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Arastirma Makalesi

YEM KATKISI SELULAZ ENZIMLERINI URETEN TERMOFILIK
BACILLUS SUSLARININ iZOLASYONU VE ENZIMLERIN KISMi
KARAKTERIZASYONU

Harun Resit KILICER? Bahri Devrim OZCAN®

OZET

Bu caligmada, Diizi¢i smrlart igerisinde bulunan Haruniye Kaplicasi’ndan toplanan toprak
numunelerinden ii¢ adet termofilik Bacillus sp. izolasyonu gergeklestirilmistir. Bakteriler sirasiyla
Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 olarak isimlendirilmislerdir. Seliilaz iiretimi, {ireme periyodunun
baslangicindan itibaren HG1 ve HG2 izolatlar1 igin 72. saatte, HG3 izolat1 i¢in ise 24. saatte
maksimum diizeye ¢ikmistir. HG1 ve HG2 seliilazlar1 optimum aktivitelerini 60°C’de gosterirken,
HG3 seliillazi 70°C’de gostermistir.  Bununla birlikte HG1 ve HG3 seliilazlar1 optimum
aktivitelerini pH 5.0’de gosterirken, HG2 seliilazi pH 4.0’de gostermistir. Her ii¢ enzim de
60°C’de 30 dakika muhafaza edildiklerinde aktivitelerinin tamamini korurken, daha yiiksek
sicaklik degerlerinde 30 dk inkiibasyon sonucunda aktivitelerini kaybetmeye baslamiglardir. HG1,
HG2 ve HG3 enzimlerine ait spesifik aktiviteler 55°C’de sirasiyla 34.1, 67.8 ve 112.3 U/mg olarak
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Bacillus sp., seliilaz, izolasyon, karakterizasyon

ISOLATION OF FEED ADDITIVE CELLULASE PRODUCING THERMOPHILIC
BACILLUS STRAINS AND PARTIAL CHARACTERIZATION OF THE ENZYMES

ABSTRACT

In the present study, we isolated three thermophilic Bacillus strains from the soil samples collected
from the Haruniye Thermal Spring located in Diizi¢i. The isolates were entitled as Bacillus sp.
HG1, HG2, and HG3, respectively. The maximum cellulase productions were revealed at 72™
hour of incubation period for HG1 and HG2 strain, and at 24™ hour of incubation period for HG3
strain, respectively. The optimum enzyme activity was observed at 70°C for HG3 cellulase,
whereas at 60°C for HG1 and HG2 cellulases. On the other hand, optimum pH value for HG2
cellulase was 4.0, whereas 5.0 for HG1 and HG3 cellulases. All enzymes protected their activities
after pre-incubation at 60°C for 30 min, but they begin to decrease after pre-incubation at higher
temperature values. The specific activities of HG1, HG2, and HG3 cellulases were 34.1, 67.8 and
112.3 U/mg at 55°C, respectively.
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GIRIS

Seliiloz, yeryiliziinde en yaygin bulunan
organik molekiil olup bitki ve alglerin hiicre
duvarlarinin yapisinda bulunmakla beraber,
bazi hayvanlar ve bakteriler tarafindan da
iiretilmektedir (Lynd ve ark., 2002).

Molekiiler diizeyde diiz bir polimer olan
seliloz, glikoz tnitelerinin PB-1,4-glikozidik
baglarla baglamasi sonucu olugmaktadir
(Sukumaran ve ark., 2005). Seliilazlar ise
seliloz  molekiillerindeki  B-1,4-glikozidik
baglar1 hidrolize ederek glikoz molekiillerini

serbest birakan enzimlerdir (Nishida ve ark.,
2007). Seliilolitik organizmalar,
endoglukanazlar (B-1,4-D-glukan
glukanohidrolaz; EC 3.2.1.4), ekzoglukanazlar
(B-1,4-D-glukan sellobiyohidrolaz; EC
3.2.1.91) ve B-1,4-D-glukosidazlar (sellobiaz
veya [B-D-glikozid glikozil hidrolaz; EC
3.2.1.21) olmak {izere ¢ temel grup enzim
gretirler (Ryu ve Mandels, 1980; Wood,
1985). Bu enzimlerden ilk ikisi selillozu
oligosakkaritlere ve sellobiyoza pargalarken,
B-glukosidaz sellobiyozu glikoza pargalar
(Shimada ve ark., 1994). Genel olarak diger
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seliilolitik bakteriler gibi Bacillus’lar da
seliloz ve diger B-glukan substratlara karsi
diisiik hidrolitik aktiviteye sahiptir. Bununla
birlikte rekombinant DNA teknolojisindeki
gelismeler Bacillus’larin  seliilolitik enzim
kaynagi olarak yeniden revagta olmalarini
saglamistir.

Ulkemizde tahil iiretiminin yaygin olmasi,
iiretilen arpa, yulaf gibi yiiksek seliiloz igerikli
yem hammaddelerinin, sap ve saman gibi
bitkisel artiklarin tarimsal {iretim sonucu
biliyilk miktarlarda ortaya ¢ikmasi, bunlarin
ekonomik bir sekilde degerlendirilmesini
zorunlu kilmaktadir (Ozcan ve ark., 1994). Bu
sebeple basta Bacillus’lar olmak {izere
mikroorganizmalarca iiretilen seliilaz
enzimleri, yiiksek diizeyde seliiloz iceren
yemlere ilave edilerek  sindirimlerinin
artirtlmasina yardimci olabilir (Gado ve ark.,
2007; Azzaz, 2009; Murad ve Azzaz, 2010).
Silaja seliilaz enzimlerinin ilavesi ile silajin
sindirilebilirliginde kayda deger bir artis
saglandigi da bildirilmistir (van Vuuren ve
ark., 1989; Ridla ve Uchida, 1993). Yine
karisik bagh beta-glukanaz enziminin (B-(1,3-
1,4)-glukanaz) kanatl rasyonlarinda
kullanimi, kanatlilarda yapiskan diski adi
verilen ve arpa gibi yiiksek seliiloz iceren
yemlerin  olusturdugu  sorunun ortadan
kalkmasini saglamaktadir.

Bacillus’lar a-amilaz, proteaz, B-glukanaz,
ksilanaz, likenaz ve diger bircok Onemli
endiistriyel —enzimler ile insektisit ve
antibiyotik gibi biyomolekiillerin  {iretim
kaynagidirlar (Priest, 1977; Horikoshi, 1996).
Bacillus cinsine ait termofilik bakterilerin
yayilimi siklikla tartigilmistir. izole edilen
termofilik bakterilerden sadece birkaginin
genotipik ve fenotipik cesitliligine gére tam
olarak termofilik Bacillus sp. suslarim
karakterize ettigi bildirilmistir (Mora ve ark.,
1998). Termofilik bakterilerin yagam alanlari,
sicak su kaynaklar1 ve kaplica gibi dogal ve
insan yapimi tiim karasal ve denizel sicak
cevrelerdir. Termofilik organizmalar optimum
olarak 50-80°C sicaklik araliklarinda geligim
gosterirler (Vieille ve Zeikus, 2001). Bu

mikroorganizmalarca  iiretilen  enzimler,
yiksek  sicaklik  kosullarinda  aktivite
gostermelerinden dolay1 endiistriyel

uygulamalarda siklikla tercih edilmektedirler
(Gaur ve ark., 2012). Bu ¢aligmada, Osmaniye
ili Diizi¢i ilgesi simrlari igerisinde bulunan
Haruniye Kaplicasi’ndan  alinan  toprak
numunelerinden ii¢ adet termofilik Bacillus
sp. izole edilmis ve bu izolatlarca iiretilen
karboksimetil  selilaz  (CMCaz; p-1,4-

glukanaz) enzimlerinin kismi
karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Bakteriler ve Kiiltiir Kosullar

Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 bakterileri
Tirkiye’nin  Osmaniye ili Diizigi ilgesi
simirlart  igerisinde  bulunan  Haruniye
Kaplicasi’ndan toplanan toprak
numunelerinden izole edilmiglerdir.
Bakterilerin izolasyonu Lennete ve ark.
(1985)’e gore yapilmustir. Termofilik Bacillus
sporlarinin ¢imlenmesi LB besiyeri (%10
(w/v) tripton, %5 (w/v) maya Oziiti, %10
(wiv) NaCl, pH 7.5) kullamlarak 55°C
sicaklik kosullarinda yapilmistir. Kat1 besiyeri
kullanildig1 durumlarda LB besiyerine %1.5
(w/v) agar ilave edilmistir. Karboksimetil
selilaz (CMCaz) aktivitelerinin belirlenmesi
icin koloniler tek tek steril kiirdanlarla alinmis
ve %0.1 (w/v) CMC (karboksimetil seliiloz)
iceren LB-agar plaklarina aktarilarak 55°C’de
inkiibasyona birakilmiglardir. Koloni gelisimi
tamamlandiktan sonra, bakterilerin gelistigi
plaga Congo-red soliisyonu (%0.1 (w/v)
Congo-red) dokiilerek besiyerinin 15 dakika
sireyle boyanmalar1  saglanmigtir. ~ Siire
sonunda boya plaklardan uzaklastirilarak bu
sefer besiyerinin tizerine 1M NaCl soliisyonu
ilave edilmis ve 15 dakika daha beklenerek
fazla boyanin uzaklagmasi saglanmistir.
Congo-red CMC’yi kirmiziya
boyayacagindan, kirmiziya boyanan zeminde
sarimtirak zon olusturan koloniler CMCaz
pozitif koloniler olarak belirlenmistir.

Enzim Uretimi

Termofilik Bacillus suslar1 LB besiyerinde
55°C’de 200 rpm ¢alkalama hizinda 24 saat
boyunca iretilmislerdir. Sivi kiiltiir ortami
santriflij edilerek (Hettich Universal EBA12;
5.000 rpm, 10 dk), bakterilerin pelet
olusturmas1 saglanmis, ekstraseliiler enzimleri
iceren siipernatant kisim (sivi faz) ise enzim
analizleri i¢in kullamlmistir ~ (Demirkan,
2010).

Enzimatik Analizler

CMCaz analizleri, 0.5 mL hiicredis siviya
0.1 M fosfat bafir (pH 6.5) ile hazirlanmis 0.5
mL CMC (%2 (w/v)) eklenmesi ile 55°C’de
30 dk inkiibe edilerek yapilmistir. Reaksiyon
2 mL 3,5-dinitrosalisilik asit eklenerek
sonlandirilmis ve numuneler 5 dk siireyle
kaynatildiktan sonra spektrofotometre
(Pharmacia) ile Asym nm dalga boyunda
Ol¢tilmistir (Miller, 1959). Bir enzim {nitesi,
1 dk boyunca 55°C’de substrattan 1 mmol
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glikozu serbest birakan enzim miktar1 olarak
tanimlanmaistir.

Enzim Aktiviteleri Uzerine Sicaklik ve
pH’nin Etkisi

Enzim aktiviteleri iizerine sicaklik ve
pH’nin etkisi, enzimlerin substrat ile 30-90°C
arasinda degisen farkli sicaklik ve 4.0-10.0
arasinda degisen farkli pH kosullarinda 30 dk
sireyle  inkiibasyona  birakilmasi ile
Ol¢iilmiistlir. pH’ nin enzim aktiviteleri tizerine
etkisinin arastirilmasinda 100 mM sodyum
asetat (pH 4.0-6.0), 100 mM sodyum fosfat
(pH 6.0-7.0) ve 100 mM tris (pH 7.0-10.0)
soliisyonlar1 kullanilmistir (Burhan ve ark.,

2003).

Zamana Gdre Enzim Aktivitelerinin
Belirlenmesi

Zamana gore enzim aktivitelerinin
belirlenmesinde, bakteri inokiilasyonunun

baslangicindan itibaren her 12 saatte bir
olmak ftizere 72 saat boyunca bakteri
kiiltiirinden enzim numuneleri alinmis ve
yukarida verilen protokol uyarinca DNS

yontemine gore enzim aktiviteleri
belirlenmistir.

SDS-PAGE Analizleri

SDS-PAGE analizi  Laemmli (1970)

tarafindan belirtilen protokole gore %12
(wiv)’lik jel kullamlarak gergeklestirilmistir.
Elektroforezden sonra, jel bir saat siireyle
Coomassie blue R 250 boyasi (%40 (v/v)
metanol, %10 (v/v) glasial asetik asit, %50
(v/v) saf su, %0.1 (w/v) Coomassie blue R
250) ile boyanmis, sonrasinda ise boya
icermeyen ayni soliisyonda en az bir saat
stireyle yikanarak fazla boyanin uzaklagmasi
saglanmis ve protein bantlari goriiniir hale
gelmistir.

ARASTIRMA
TARTISMA

BULGULARI ve

Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 izolatlar
gram pozitif, cubuk seklinde, spor olusturan
ve aerobik mikroorganizmalardir. Her g
izolat da pH 7.5’de ve 55°C’de gelisim
gostermiglerdir. Izolatlarin lreme
periyodunun her 12 saatinde bir enzim
numunesi alimmig, HG1 ve HG2 izolatlarmin
en yiiksek diizeyde seliilaz {iretimini, iireme
periyodunun 72. saatinde, HG3 izolatinin ise
24. saatinde gergeklestirdigi goriilmistiir
(Sekil 1A). Selillaz tretiminde ikinci yiiksek
oransal aktivitelerini HG1 iireme periyodunun

36., HG2 24. ve HG3 ise 60. saatinde
gostermislerdir. Her ii¢ izolatin da zamana
gore enzim iretiminde inisli-cikisl bir grafik
egrisi ortaya koydugu gozlenmistir.

Bakteriler 30-90°C arasinda degisen
sicaklik araliklarinda kiiltiire alinmis ve her
bir sicaklik degerinde CMCaz iiretim
diizeyleri belirlenmistir. izolatlardan Bacillus
sp. HG1 ve HG2 en yiiksek enzim iiretimini
60°C’de gosterirken, CT3 70°C’de
gostermistir (Sekil 1B). 70, 80 ve 90°C’lerde
ortalama enzim aktiviteleri HG1, HG2 ve
HG3 izolatlan i¢in sirasiyla %70, 32 ve 68
olarak gergeklesmistir. 30, 40 ve 50°C’lerin
ortalama aktiviteleri ise yine izolatlar icin
sirastyla %66, 52 ve 44 oranlarinda
gerceklesmistir.

Bacillus sp. HGl ve HG3 CMCazlar
optimum aktivitelerini pH 5.0’de gosterirken,
HG2 CMCaz1 pH 4.0°de gostermistir (Sekil
1C). HG1, HG2 ve HG3 CMCazlarinin nétral
pH’da aktiviteleri ortalama olarak sirasiyla
%67, 53 ve 76 diizeyinde gerceklesmistir. Her
ic enzimin 4.0-6.0 pH araliginda ortalama
enzim aktiviteleri sirasiyla %93, 73 ve 66
oraninda  gergeklesirken,  8.0-10.0 pH
araliginda bu oranlar yine sirastyla %30, 31 ve
54 olarak gergeklesmistir.

Termal kararliliklarim1  6lgmek  igin
enzimler CMC ile reaksiyona sokulmadan
once 50-90°C arasinda degisen sicaklik

degerlerinde 30 dk 6n inkiibasyona
birakilmiglardir.  Enzimlerin  60°C’de  on
inkiibasyonu sonucunda aktivitelerinin

tamami Korunurken, bu sicaklik degerinden
sonra termal kararliliklarmi  kaybetmeye
basladiklar1 goriilmiistiir (Sekil 1D). 90°C’de
30 dk on inkibasyon sonucunda HGI1
CMCaz aktivitesinin %76’sim kaybederken,
bu deger HG2 ve HG3 CMCazlan igin
sirastyla %67 ve 51 olmustur.

Enzimlere ait spesifik aktivite degerleri
HGI1, HG2 ve HG3 CMCazlar i¢in sirastyla
34.1, 67.8 ve 112.3 U/mg olarak bulunmustur.
Enzimler bu spesifik aktivite degerlerine
substrat olarak CMC kullanildigr durumda
ulagmislardir.

Her ii¢ bakteriye ait hiicredis1 proteinler
SDS-PAGE’de karsilagtirilmiglardir. Toplam
protein bantlar1 incelendiklerinde, her iig
bakterinin de bant profilleri bakimindan kismi
farkliliklar gosterdikleri goriilmektedir (Sekil
2).
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Sekil 1. Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 izolatlarinin bazi enzimatik 6zellikleri. A: Zamana gore enzim
iiretimi, B: Sicaklik optimum degerleri, C: pH optimum degerleri, D: Termal kararlilik

HG3

Sekil 2. Izolatlara ait hiicre dis1 proteinlerin SDS-PAGE’de karsilastiriimas.

TARTISMA

Seliilozu
mikroorganizma
Anoxybacillus

hidrolize eden bir¢ok

rapor edilmistir.

flavithermus ~ (Ibrahim ve

Ahmed, 2007), Bacillus subtilis (Deka ve ark.,

2011), Bacillus thuringiensis (Lin ve ark.,
2012), Bacillus cereus (Lah ve ark., 2012),
Bacillus licheniformis (Acharya  ve
Chaudhary, 2012), Cellulomonas cellulans
(Mishra ve Pandey Lata, 2007), Clostridium
thermocellum (Zhuang ve ark., 2007),
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Cytophaga hutchinsonii (Mishra ve Pandey
Lata, 2007) bu mikroorganizmalardan
bazilaridir. Bununla birlikte, bu
mikroorganizmalar arasinda sadece birkagi
sicakliga direngli seliilaz enzimi iiretmektedir
ve bu oOzelliklerinden dolayr endiistriyel
kullanimda biiyiik 6nem tasimaktadirlar.
Endiistriyel kullanimlarinda sicakliga
direngliligin 6nemli olmasi, termofilik ve
hipertermofilik mikroorganizmalara sicakliga
direngli enzimlerin kaynagi olarak 6nemli bir
rol yiiklemistir (Burhan ve ark., 2003).

Bu calismada Osmaniye ili Diizigi ilgesi
siirlar1  icerisinde  bulunan  Haruniye
Kaplicasi’ndan alinan orneklerden ii¢c adet
termofilik bakteri, Bacillus sp. HG1, HG2 ve
HG3 izole edilmislerdir. Vieille ve Zeikus
(2001) termofilik organizmalarin optimum
olarak 50-80°C’de gelisim gosterdiklerini
bildirmistir. Bu durumda Bacillus sp. HG1,
HG2 ve HG3 izolatlar1 termofilik olarak
tanimlanabilir. Bu izolatlardan HG1 ve HG2
en yiiksek CMCaz aktivitesini 60°C’de, HG3
ise  70°C’de gostermislerdir (Sekil 1A).
Termofil ve hipertermofil
mikroorganizmalarca {iretilen birgok enzimin

optimum aktivite gosterdikleri  sicaklik
degerlerinin, bu enzimleri {iireten konukcu
mikroorganizmanin optimum gelisim

gosterdigi sicaklik degerleri ile benzerlik
gosterdikleri bildirilmistir (Vieille ve Zeikus,
2001). Bu ¢alismada izole edilen bakterilerin

optimum  gelisim  gosterdikleri  sicaklik
degerleri ile bu Dbakterilerce {iretilen
enzimlerin  optimum  aktivite  gOsterdigi

sicaklik degerleri bu literatiir bildirisi ile
benzerlik gostermektedir.

Daha once sicakliga direngli seliilaz
enzimleri {ireten bazi Bacillus tiirleri, B.
halodurans (Annamalai ve ark., 2013), B.
licheniformis (Bischoff ve ark., 2006), B.
subtilis (Li ve ark., 2008) ve B.
amyloliquefaciens (Lee ve ark., 2008)
caligilmig ve rapor edilmistir. Bacillus kokenli

sicakliga direngli ~ seliilazlarin  optimum
aktivite i¢in ihtiya¢ duyduklar1 sicakliklarin
50-70°C arasinda degistigi  bildirilmistir

(Sadhu ve Maiti, 2013). Bu ¢alismada izole
edilen bakterilerce iiretilen seliilaz
enzimlerinin optimum aktivite gosterdikleri
sicaklik degerleri bu sinirlar igerisinde yer
almistir. Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3
izolatlarinin optimum olarak 55°C’de gelisim
gostermeleri ve bu bakterilerce {iretilen
enzimlerin optimum aktivite gosterdikleri
sicaklik  degerlerinin  60-70°C  araliginda
olmasi, bu izolatlarin B. stearothermophilus
suslar1 olabilecegini akla getirmektedir. Fakat

bunu kesin olarak soyleyebilmek igin, 50
farkli karbon kaynagini iceren APl 50 CHB
testi ile teyit edilmesi gerekmektedir (Wind ve
ark., 1994).

Calismada izole edilen enzimlerden HG1
ve HG3 optimum aktivitesini pH 5.0’de
gosterirken, HG2 4.0°de gdstermistir (Sekil
1C). Bu sonuglara gore her ii¢ enzim de
oldukga asit direngli goriilmektedir. Bununla
birlikte, her {i¢ enzim de bu optimum pH
degerlerinin yani sira alkali pH degerlerinde
de aktivite gosterebilmektedirler. HG1 ve
HG2 seliilazlart pH 8.0’da aktivitelerinin
sirastyla %63 ve 51°ini korurken, pH 9.0’da
yine sirasiyla %79 ve 72’lik bir aktivite
kaybina ugramiglardir. Buna karsililk HG3
selilazt 8.0, 9.0 ve 10.0 pH degerlerinde
sirastyla aktivitelerinin %68, 49 ve 46’sm
korumustur. Benzer pH optimumuna sahip
seliilaz enzimleri daha once Chaetomium
thermophile (Naim ve Jamil, 2007), Bacillus
sp. AC-1 (Li ve ark., 2006), Bacillus
thuringiensis (Lin ve ark., 2012), Bacillus sp.
(Patel ve ark., 2005), Bacillus subtilis
(Nakamura ve Kitamura, 1988), Bacillus M-9
(Bajaj ve ark., 2009) ve Clostridium
thermocellum (Ng ve Zeikus, 1988)
bakterilerinde rapor edilmistir. Enzimlerin
genis bir pH araliginda aktivite gdstermeleri
endiistriyel uygulamalar i¢in arzu edilen bir
durumdur.

HG1, HG2 ve HG3 seliilazlari i¢in spesifik
aktivite degerleri sirasiyla 34.1, 67.8 ve 112.3
U/mg olarak hesaplanmistir.  Genellikle
selilazlarin ~ spesifik  aktivite  degerleri
degiskenlik gostermektedir. Hakamada ve ark.
(1997) calistiklar1 Bacillus sp. KSM-S237
susuna ait selilaz enziminin  spesifik
aktivitesini 49.4 U/mg olarak bildirirken,
Irshad ve ark. (2013) Trichoderma viride
selilazmmin spesifik aktivitesini 498 U/mg
olarak bildirmistir. Bu ¢alismada izole edilen
selilaz enzimlerine ait spesifik aktivite
degerleri normal sinirlar igerisinde
goriilmektedir. Mutagenesis veya klonlama
yontemleriyle bu degerler artirildig takdirde,
enzimler endiistriyel kullanim i¢in daha uygun
hale getirilebilirler.

Sicakliga direngli HG1, HG2 ve HG3
seliilazlarinin  hiicredis1 toplam proteinleri
SDS-PAGE’de karsilagtirilmis ve benzer bant
profilleri yani sira, farkli bant profilleri de
sergiledikleri gozlenmistir. Bu bulgu, her ii¢
izolatin da birbirinden farkli olduklarini ortaya
koymaktadir.

SONUC
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Bu caligmada sicakliga direngli seliilaz
enzimleri treten Ug¢ adet Bacillus sp. izole
edilerek enzimlerin kismi karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. Her {i¢ enzim de genis bir
sicaklk  ve pH araliginda  aktivite
gostermislerdir. Enzimlerin sicakliga direngli
olmalar1 yani sira asidik karakter gostermeleri
endiistriyel  kullanim  agisindan  6nem
tastyabilir. Bu enzimlerin  iretimlerinin
molekiiler genetik ydntemleriyle artirilarak
optimize edilmeleri sonucunda ticari kullanim
olanaklar arastirilabilir.
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