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ÖZET 

Bu çalışmada, Düziçi sınırları içerisinde bulunan Haruniye Kaplıcası’ndan toplanan toprak 

numunelerinden üç adet termofilik Bacillus sp. izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Bakteriler sırasıyla 

Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 olarak isimlendirilmişlerdir. Selülaz üretimi, üreme periyodunun 

başlangıcından itibaren HG1 ve HG2 izolatları için 72. saatte, HG3 izolatı için ise 24. saatte 

maksimum düzeye çıkmıştır. HG1 ve HG2 selülazları optimum aktivitelerini 60°C’de gösterirken, 

HG3 selülazı 70°C’de göstermiştir.  Bununla birlikte HG1 ve HG3 selülazları optimum 

aktivitelerini pH 5.0’de gösterirken, HG2 selülazı pH 4.0’de göstermiştir. Her üç enzim de 

60°C’de 30 dakika muhafaza edildiklerinde aktivitelerinin tamamını korurken, daha yüksek 

sıcaklık değerlerinde 30 dk inkübasyon sonucunda aktivitelerini kaybetmeye başlamışlardır. HG1, 

HG2 ve HG3 enzimlerine ait spesifik aktiviteler 55°C’de sırasıyla 34.1, 67.8 ve 112.3 U/mg olarak 

belirlenmiştir. 
 

Anahtar kelimeler: Bacillus sp., selülaz, 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 Düziçi. The isolates were entitled as Bacillus sp. 

HG1, HG2, and HG3, respectively. The maximum cellulase productions were revealed at 72
nd

 

hour of incubation period for HG1 and HG2 strain, and at 24
th

 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.  
 

Key words: Bacillus sp., cellulase, isolation, characterization 

 
GİRİŞ 

 

Selüloz, yeryüzünde en yaygın bulunan 

organik molekül olup bitki ve alglerin hücre 

duvarlarının yapısında bulunmakla beraber, 

bazı hayvanlar ve bakteriler tarafından da 

üretilmektedir (Lynd ve ark., 2002).  

Moleküler düzeyde düz bir polimer olan 

selüloz, glikoz ünitelerinin β-1,4-glikozidik 

bağlarla bağlaması sonucu oluşmaktadır 

(Sukumaran ve ark., 2005). Selülazlar ise 

selüloz moleküllerindeki β-1,4-glikozidik 

bağları hidrolize ederek glikoz moleküllerini 

serbest bırakan enzimlerdir (Nishida ve ark., 

2007). Selülolitik organizmalar, 

endoglukanazlar (β-1,4-D-glukan 

glukanohidrolaz; EC 3.2.1.4), ekzoglukanazlar 

(β-1,4-D-glukan sellobiyohidrolaz; EC 

3.2.1.91) ve β-1,4-D-glukosidazlar (sellobiaz 

veya β-D-glikozid glikozil hidrolaz; EC 

3.2.1.21) olmak üzere üç temel grup enzim 

üretirler (Ryu ve Mandels, 1980; Wood, 

1985). Bu enzimlerden ilk ikisi selülozu 

oligosakkaritlere ve sellobiyoza parçalarken, 

β-glukosidaz sellobiyozu glikoza parçalar 

(Shimada ve ark., 1994). Genel olarak diğer 
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selülolitik bakteriler gibi Bacillus’lar da 

selüloz ve diğer β-glukan substratlara karşı 

düşük hidrolitik aktiviteye sahiptir. Bununla 

birlikte rekombinant DNA teknolojisindeki 

gelişmeler Bacillus’ların selülolitik enzim 

kaynağı olarak yeniden revaçta olmalarını 

sağlamıştır. 

Ülkemizde tahıl üretiminin yaygın olması, 

üretilen arpa, yulaf gibi yüksek selüloz içerikli 

yem hammaddelerinin, sap ve saman gibi 

bitkisel artıkların tarımsal üretim sonucu 

büyük miktarlarda ortaya çıkması, bunların 

ekonomik bir şekilde değerlendirilmesini 

zorunlu kılmaktadır (Özcan ve ark., 1994). Bu 

sebeple başta Bacillus’lar olmak üzere 

mikroorganizmalarca üretilen selülaz 

enzimleri, yüksek düzeyde selüloz içeren 

yemlere ilave edilerek sindirimlerinin 

artırılmasına yardımcı olabilir (Gado ve ark., 

2007; Azzaz, 2009; Murad ve Azzaz, 2010). 

Silaja selülaz enzimlerinin ilavesi ile silajın 

sindirilebilirliğinde kayda değer bir artış 

sağlandığı da bildirilmiştir (van Vuuren ve 

ark., 1989; Ridla ve Uchida, 1993).  Yine 

karışık bağlı beta-glukanaz enziminin (β-(1,3-

1,4)-glukanaz) kanatlı rasyonlarında 

kullanımı, kanatlılarda yapışkan dışkı adı 

verilen ve arpa gibi yüksek selüloz içeren 

yemlerin oluşturduğu sorunun ortadan 

kalkmasını sağlamaktadır.  

Bacillus’lar α-amilaz, proteaz, β-glukanaz, 

ksilanaz, likenaz ve diğer birçok önemli 

endüstriyel enzimler ile insektisit ve 

antibiyotik gibi biyomoleküllerin üretim 

kaynağıdırlar (Priest, 1977; Horikoshi, 1996). 

Bacillus cinsine ait termofilik bakterilerin 

yayılımı sıklıkla tartışılmıştır. İzole edilen 

termofilik bakterilerden sadece birkaçının 

genotipik ve fenotipik çeşitliliğine göre tam 

olarak termofilik Bacillus sp. suşlarını 

karakterize ettiği bildirilmiştir (Mora ve ark., 

1998). Termofilik bakterilerin yaşam alanları, 

sıcak su kaynakları ve kaplıca gibi doğal ve 

insan yapımı tüm karasal ve denizel sıcak 

çevrelerdir. Termofilik organizmalar optimum 

olarak 50-80°C sıcaklık aralıklarında gelişim 

gösterirler (Vieille ve Zeikus, 2001). Bu 

mikroorganizmalarca üretilen enzimler, 

yüksek sıcaklık koşullarında aktivite 

göstermelerinden dolayı endüstriyel 

uygulamalarda sıklıkla tercih edilmektedirler 

(Gaur ve ark., 2012). Bu çalışmada, Osmaniye 

ili Düziçi ilçesi sınırları içerisinde bulunan 

Haruniye Kaplıcası’ndan alınan toprak 

numunelerinden üç adet termofilik Bacillus 

sp. izole edilmiş ve bu izolatlarca üretilen 

karboksimetil selülaz (CMCaz; β-1,4-

glukanaz) enzimlerinin kısmi 

karakterizasyonları gerçekleştirilmiştir. 

 

MATERYAL ve METOT 

 

Bakteriler ve Kültür Koşulları 

Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 bakterileri 

Türkiye’nin Osmaniye ili Düziçi ilçesi 

sınırları içerisinde bulunan Haruniye 

Kaplıcası’ndan toplanan toprak 

numunelerinden izole edilmişlerdir. 

Bakterilerin izolasyonu Lennete ve ark. 

(1985)’e göre yapılmıştır. Termofilik Bacillus 

sporlarının çimlenmesi LB besiyeri (%10 

(w/v) tripton, %5 (w/v) maya özütü, %10 

(w/v) NaCl, pH 7.5) kullanılarak 55°C 

sıcaklık koşullarında yapılmıştır. Katı besiyeri 

kullanıldığı durumlarda LB besiyerine %1.5 

(w/v) agar ilave edilmiştir.  Karboksimetil 

selülaz (CMCaz) aktivitelerinin belirlenmesi 

için koloniler tek tek steril kürdanlarla alınmış 

ve %0.1 (w/v) CMC (karboksimetil selüloz) 

içeren LB-agar plaklarına aktarılarak 55°C’de 

inkübasyona bırakılmışlardır. Koloni gelişimi 

tamamlandıktan sonra, bakterilerin geliştiği 

plağa Congo-red solüsyonu (%0.1 (w/v) 

Congo-red) dökülerek besiyerinin 15 dakika 

süreyle boyanmaları sağlanmıştır. Süre 

sonunda boya plaklardan uzaklaştırılarak bu 

sefer besiyerinin üzerine 1M NaCl solüsyonu 

ilave edilmiş ve 15 dakika daha beklenerek 

fazla boyanın uzaklaşması sağlanmıştır. 

Congo-red CMC’yi kırmızıya 

boyayacağından, kırmızıya boyanan zeminde 

sarımtırak zon oluşturan koloniler CMCaz 

pozitif koloniler olarak belirlenmiştir. 

Enzim Üretimi 
Termofilik Bacillus suşları LB besiyerinde 

55°C’de 200 rpm çalkalama hızında 24 saat 

boyunca üretilmişlerdir. Sıvı kültür ortamı 

santrifüj edilerek (Hettich Universal EBA12; 

5.000 rpm, 10 dk), bakterilerin pelet 

oluşturması sağlanmış, ekstraselüler enzimleri 

içeren süpernatant kısım (sıvı faz) ise enzim 

analizleri için kullanılmıştır (Demirkan, 

2010).  

Enzimatik Analizler 

CMCaz analizleri, 0.5 mL hücredışı sıvıya 

0.1 M fosfat bafır (pH 6.5) ile hazırlanmış 0.5 

mL CMC (%2 (w/v)) eklenmesi ile 55°C’de 

30 dk inkübe edilerek yapılmıştır. Reaksiyon 

2 mL 3,5-dinitrosalisilik asit eklenerek 

sonlandırılmış ve numuneler 5 dk süreyle 

kaynatıldıktan sonra spektrofotometre 

(Pharmacia) ile A540 nm dalga boyunda 

ölçülmüştür (Miller, 1959). Bir enzim ünitesi, 

1 dk boyunca 55°C’de substrattan 1 mmol 
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glikozu serbest bırakan enzim miktarı olarak 

tanımlanmıştır. 

Enzim Aktiviteleri Üzerine Sıcaklık ve 

pH’nın Etkisi 
Enzim aktiviteleri üzerine sıcaklık ve 

pH’nın etkisi, enzimlerin substrat ile 30-90°C 

arasında değişen farklı sıcaklık ve 4.0-10.0 

arasında değişen farklı pH koşullarında 30 dk 

süreyle inkübasyona bırakılması ile 

ölçülmüştür. pH’nın enzim aktiviteleri üzerine 

etkisinin araştırılmasında 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) 

solüsyonları kullanılmıştır (Burhan ve ark., 

2003). 

Zamana Göre Enzim Aktivitelerinin 

Belirlenmesi 
 Zamana göre enzim aktivitelerinin 

belirlenmesinde, bakteri inokülasyonunun 

başlangıcından itibaren her 12 saatte bir 

olmak üzere 72 saat boyunca bakteri 

kültüründen enzim numuneleri alınmış ve 

yukarıda verilen protokol uyarınca DNS 

yöntemine göre enzim aktiviteleri 

belirlenmiştir. 

SDS-PAGE Analizleri 
SDS-PAGE analizi Laemmli (1970) 

tarafından belirtilen protokole göre %12 

(w/v)’lik jel kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Elektroforezden sonra, jel bir saat süreyle 

Coomassie blue R 250 boyası (%40 (v/v) 

metanol, %10 (v/v) glasial asetik asit, %50 

(v/v) saf su, %0.1 (w/v) Coomassie blue R 

250) ile boyanmış, sonrasında ise boya 

içermeyen aynı solüsyonda en az bir saat 

süreyle yıkanarak fazla boyanın uzaklaşması 

sağlanmış ve protein bantları görünür hale 

gelmiştir. 

 

ARAŞTIRMA BULGULARI ve 

TARTIŞMA 

 

Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 izolatları 

gram pozitif, çubuk şeklinde, spor oluşturan 

ve aerobik mikroorganizmalardır. Her üç 

izolat da pH 7.5’de ve 55°C’de gelişim 

göstermişlerdir. İzolatların üreme 

periyodunun her 12 saatinde bir enzim 

numunesi alınmış, HG1 ve HG2 izolatlarının 

en yüksek düzeyde selülaz üretimini, üreme 

periyodunun 72. saatinde, HG3 izolatının ise 

24. saatinde gerçekleştirdiği görülmüştür 

(Şekil 1A). Selülaz üretiminde ikinci yüksek 

oransal aktivitelerini HG1 üreme periyodunun 

36., HG2 24. ve HG3 ise 60. saatinde 

göstermişlerdir. Her üç izolatın da zamana 

göre enzim üretiminde inişli-çıkışlı bir grafik 

eğrisi ortaya koyduğu gözlenmiştir. 

Bakteriler 30-90°C arasında değişen 

sıcaklık aralıklarında kültüre alınmış ve her 

bir sıcaklık değerinde CMCaz üretim 

düzeyleri belirlenmiştir. İzolatlardan Bacillus 

sp. HG1 ve HG2 en yüksek enzim üretimini 

60°C’de gösterirken, CT3 70°C’de 

göstermiştir (Şekil 1B). 70, 80 ve 90°C’lerde 

ortalama enzim aktiviteleri HG1, HG2 ve 

HG3 izolatları için sırasıyla %70, 32 ve 68 

olarak gerçekleşmiştir. 30, 40 ve 50°C’lerin 

ortalama aktiviteleri ise yine izolatlar için 

sırasıyla %66, 52 ve 44 oranlarında 

gerçekleşmiştir. 

Bacillus sp. HG1 ve HG3 CMCazları 

optimum aktivitelerini pH 5.0’de gösterirken, 

HG2 CMCazı pH 4.0’de göstermiştir (Şekil 

1C). HG1, HG2 ve HG3 CMCazlarının nötral 

pH’da aktiviteleri ortalama olarak sırasıyla 

%67, 53 ve 76 düzeyinde gerçekleşmiştir. Her 

üç enzimin 4.0-6.0 pH aralığında ortalama 

enzim aktiviteleri sırasıyla %93, 73 ve 66 

oranında gerçekleşirken, 8.0-10.0 pH 

aralığında bu oranlar yine sırasıyla %30, 31 ve 

54 olarak gerçekleşmiştir. 

Termal kararlılıklarını ölçmek için 

enzimler CMC ile reaksiyona sokulmadan 

önce 50-90°C arasında değişen sıcaklık 

değerlerinde 30 dk ön inkübasyona 

bırakılmışlardır. Enzimlerin 60°C’de ön 

inkübasyonu sonucunda aktivitelerinin 

tamamı korunurken, bu sıcaklık değerinden 

sonra termal kararlılıklarını kaybetmeye 

başladıkları görülmüştür (Şekil 1D). 90°C’de 

30 dk ön inkübasyon sonucunda HG1 

CMCazı aktivitesinin %76’sını kaybederken, 

bu değer HG2 ve HG3 CMCazları için 

sırasıyla %67 ve 51 olmuştur. 

Enzimlere ait spesifik aktivite değerleri 

HG1, HG2 ve HG3 CMCazları için sırasıyla 

34.1, 67.8 ve 112.3 U/mg olarak bulunmuştur. 

Enzimler bu spesifik aktivite değerlerine 

substrat olarak CMC kullanıldığı durumda 

ulaşmışlardır.  

Her üç bakteriye ait hücredışı proteinler 

SDS-PAGE’de karşılaştırılmışlardır. Toplam 

protein bantları incelendiklerinde, her üç 

bakterinin de bant profilleri bakımından kısmi 

farklılıklar gösterdikleri görülmektedir (Şekil 

2). 
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Şekil 1. Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 izolatlarının bazı enzimatik özellikleri. A: Zamana göre enzim 

üretimi, B: Sıcaklık optimum değerleri, C: pH optimum değerleri, D: Termal kararlılık 

 

 
Şekil 2. İzolatlara ait hücre dışı proteinlerin SDS-PAGE’de karşılaştırılması. 
 
 

 

TARTIŞMA 

 

Selülozu hidrolize eden birçok 

mikroorganizma rapor edilmiştir. 

Anoxybacillus 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 

bazılarıdır. Bununla birlikte, bu 

mikroorganizmalar arasında sadece birkaçı 

sıcaklığa dirençli selülaz enzimi üretmektedir 

ve bu özelliklerinden dolayı endüstriyel 

kullanımda büyük önem taşımaktadırlar. 

Endüstriyel kullanımlarında sıcaklığa 

dirençliliğin önemli olması, termofilik ve 

hipertermofilik mikroorganizmalara sıcaklığa 

dirençli enzimlerin kaynağı olarak önemli bir 

rol yüklemiştir (Burhan ve ark., 2003). 

Bu çalışmada Osmaniye ili Düziçi ilçesi 

sınırları içerisinde bulunan Haruniye 

Kaplıcası’ndan alınan örneklerden üç adet 

termofilik bakteri, Bacillus sp. HG1, HG2 ve 

HG3 izole edilmişlerdir. Vieille ve Zeikus 

(2001) termofilik organizmaların optimum 

olarak 50-80°C’de gelişim gösterdiklerini 

bildirmiştir. Bu durumda Bacillus sp. HG1, 

HG2 ve HG3 izolatları termofilik olarak 

tanımlanabilir. Bu izolatlardan HG1 ve HG2 

en yüksek CMCaz aktivitesini 60°C’de, HG3 

ise 70°C’de göstermişlerdir (Şekil 1A). 

Termofil ve hipertermofil 

mikroorganizmalarca üretilen birçok enzimin 

optimum aktivite gösterdikleri sıcaklık 

değerlerinin, bu enzimleri üreten konukçu 

mikroorganizmanın optimum gelişim 

gösterdiği sıcaklık değerleri ile benzerlik 

gösterdikleri bildirilmiştir (Vieille ve Zeikus, 

2001). Bu çalışmada izole edilen bakterilerin 

optimum gelişim gösterdikleri sıcaklık 

değerleri ile bu bakterilerce üretilen 

enzimlerin optimum aktivite gösterdiği 

sıcaklık değerleri bu literatür bildirişi ile 

benzerlik göstermektedir. 

Daha önce sıcaklığa dirençli selülaz 

enzimleri üreten bazı Bacillus türleri, 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) 

çalışılmış ve rapor edilmiştir. Bacillus kökenli 

sıcaklığa dirençli selülazların optimum 

aktivite için ihtiyaç duydukları sıcaklıkların 

50-70°C arasında değiştiği bildirilmiştir 

(Sadhu ve Maiti, 2013). Bu çalışmada izole 

edilen bakterilerce üretilen selülaz 

enzimlerinin optimum aktivite gösterdikleri 

sıcaklık değerleri bu sınırlar içerisinde yer 

almıştır. Bacillus sp. HG1, HG2 ve HG3 

izolatlarının optimum olarak 55°C’de gelişim 

göstermeleri ve bu bakterilerce üretilen 

enzimlerin optimum aktivite gösterdikleri 

sıcaklık değerlerinin 60-70°C aralığında 

olması, bu izolatların B. stearothermophilus 

suşları olabileceğini akla getirmektedir. Fakat 

bunu kesin olarak söyleyebilmek için, 50 

farklı karbon kaynağını içeren API 50 CHB 

testi ile teyit edilmesi gerekmektedir (Wind ve 

ark., 1994). 

Çalışmada izole edilen enzimlerden HG1 

ve HG3 optimum aktivitesini pH 5.0’de 

gösterirken, HG2 4.0’de göstermiştir (Şekil 

1C). Bu sonuçlara göre her üç enzim de 

oldukça asit dirençli görülmektedir. Bununla 

birlikte, her üç enzim de bu optimum pH 

değerlerinin yanı sıra alkali pH değerlerinde 

de aktivite gösterebilmektedirler. HG1 ve 

HG2 selülazları pH 8.0’da aktivitelerinin 

sırasıyla %63 ve 51’ini korurken, pH 9.0’da 

yine sırasıyla %79 ve 72’lik bir aktivite 

kaybına uğramışlardır. Buna karşılık HG3 

selülazı 8.0, 9.0 ve 10.0 pH değerlerinde 

sırasıyla aktivitelerinin %68, 49 ve 46’sını 

korumuştur. Benzer pH optimumuna sahip 

selülaz enzimleri daha önce 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 edilmiştir. Enzimlerin 

geniş bir pH aralığında aktivite göstermeleri 

endüstriyel uygulamalar için arzu edilen bir 

durumdur.  

HG1, HG2 ve HG3 selülazları için spesifik 

aktivite değerleri sırasıyla 34.1, 67.8 ve 112.3 

U/mg olarak hesaplanmıştır. Genellikle 

selülazların spesifik aktivite değerleri 

değişkenlik göstermektedir. Hakamada ve ark. 

(1997) çalıştıkları Bacillus sp. KSM-S237 

suşuna ait selülaz enziminin spesifik 

aktivitesini 49.4 U/mg olarak bildirirken, 

Irshad ve ark. (2013) Trichoderma viride 

selülazının spesifik aktivitesini 498 U/mg 

olarak bildirmiştir. Bu çalışmada izole edilen 

selülaz enzimlerine ait spesifik aktivite 

değerleri normal sınırlar içerisinde 

görülmektedir. Mutagenesis veya klonlama 

yöntemleriyle bu değerler artırıldığı takdirde, 

enzimler endüstriyel kullanım için daha uygun 

hale getirilebilirler. 

Sıcaklığa dirençli HG1, HG2 ve HG3 

selülazlarının hücredışı toplam proteinleri 

SDS-PAGE’de karşılaştırılmış ve benzer bant 

profilleri yanı sıra, farklı bant profilleri de 

sergiledikleri gözlenmiştir. Bu bulgu, her üç 

izolatın da birbirinden farklı olduklarını ortaya 

koymaktadır.  

 

SONUÇ 
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Bu çalışmada sıcaklığa dirençli selülaz 

enzimleri üreten üç adet Bacillus sp. izole 

edilerek enzimlerin kısmi karakterizasyonları 

gerçekleştirilmiştir. Her üç enzim de geniş bir 

sıcaklık ve pH aralığında aktivite 

göstermişlerdir. Enzimlerin sıcaklığa dirençli 

olmaları yanı sıra asidik karakter göstermeleri 

endüstriyel kullanım açısından önem 

taşıyabilir. Bu enzimlerin üretimlerinin 

moleküler genetik yöntemleriyle artırılarak 

optimize edilmeleri sonucunda ticari kullanım 

olanakları araştırılabilir.  
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