,594
Adeq. precision degeri tasarim noktalarinda tahminlenen (0,79-1,61 U/mL) igerisinde 1,28 U/mL olarak

degerlerin mesafelerini, ortalama tahmin hatasina gore
karsilastirir ve 4’ten biyiik deger elde edilmesi istenir
(Box et al. 1978, Bezerra et al. 2008, Antony 2023).

Sekil 2’de denemelerin sonucunda elde edilen model ile
program tarafindan cizilen 3B grafikler sunulmustur.
Renklendirme, Uretilen selllazin Unit miktarlarina gore
yaptimaktadir. Kirmizi renge yaklasan bolgeler tretimin
en yiiksek oldugu noktalari géstermektedir. Ug¢ boyutlu
grafikler incelendiginde inkibasyon siliresinin Uretim
Uzerindeki etkisinin yiksek oldugu ve inkiibasyon siresi
arttikca enzim aktivitesinin de arttigi gorilmektedir.
Programin verdigi dogrulama deneyi ile nem %80,
inkiibasyon siresi 9 giin ve asi miktari 8.4 (v/w) olarak
gerceklestirilmis ve enzimatik aktivite %95 giiven araligi

ol¢lilmistir. Optimizasyon sonrasi enzim aktivitesinde
yaklasik 1,8 kat artis elde edilmistir.

3.4 Optimum pH ve sicaklik

pH’'nin enzimin katalitik aktivitesine etkisini belirlemek
icin pH 4.00-11.00 araliginda farkh substrat c¢ozeltileri
kullanilarak DNS yontemi ile aktivite tayini yapiimistir.
Seliilazin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin 6
(Sekil 3a).
katalitik aktivitesine etkisini

oldugu belirlenmistir Sicakhgin enzimin

belirlemek icin enzim
aktivitesi 30-80°C araliginda &lgiilmistiir. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda 60°C’de enzimin maksimum

aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3b).
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3.5 Tanimlama

Tanimlama ¢alismasi sonucunda, izolat M127-1 icin elde
edilen konsensus diziler NCBI (National Center for
Biotechnology Information) web sayfasinda
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) niikleotid dizi veri bankasi
kullanilarak BLAST (Basic Local Alignment Search Tool
BLAST) analizi yapilmis ve izolatin Streptomyces cinsi
Uyesi oldugu belirlenmistir (Tamura et al. 2021). Ayrica

elde edilen 16S rDNA dizisinin NCBI niikleotid veri

asl miktari-nem

bankasina girisi yapilmis ve erisim (OP524174) numarasi
alinmistir. M127-1’in 16S rDNA dizi analiz sonucuna
dayanilarak cizilen filogenetik aga¢ modeli Sekil 4’te
sunulmustur.

Streptomyces tanashiensis strain CSSP723
Streptomyces californicus NBRC 3386
Streptomyces globisporus NBRC 12867
Streptomyces albovinaceus CSSP418
Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808
Streptomyces griseinus NBRC 12869
Streptomyces mediolani NBRC 15427
Streptomyces rubiginoschelvolus NBRC 12912
Streptomyces M127-1 OP524174
Streptomyces pratensis strain ch24
Streptomyces anulatus strain NBRC 13369
Streptomyces praecox NBRC 13073
Streptomyces coelicolor NBRC 12854

Escherichia coli strain K-12
Sekil 4 izolat M127-1’in 165 rDNA dizi analiz sonucuna
dayanilarak gizilen filogenetik agag (3000 bootstrap)

4. Tartisma ve Sonug

Her gin dinyada lignoseliilozik kokenli ¢ok miktarda
biyokitle atigi Uretilmektedir. Selliloz biyosferin en bol
bulunan, bitki hicre duvari bileseni ve karasal diinyada
en fazla bulunan biyolojik bilesiktir. Tarimsal artiklar,
kagit ve gida atiklari gibi seliloz agisindan zengin
malzemeler,

islenmesi zor olan organik atiklarin

olusumuna katkida bulunur. Sellilaz kullanilarak, bu atik
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malzemeler verimli bir sekilde katma degerli Grlnlere
donusturilebilir (Khan et al. 2016). Seliilaz (lreten
mikroorganizmalarin veya seliilaz enzimlerini asiri ifade
eden genetigi degistirilmis organizmalarin kullaniimasi,
kompostlama verimliligini daha da artirma potansiyeline
(Chen et al. 2021). Mikrobiyal
endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukosidaz aktiviteleri

sahiptir selllazlar,

dahil olmak uzere gesitli hidrolitik aktiviteler sergileyerek

selilozun verimli bir sekilde pargalanmasini saglar
(Celaya-Herrera et al. 2021).

Lignoseliilozik  malzemelerin  pargalanmasi  dogal
ortamlarda ¢ogunlukla beyaz ¢lrikgul funguslar

tarafindan gerceklestirilir, ancak kompostlama isleminde
lignoseliilozik biyokutlenin bozunmasindaki merkezi rol
aktinobakteriler tarafindan gerceklestirilir (Crawford
1978, Ramachandra et al. 1988, Sanchez et al. 2017). Bu
bozunma kabiliyetinden dolayi, bu bakteri grubunun
izolasyon ve karakterizasyonuna sadece kompostlama
uygulamalari i¢in degil ayni zamanda kagit endustrisi icin
de 6zel bir ilgi vardir (Crawford et al. 1993, Cuesta et al.

2012, Kausar et al. 2011). Kompostta bulunan
aktinobakterilerin temsilcilerinin bazilari Streptomyces
thermovulgaris, Actinobifida chromogena,

Thermoactinomyces vulgaris (Insam and de Bertoldi
2007), Micromonospora carbonacea (Kausar et al. 2011),
Streptomyces lincolnensis, Streptomyces varieustantanus
(Cuesta et al. 2012) ve Streptomyces sennicomposti
(Duangupama et al. 2022) ornek verilebilir. Bu galismada
M127-1

oldugunu

tanimlama i¢in benzerlik analizi, izolatinin

Streptomyces cinsinin  bir  Gyesi ortaya
koymustur. Ozellikle iirettikleri sekonder metabolitleri ile
iyi bilinen gram pozitif bir bakteri olan Streptomyces
Uyeleri antibiyotik endustrisinin dayanak noktasini
Ancak

parcalama yetenekleriyle de birgok hiicre disi hidrolazlari

olusturmaktadirlar. cesitli  biyopolimerleri
Urettikleri bilinmektedir (Korn-Wendisch and Kutzner

1992, Samuel et al. 2022).

Kompostlama sireglerinde 6nemli bir hidrolitik enzim
olan selllaz konusunda birgok ¢alisma yapilmis olmakla
birlikte bu calismada, yerli bir Actinobacteria izolati
enzim aktivite taramasi ile segilerek Streptomyces sp.
M127-1 (OP524174) olarak tanimlanmis ve seliilaz
Uretim optimizasyonu gergeklestirilmistir. Kati hal
fermantasyon teknigi ise kompostlama siirecinin bir kati
hal fermantasyonu olmasi sebebiyle bu ¢alismada tercih
edilmis ve ayrica kompostlama sireclerindekine benzer
sekilde seliilozik icerikli substratlar kullanilarak seliilaz
Uretimi gerceklestirilmistir.

Substratlarin kombinasyonunda bugday kepegi ve talas,
karbon kaynagi (lignoseliilozik yapi) olarak kullanilmistir

(Manan and Webb 2017).
sentezleyerek sellilozik yapiyi

Mikroorganizma seliilaz

parcalamis ve karbon
ihtiyacini karsilamistir. Malt ¢imi ve soya unu ise azot
kaynagi olarak kullaniimistir (Sargin ve Ongen 2003). En
iyi sonu¢ BM kombinasyonu ile elde edilirken malt gimi
yerine soya unu eklenmesi (BS) aktiviteyi %17 azaltmistir.
Bu etki malt ¢imine atfedilebilir gorilmektedir. BM
besiyerinde malt ¢imi azot kaynagi olarak kati substratin
onda biri olarak kullanilmistir. Tek basina malt ¢imi
%36 azaldig

kullanimi ile aktivitenin

(Cizelge 1).

belirlenmigtir

Yakin zamanda gergeklestirilen kapsaml bir ¢alismada
Streptomyces'in organik madde bozulmasi Uzerindeki
etkisini aydinlatmak igin

kompostlama deneyleri

gerceklestiriimis ve kompost sistemlerine eklenen
suglarin tim kompost mikrobiyotasina hakim oldugu ve
bu asamadaki en 6nemli faktoriin enzim aktivitesi oldugu
rapor edilmistir (Kocak et al. 2023). Bostubayeva ve
arkadaslari (2023) yaptiklari calismada iki Streptomyces
tlriiniin kompostlama sireglerinde iyi bir biyoaktivator
olacagini rapor etmislerdir. Birgok etkili mikrobiyal tiirtin
kompostlama sireglerine inokilasyonun yapilmasinin
degerlendirildigi derlemede Streptomyces (yelerinin
organik materyali pargalamada elde edilen olumlu

sonuglarina da deginilmistir (Zainudin et al. 2022).

Nem, asi miktari ve inklbasyon siresi degiskenlerinin

BM besiyerinde istatistiksel optimizasyonu sonucu
anlamh bir model elde edilmis (Cizelge 3) ve aktivite
yaklasik 1,8 kat arttirilmistir. istatistiksel optimizasyon
tasariminin geleneksel optimizasyon galismalarina gore
en blyuk avantajlarindan birisi degiskenlerin ikili
etkilesimlerini gdsterebilmesidir. U¢ boyutlu grafiklerde
bir degisken sabit iken diger iki degiskenin seliilaz

Uretimine etkileri incelenebilmektedir (Sekil 2).

Bu g¢alisma  oOzellikle kompostlama  siireglerinde

Streptomyces lyelerinin gerek hiicre olarak komposta
karistirilmasi gerekse de seliilaz ve hiicre iceren ham

fermantasyon kitlesinin  dogrudan kompostlanacak
selilozik icerikli  atiklara  karistirllmasinin  etkin
kompostlamada o6nemli olabilecegi varsayimindan

hareketle selilozik icerikli kati substratlar kullanilarak
Gretim planlanmistir. Enzimin 60°C'de en iyi aktiviteyi
gostermesi kompostlama slrecinde yer alan isinma
periyodunda aktivitesini slirdirecegini gostermektedir.
Termostabilite, yliksek sicaklikta hizli reaksiyona olanak
taniyan ve boylece enzim kullanimini azaltan herhangi bir
endistriyel enzimin en ¢ok arzu edilen 6zelligidir (Patel
et al. 2019). Kompostlama sireclerinde termofilik faz
olarak ta isimlendirilen 1sinma

periyodu, organik

maddenin  pargalandigi ve ayrismanin  ¢ogunun
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gerceklestigi onemli bir suregtir. Aktinobakteri Uyeleri
kompostta bulunan en baskin tirlerdir ve Isinma
Dogada da bu

organizmalar toprakta bol bulunur ve 6li bitki ve

periyodunda onemli rol oynarlar.

hayvanlarin karmasik polimerlerini pargalayabilen yiksek
guanin ve sitozin icerigine sahip bakterilerdir. Bliylime
hizlari bakterilere gore daha yavastir ancak biyolojik
olarak daha az

parcalanabilen, karmasik organik

bilesikleri diger bakterilerle karsilastirildiginda daha

blylk parcalama kapasitesine sahiptirler. Bu bakteriler,

selilaz, hemiselilaz ve lignolitik enzimler gibi

lignoseliilazlarin salgilanmasi yoluyla bitki

biyokiltlesindeki sert lignoselilozu pargaladiklari igin
lignoseliilolitik ~ mikroorganizmalar  olarak  bilinir
(Palaniveloo et al. 2020). Bu ¢alismada da kompostlama
surecinde Ozellikle termofil fazda katalizor etki
gosterecek termostabil sellilaz Gretimi yapan susun
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Selulaz Uretimi
acisindan degerlendirildiginde bugday kepegi, malt gimi
ve talas gibi lignoselilozik substratlarin kullanim dncesi
on hidroliz islemlerinin enzim aktivitesini arttirici etkisi
olabilir (Celaya-Herrera et al. 2021). Ancak yuksek
tonlarda sireglerinde

gerceklestirilen kompostlama

islemlerin maliyetlerinin  iyi
Substrat

saman ve kispe gibi lilkemize 6zgi diger agroendustriyel

uygulanacak enerji

hesaplanmasi  gerekmektedir. secenekleri
atiklar ile genisletilebilir. Diger yonden ise Streptomyces
sp. M127-1'in bir gen kaynag! olarak degerlendirilmesi
de bir baska secenektir. Selliloz atiklarinin ekonomik
olarak uygulanabilir islemlerle degerli yan Urlnlere
donistirilmesi, uzun zamandir (zerinde c¢alisilan bir
konudur. Bu galisma ile daha 6nce izole edilen yiiz adet
aktinomiset icerisinden Streptomyces sp. M127-1'in
bugday kepegi ve malt ¢imi kullanilarak termotolerant
Uretiminde verimli

sellilaz sekilde kullanilabilecegi

gosterilmistir. Kati hal fermantasyonu sonrasi tiim

substrat ve hiicrelerin bir karisim halinde biyoaktivator
olarak kompostlama sistemine aktarilabilir olmasi da
sureglerin basitlestiriimesine katki saglayacaktir.
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