JAES

. . . . Year: 4, No: 2,2019 (166-173)
Journal of Anatolian Environmental and Animal Sciences

(Anadolu Cevre ve Hayvancilik Bilimleri Dergisi) ACEH

Doi: https://doi.org/10.35229/jaes.561017
Yil: 4, Say1:2, 2019 (166-173)

ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH PAPER ‘

Artabel Gélleri (Giimiishane) Sedimentlerinden izole Edilen Aktinobakterilerin
Antimikrobiyal Madde ve Endiistriyel Onemi Olan Enzimleri Uretme
Kapasitelerinin Belirlenmesi

Kadriye OZCAN'*

‘Giresun Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Bolimi, Giresun, Turkiye.
*U2J: https://orcid.org/0000-0002-4913-6035

Received date: 06.05.2019 Accepted date: 13.06.2019

Atif yapmak igin: Ozcan, K. (2019). Artabel golleri (Giimiishane) sedimentlerinden izole edilen aktinobakterilerin antimikrobiyal madde ve endiistriyel Gnemi
olan enzimleri {iretme kapasitelerinin belirlenmesi. Anadolu Cev. ve Hay. Dergisi, 4(2), 166-173.

How to cite: Ozcan, K. (2019). Determination of capacity of actinobacteria isolated from Artabel lakes (Giimiishane) sediment to produce antimicrobial agents
and enzymes of industrial importance. Anatolian Env. and Anim. Sciences, 4(2), 166-173.

Oz: Bu caligmada, Artabel gollerinden alnan sediment &rneklerinden aktinobakteri izolasyonu gerceklestirilmis ve izolatlarin
antimikrobiyal ve enzim iiretme kapasiteleri arastirilmustir. 5 farkli gél sedimentinden SCA, R2A, M6, SM3, AIA ve M1 besiyerileri kullanilarak
toplamda 48 izolat elde edilmistir. zolatlarin, ¢apraz ¢izgi ekim ile antimikrobiyal aktivitesi, uygun besiyeriler kullamlarak hazirlanan petrilerde
ise lipaz, amilaz, proteaz, pektinaz ve seliilaz enzim iiretim kapasiteleri belirlenmistir. Tarama sonucunda izolatlarin %9,2'si antimikrobiyal ve
%85,4't enzim aktivitesi gostermistir. Bununla birlikte, %8,3'i herhangi bir aktivite gdstermemistir. Antimikrobiyal aktivite yogun olarak C.
albicans (%64,6) iizerine gergeklesirken, S. thyphymurium’a karsi aktivite tespit edilmemistir. Izolatlar en fazla amilaz enzimini iiretme
egilimine sahip bulunmustur. Besiyeri ve aktif izolatlar arasindaki baglanti incelendiginde, SCA en fazla aktinobakterinin izole edildigi besiyeri
bulunmustur. Diger taraftan SCA, C. albicans inhibisyonu yiiksek olan izolatlarin elde edilmesini de saglamistir. Bu ¢alismada, M6 ve SCA
enzim Uretimi, M1 ise antimikrobiyal aktivite taramalarinda aktif izolatlarin elde edilmesi bakimindan en etkili besiyeriler olarak tespit
edilmistir. Sonug olarak Artabel gollerinden elde edilen aktinobakterilerin genis spektrumda antimikrobiyal ve enzim iiretim kapasitesine sahip
oldugu bulunmustur. Bu 6zellikleri nedeniyle endiistriyel veya farmakolojik dneme sahip bilesiklerin eldesinde kaynak olarak kullanilma
potansiyelleri oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Aktinobakteri, antimikrobiyal aktivite, Artabel, enzim iiretim kapasitesi, g6l sediment.

Determination of Capacity of Actinobacteria Isolated From Artabel Lakes (Giimiishane)
Sediment to Produce Antimicrobial Agents and Enzymes of Industrial Importance

Abstract: In this study, actinobacteria were isolated from the sediment samples taken from Artabel lakes and, antimicrobial and
enzyme production capacity of the isolates were investigated. A total of 48 isolates were obtained from 5 different lake sediments using SCA,
R2A, M6, SM3, AIA and M1 media. The antimicrobial activity of the isolates by cross-line sowing and the enzyme production capacities on
lipase, amylase, protease, pectinase, and cellulase were determined in the petri dishes prepared using suitable media. As a result of the screening,
79.2% of the isolates showed antimicrobial and 85.4% of the isolates enzyme activity. However, 8.3% of them did not exhibit any activity.
While antimicrobial activity was intensely performed on C. albicans (64.6%), activity against S. thyphymurium was not detected. The isolates
were mostly produce the amylase. When the relationship between the medium and active isolates was examined, the SCA was the medium in
which the actinobacteria were most isolated. On the other hand, SCA also allowed to obtain isolates with high C. albicans inhibition. In this
study, M6 and SCA were found to be the most effective medium for enzyme production and M1 for active isolates in screening antimicrobial
activity. As a result, it was found that actibacteria obtained from Artabel lakes have a wide spectrum of antimicrobial agents and enzyme
production capacities. Because of these properties, it is considered that they have the potential to be used as a source for the extraction of
industrial or pharmacologically important compounds.

Keywords: Actinobacteria, antimicrobial activity, Artabel, enzyme production capacity, lake sediment
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GIRiS

Aktinobakteriler, Gram pozitif, yiksek G+C
icerigine sahip ipliksi mikroorganizmalardir. Petrilerde ¢ok
farkli sekillerde ve renklerde bulunmalarinin yani sira spor
olusturma meyilleri ile de ayirt edilebilirler. Koloni renkleri
beyaz, pembeden yesil ve gri tonlara varan cesitlilikte
goriilebilir. Yine petride pudramsi, toz gibi dagilan spor
olugsumlar1 gérmek miimkiinse de daha sik1 koloniler, derimsi
yap1 veya batik olusumu da goriilebilir (Waksman, 1989).
Aktinobakteriler karasal ve sucul habitatlarda dogal olarak
bulunan mikroorganizmalardir (Das vd., 2014, Goodfellow
ve Williams, 1983; Ozcan vd., 2013; Abdelmohsen vd.,
2014) ve organik molekiillerin par¢alanmasi ve biyolojik
aktif bilesiklerin sentezinden sorumludurlar (Naikpatil ve
Rathod). Sahip olduklar1 6zel yetenckleri sayesinde
endiistride, antibiyotikler, vitaminler ve enzimler gibi farkli
ozellikteki bircok biyoaktif madde {ireticileri konumunda
olmalar1 sebebiyle ekonomik 6nemleri vardir (DeBoer vd.,
2005). Aktinobakteriler giiniimiize kadar kesfedilen
antitimoral, immiinosiipresif ajanlar, enzimler ve &zellikle
antibiyotikler gibi biyoaktif ikincil metabolitlerin neredeyse
yarisinin Uretiminden sorumludur (Berdy, 2005; Cragg ve
Newman, 2005; Mann, 2001; Oldfield vd., 1998; Pecznska-
Czoch ve Mordarski, 1988; Strohl, 2004). Bilinen
antibiyotiklerin biiyiikk bir kismu aktinobakterilerden elde
edilmistir (Kekuda vd., 2010).

Ticari olarak temin edilebilen enzimlerin kaynagi
bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardir. Bununla birlikte
ticari olarak temin edilebilen enzimlerin biiyiik kismi,
mikroorganizmalar tarafindan iiretilir. Mikroorganizmalardan
enzim Uretimi, beslenme gereksinimi kolayligi, hizli biiylime
vb. islemlerinden dolay1 arastirmacilar tarafindan daha fazla
ragbet gormektedir (Leisola vd., 2004). Endiistride
biyoteknoloji ve biyomedikal alaninlarinda yaygin kullanilan
enzimlerin pek ¢ok Actinomycetes susu tarafindan iretildigi
bildirilmistir (Divya vd., 2013).

Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen enzimler, ¢ok
sayida reaksiyon i¢in potansiyel biyokatalizorler olarak kabul
edilir. Mikrobiyal kaynaktan tiiretilen enzimler genellikle
glivenli olarak kabul edilir ve ¢ok ¢esitli sicaklik, pH,
veya diger asi1  kosullarda  calisirlar.
Aktinobakteriler, metabolik yonliiliikleri igin iyi tanimlanmis
ve tanman en cesitli mikroorganizma gruplarindan biri
olmakla beraber seliilloz, kitin ve pektin gibi organik
maddelerin ayrigmasinda hayati bir rol oynarlar. Boylelikle
karbon dongiisiinde Onemli bir rol oynarlar ve toprak
yapisinin korunmasina yardimci olurlar (Priyadharsini ve
Dhanasekaran, 2015; Kim, 2016).

Farmasotik ve ticari 6nemi olan aktinobakteriler ve
onlarin {drettigi biyoaktif Dbilegsenlerin farkli ekstrem
bolgelerden calisilmast 6nemlidir. Ciinkii i¢inde bulunduklari
ortam mikroorganizmalarmn farkli
iretimini tesvik etmektedir. Dolayist ile farkli bdlgelerden

tuzluluk

sekonder metabolit
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aktinobakterilerin izolasyonu, daha oOnce elde edilmis
iiriinlerden farkli 6zelliklerde biyoaktif metabolit eldesine yol
acmaktadir. Bu calismada Artabel Tabiat Parki igerisinde
yaklagik 2800-3000 m yiikseklikte yer alan ve daha Once
benzer bir ¢alisma yapilmamis 5 farkli gélden aktinobakteri
izolasyonu, izolatlarin antibiyotik ve enzim iiretim kapasitesi

bakimindan incelenmesi amaglanmuistir.
MATERYAL ve METOT

Sediment Orneklerinin  toplanmasi:  Sediment
Ornekleri Artabel Golleri Tabiat Parki’nda yer alan 5 buzul
golden steril 50 mL hacimli falcon tiiplere alinmistir. Alinan
ornekler soguk zincirde laboratuvara taginmig ve vakit
kaybetmeden izolasyon islemine gecilmistir. Orneklere ait
bilgiler Tablo 1’de verilmistir.

Aktinobakterilerin  izolasyonu: icin
aktinobakteriler icin uygun olan ve siklikla kullanilan
besiyeriler tercih edilmistir. izolasyon besiyeri olarak SCA
(10 g nisasta, 0,3 g kazein, 2 g KNOs, 0,05 g MgS0O4.7H,0, 2
g KoHPOy4, 2 g NaCl, 0,02 g CaCOs, 0,01g FeSO4.7H,0), M6
(4 g et Oziitii, 4 g pepton, 1 g maya 6ziitli, 10 g glukoz,10 g
NaCl), M1 (10g nisasta,4 g maya 0ziitli, 2 g pepton), SM3
(10 g glukoz, 5 g pepton, 3 g tripton), R2A (15.2 g) ve AIA
(22 g, 5 g gliserol) 1 L hacimde pH 7 olacak sekilde
hazirlanmis, her besiyeriye nistatin (20 pg/mL) ve nalidiksik
asit (50 pg/mL) eklenmistir. Sediment 6rnekleri 10°-106
araliginda seyreltilmis ve 15-21 giin 15°C sicaklikta
inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda aktinobakteri
kolonileri, izolasyon besiyerileri kullanilarak pasajlanmis ve
saflagtirillmistir.  Saflik kontrolii Gram boyama yapilarak
mikroskobik inceleme yoluyla yapilmistir. Ayrica izolatlar,
morfolojik olarak segilimlerini saglamak amaciyla SFM
(soya mannitol agar; %20 mannitol ve %20 soya unu, pH 8)
besiyeriye aktarilarak spor olusturmalar: tesvik edilmistir ve
gliserol stoklar1 yapilarak -20°C’de muhafaza edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite taramasi: Antimikrobiyal
aktivite taramasinda 4 Gram (+), [Enterococcus faecium
DSMZ 13590, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, MRSA ATCC
43300], 5 Gram (-) [Escherichia coli ATCC 29998,
Klebsiella  pneumoniae  ATCC 13883, Salmonella
typhimurium CCM 5445, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Yersinia enterocolitica ATCC 27729], ve 2 maya
(Candida albicans DSMZ 5817, Candida tropicalis NRRLL
YB-366) kullanildi. Kullanilan mikroorganizmalar standart
test suslaridir.

Capraz ¢izgi ekim ile antimikrobiyal aktivite
taramas1 gerceklestirildi. Oncelikle, Miiller Hinton agar
petrilerinin  tam orta kismina cizgi  seklinde
aktinobakteriler inokiile edilip 6-7 giin 20°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda aktinobakterilere 90° agiyla

izolasyon

diz
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test organizmalart petriye ¢izildi ve 37°C’de bir gece

inkiibasyona birakildi (Selvameenal vd., 2009). Test
organizmalarin  aktinobakterilere uzakligi (inhibisyonu)
cetvel yardimiyla 6lgiildii.

Lipaz  Uretme  yeteneklerinin  incelenmesi:

Izolatlarin lipaz {iretme yetenekleri tribiitrin agar besiyeri
(%0,3 maya 6ziitii, %0,5 pepton, %1 tributrin, %2 agar; pH
6) petrilerinde 5 giinliik inkiibsyon sonunda aktinobakteri
kolonilerinin etrafinda seffaf zon olusumu ve zonun 6l¢imii
yoluyla belirlenmistir (Rapp ve Backhaus, 1992).

Amilaz  Uretme yeteneklerinin  incelenmesi:
Izolatlarin amilaz aktivitesi nisasta agar besiyeride (%l
nisasta, %0,3 NaCl, %0,1 KH,PO., %2 agar) 7 giinlik
inkiibasyon sonrasinda petrilere %]1°lik liigol eklenerek
belirlenmistir. Liigol besiyeriyi koyu renge boyamakta amilaz
oldugu bolgede seffaf olugmasini
saglamaktadir. Aktivitenin varlig1 aktinobakterilerin etrafinda
olusan seffaf zon 6l¢iilerek belirlenmistir (Fossi vd., 2009).

Proteaz Uretme yeteneklerinin  incelenmesi:
[zolatlarin proteaz iiretme yetenekleri, %1 kazein, %0,5 maya
Oziitli, %2 agar iceren basiyeride 7 gilinlik inkiibasyon
sonunda aktinobakterilerin etrafinda olusan seffaf zon
6l¢timii ile belirlenmistir (Mohamedin, 1999).

Selilaz  Gretme  yeteneklerinin  incelenmesi:
Izolatlarin seliilaz {iretme aktivitesi karboksimetilseliiloz
(CMC) besiyeri (%1,0 CMC, %0,3 NaCl, %0,1 KH,POs,
%2,0 agar) 7 giinliik inkiibasyon sonunda belirlenmistir. Petri
yilizeyine %0,1’lik Congo red soliisyonu uygulanmis 10
dakika bekletilmis, sonrasinda 1M NaCl soliisyonu ile petri
yikanmig ve 20 dakika sonunda aktivite belirlenmistir.
Seliilaz {iretimi olan aktinobakterilerin etrafinda bu siire
sonunda seffaf zon olusmus ve zon Oolgiilerek aktivite
kaydedilmistir.

Pektinaz Uretme yeteneklerinin incelenmesi:
[zolatlarm pektinaz iiretme kabiliyetleri %1 pektin, %0,3
(NH4)>HPOy4, %0,2 KH,PO4, %0,3 KoHPO4, %0,01 MgSOs,
%?2 agar igeren besiyeride 7 giinliikk inkiibasyon sonunda
aktinobakteri kolonilerinin etrafindaki seffaf zon ol¢iilerek
belirlenmistir (Nagaraju Ve Divakar, 2013).

uretiminin zon

BULGULAR ve TARTISMA

Bu caligmada Artabel Tabiat Parki igerisinde yer
alan 5 gblden toplanan sediment 6rneklerinden aktinobakteri
izolasyonu yapilmustir. izolasyon icin SCA, R2A, M6, SM3,
AIA, M1 besiyerleri kullanilmistir. Toplamda 48
aktinobakteri edilip saflastirllmis ve  sonraki
calismalarda materyal olarak kullanilmustir. izolatlara ait
bilgiler Tablo 1’de verilmistir. Izolasyonda kullanilan
besiyeriler igerisinden en fazla aktinomiset izolasyonu SCA
besiyeride gergeklestirilirken bunu M1 > M6 > R2A > AlA >
SM3 takip etmistir (Tablo 2). izolasyon veriminin yiiksek
olmast SCA besiyerinin kullanilan besiyeriler igerisinde en
yiiksek mineral igerigine sahip olmasindan kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Besiyerilere fungal biiylimeyi engellemek

izole
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icin nistatin, Gram (-) bakterileri baskilamak i¢in nalidiksik
asit kullanilmistir. Benzer c¢alismalarda da bu bilesikler
aktinobakteri izolasyon verimini arttirmak igin izolasyon
besiyerilere eklenmistir (Tan vd., 2006; Vimal vd., 2009).

Tablol. izolatlar ve izolasyon bilgileri

. Izolasyon . . Yiikseklik Ornek Sicakhik
Izolat besiyeri Gol Koordinatlar (m) derinligi (m) €0 pH
ARI1 SCA 1 508084D 4469253K 2687 0,5-1 16 6,7
AR2 SCA 1 508084D 4469253K 2687 0,5-1 16 6,7
AR3 M6 1 508084D 4469253K 2687 0,5-1 16 6,7
AR4 SCA 1 508084D 4469253K 2687 0,5-1 16 6,7
AR5 SCA 1 508084D 4469253K 2687 0,5-1 16 6,7
AR6 SCA 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR7 SCA 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
ARS8 SCA 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR9 SCA 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR10 M6 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
ARI11 M6 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR12 M6 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR13 SCA 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR14 SCA 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
ARI15 R2A 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR16 SM3 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR17 SCA 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
ARI18 AlA 2 507502D 4469494K 2763 0,5-1 14 6,9
AR19 M6 3 507258D 4468905K 2875 0,5-1 14,5 6.8
AR20 M6 3 507258D 4468905K 2875 0,5-1 14,5 6.8
AR21 M6 3 507258D 4468905K 2875 0,5-1 14,5 6,8
AR22 M1 3 507258D 4468905K 2875 0,5-1 14,5 6,8
AR23 AlA 3 507258D 4468905K 2875 0,5-1 14,5 6,8
AR24 M1 3 507258D 4468905K 2875 0,5-1 14,5 6,8
AR25 R2A 4 507154D 4468615K 2890 0,5-1 14,1 7
AR26 R2A 4 507154D 4468615K 2890 0,5-1 14,1 7
AR27 SCA 4 507154D 4468615K 2890 0,5-1 14,1 7
AR28 SCA 4 507154D 4468615K 2890 0,5-1 14,1 7
AR29 SCA 4 507154D 4468615K 2890 0,5-1 14,1 7
AR30 SCA 4 507154D 4468615K 2890 0,5-1 14,1 7
AR31 SCA 4 507154D 4468615K 2890 0,5-1 14,1 7
AR32 SM3 4 507154D 4468615K 2890 0,5-1 14,1 7
AR33 SCA 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR34 SCA 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR35 SCA 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR36 SCA 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR37 SCA 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR38 SCA 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR39 M1 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR40 M1 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR41 M1 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR42 M1 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR43 M1 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR44 M1 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR45 M1 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR46 SCA 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR47 R2A 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9
AR48 AlA 5 506940D 4469137K 2930 0,5-1 15 6,9

Tablo 2. Sediment 6rnekleri izolat sayisi-izolasyon besiyeri iliskisi.

Ornek SCA R2A M6 SM3 AIA M1  Toplam izolat sayisi
1 4 0 1 0 0 5
2 7 1 3 1 1 0 13
3 0 0 3 0 1 2 6
4 5 2 0 1 0 0 8
7 1 0 0 1 7 16
Toplam 23 4 7 2 3 9 48

Aktinobakteri izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesi
hizli sonu¢ almayr saglayan capraz ¢izgi ekim ile
gerceklestirilmistir. Toplam 11 mikroorganizmaya karsi
inhibisyon aktivite aragtirilmistir. Test organizmalarin farkl
Ozellikleri temsil etmesine Ozen gosterilmistir. Kullanilan
mikroorganizmalardan 5’1 Gram (-), 4’ii Gram (+) bakteri ve
2’si mayadir. Sonuglar Tablo 3’te goriilmektedir. Sonug
olarak 48 izolattan 38 tanesi (%79,2) en az 1 test
mikroorganizmaya kars1 aktivite gosterirken 10 tanesi higbir
test organizmaya karsi etkinlik gostermemistir. 14 izolat
sadece 1 test mikroorganizmaya karst inhibisyon
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gostermistir. Izolatlarin en etkili olduklar1 organizma C.
albicans olurken (%64.6), K. pneumoniae’ye sadece 1 izolat
(AR33), S. thyphymurium’a karsi ise aktivite tespit
edilmemistir. izolatlarn aktivitesi C. albicans > E. faecium >
E. faecalis > Y. enterocolitica > C. tropicalis > MRSA = S.
epidermidis = P. aeruginosa = E. coli > K. pneumoniae
siralamastyla gerceklesmistir.

1. g6l sedimentinden elde edilen izolatlarin tiim test
organizma gruplarina aktivitesinin homojen dagilim
sergiledigi goriilmiistiir. 2. gol sedimentinden elde edilen
izolatlarda ise C. albicans iizerine giiclii aktivite ve Gram (+)
organizmalara Gram (-)’lerden daha yiiksek etkinlik tespit
edilmistir. 3. ve 4 g6l &rneklerinin antimikrobiyal etkinlik
profili benzerlik gostermistir; anticandidal aktivitesi yiiksek

Tablo 3. izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:4, No:2, (166-173) 2019

ve zayif E. coli inhibisyonu gériilmistir. 5. golden elde
edilen izolatlar ise Gram (+) organizmalar iizerine yiiksek
aktivite sergilemis bunu Gram (-) ve mayalar takip etmistir.
Gol sedimentlerinden izole edilen aktinobakterilen
farkli bakteriler iizerine antimikrobiyal aktivitesi bir¢ok
arastirmact tarafindan incelenmistir toprak
aktinobakterilerine benzer sekilde antimikrobiyal aktivite
potansiyelleri yiiksek oldugu rapor edilmistir (Terkina vd.,
2006; Passari, 2018; Calvillo-Medina vd., 2019; Bondarczuk
ve Piotrowska-Seget, 2019). Ayrica deniz sedimentlerinden
izole edilen aktinobakterilerin antimikrobiyal aktivitesinin

veE

arastirildigi onceki ¢alismamizda da izolatlarin yogun olarak
C. albicans iizerine etki gosterdikleri belirlenmistir (Ozcan
vd., 2013).

inhibisyon (mm)

B E. coli

K. pneumoniae S. thyphymurium _ P. aeruginosa

Y. enterocolitica

E. faecium E. faecalis S. epidermidis MRSA C. albicans  C. tropicalis

AR1 -
AR2 5 - - 20

AR3 - - - 3 -
AR4 - - - - 5
ARS - - - - 30
AR6 - - -
AR7

ARS8

AR9 - - - - -
ARI10 - - - - 5
ARI1 - - -
AR12

AR13

AR14 -

ARI15 10

ARI16 20

AR17 - - - - -
ARI8 - - - - 15
ARI19 - - - - -
AR20

AR21

AR22 -

AR23 5

AR24 -

AR25

AR26

AR27

AR28

AR29

AR30 -

AR31 5

AR32 - -

AR33 - 20

AR34 - -

AR35

AR36

AR37

AR38

AR39

AR40 - - - - -
AR41 - - - 20 20
AR42 - - - - 25
AR43 - - - - 26
AR44 - - - 10 15
AR45 - - - 20 25
AR46 - - - - -
AR47

AR48

- - 30 10
10 3 - - 35 30

14

18

17

10

20

15

- - 18

5 10

- - 10
10 10 - - - -
17 20 - - 16 20
10 10 - - 20 -
- - - - 10
20

16 -
10 10

16 -
20 10
23 -
17
20
18
- - 17
30 - 14 -
- - 10 6

23 23 - 18
18 21 18 24
14 16 14 15 -
18 19 - 2 16
20 21 21 18 -
- - - - 20

-:aktivite tespit edilmedi.

Hiicre digit enzimler, kagit, tekstil, deterjan,
kozmetik, biyosensorler, eczacilik, tarim, biyolojik aritma
gibi ¢esitli endistrilerde genis Slgekli
kullanilmaktadir. Ticari ve endiistriyel onemleri nedeniyle
hiicre dig1 enzimlere ilgi her gegen giin daha da artmaktadir
(Sharma, 2014; Mojsov, 2012; Ibrahim, 2012; Oliveira vd.,
2009). Mikrobiyal enzimler diisik maliyet, yogun iiretim,
stabilite ve kolay bulunabilirlikleri ve gevrecil ozellikleri
sebebiyle  endiistriyel  iglemlerde  yaygin  olarak

kullanilmaktadir. Cevresel ortamdaki birgok bakteri ¢esidi,

uygulamalarda
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mevcut zorluklarin iistesinden gelmeye yardimeir olmak igin
verimli hiicre dist enzimler iiretmektedir (Mohan ve Charya,
2012). Aktinobakteri cinsleri arasinda ise Streptomyces,
Cellulomonas ve Thermomonospora, hiicre disi enzimlerin
iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan gruplardir (Priya vd.,
2011; Chen vd., 2013). Klasik yaklasimda hiicre dis1
enzimlerin {iretimi i¢in potansiyeli olan tiirlerin belirlenmesi,
spesifik desteklenmis  farkli
mikroorganizmalar agilanarak yapilmaktadir. Bu durumda
petride,

substratlarla ortamlara

mikroorganizmanin etrafinda enzim tarafindan
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hidrolize bagli olarak ortaya ¢ikan seffaf zon dl¢iiliir (Das vd,
2014; Kumar vd., 2013; Ramakrishnan ve Narayanan, 2013;
Manivasagan vd., 2010). Bu ¢alismada da izolatlarin enzim
liretim kapasitesi, uygun besiyeriler igeren petrilerde lipaz,
amilaz, proteaz, pektinaz ve selillaz aktivitesi arastirilarak
belirlenmistir (Tablo 4). Yapilan taramada, 41 izolatta
(%85,4) en az bir enzim {iiretiminin gergeklestigi, 7 izolatin
ise hicbir enzimi tiretmedigi belirlenmistir. Aktif izolatlardan
9 tanesi sadece 1 enzim iiretme yetenegine sahipken 32’si en
az 2 enzimi iiretme kapasitesine sahip bulunmustur. izolatlar
en fazla amilaz iiretme kapasitesine (%68) sahipken bunu
lipaz > selillaz > pektinaz > proteaz iiretme kapasitesi
izlemigtir. Antimikrobiyal aktivitesi bulunmayan AR1, AR23
ve AR31 enzim iiretme kapasitesine sahip bulunurken enzim
iretmeyen 7 izolatta (AR8, AR20, AR21, AR25, AR26,
AR35, AR39) ise antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir. 4
izolatta (AR14, AR24, AR28, AR48) ise ne antimikrobiyal
ne de enzim aktivitesine rastlanmamustir.

Izolasyon bolgelerine gore izolatlarm enzim iiretim
kapasitesine bakilirsa 1. gdlden elde edilen izolatlarin %80,
2. gol izolatlarmin %92,3, 3. g6l izolatlarinin %66,7, 4. gol
izolatlarmin %91,7 ve 5. gol izolatlariin %93,75’i en az 1
enzim iiretme kapasitesine sahip bulunmustur.

Uretimi arastirilan enzimlerden amilazlar pisirme,
ilag, kagit hamuru endiistrisinde kullanildig1 gibi deterjan
sanayinde de bilesiklerin deterjanligin1 arttirmak igin
kullanilmaktadir (Shigeri vd., 2009). Pektinazlar ise gida
endiistrisinde meyve suyu durultma islemi ve tekstil
endiistrisinde keten isleme silirecinde tercih edilmektedir
(Janaki vd., 2016). Steptomyces tiirlerinden elde edilen
proteazlar deri islemede kil gideriminin yanisira farkh
tarimsal atiklarin igslenmesinde kullanilmaktadir (Bentley vd.,
2002). Yine Nocardiopsis tiirlerinin {iretti§i proteazlar,
onemli endiistriyel enzimler olarak bilinir ve deri, firinlama,
tekstil, deterjan, bira fabrikasi, peynir ve sa¢ yikama
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmas: potansiyeline
sahiptirler (Gohel ve Singh, 2012). Bakteriler ve funguslar
tarafindan iretilen selillazlar, biyoetanol ve biyometan
iretiminde, ligand baglama c¢alismalarinda  tekstil
endiistrisinde, kagit hamuru ve kagit yapiminda, deterjan,
hayvan yemi ve gida endiistrisinde kullanilmaktadir (de-
Souza, 2013; Gupta vd., 2012; Azzedine vd., 2013;
Sukumaran vd., 2005). Bu calismada elde edilen izolatlarin,
izole edildigi sediment ve tiim deneylerin gerceklestirildigi
sicakligin (15°C) diisiik olmasi, birgok endiistride ihtiyag
duyulan diisiik sicaklikta etkin enzim iretimine destek
olabilecek calismalarda kullanilma potansiyeli barindirdigi
tespit edilmistir. Bu veriler yapilacak ileri galigmalara yon
verebilecek niteliktedir. Ozellikle deterjan sanayinde diisiik
sicaklikta etkin irlinler olusturmak igin, bu sicakliklarda
etkin olan enzimlerle {iriiniin desteklenmesi gerekmektedir.
Yapilan ¢aligmada g6l sedimentlerinden edilen
izolatlarin diisiik sicaklikta ekstraseliiler enzim {iretim
kapasitesi olduk¢a yiiksek bulunmustur.

izole
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Tablo 4. izolatlarin enzim iiretim kapasitesi.

Enzim aktivitesi (mm)

izolatlar

Amilaz Proteaz Pektinaz Seliilaz Lipaz
ARI1 - - - - -
AR2 18 - - 15 **
AR3 - 20 - - Ak
AR4 10 - 12 24 -
ARS 15 - 12 29 *
AR6 - - 12 23 -
AR7 - 20 20 23 *
ARS8 20 - - - -
AR9 - - 15 - *x
ARI10 32 - - - o
ARI11 25 - 10 - -
ARI2 14 15
ARI13 10 *
AR14
ARI1S 10 - - -
ARI16 10 - - 18
ARI17 19 - - 16 **
ARI18 15 - - -
ARI19 - 20 - -
AR20 - - 22 *
AR21 - 25 - -
AR22 - 20 HAAE
AR23 - - -
AR24 - - - -
AR25 - 30 12 *
AR26 - - 23 10
AR27 30 20 - - ok
AR28 - - -
AR29 15 15 *
AR30 16 35
AR31 -
AR32 15 10
AR33 - 15 *
AR34 - - *
AR35 25 15 - HkK
AR36 10 23 - -
AR37 18 - -
AR38 - *
AR39 10 10 **
AR40 10 -
AR41 20 13
AR42 21 18
AR43 21 20
AR44 18 18
AR45 17 20
AR46 18 33
AR47 18 *
ARA48 -

*zayif, **orta, ***kuvvetli, ****¢ok kuvvetli, -:aktivite tespit edilmedi.

Antimikrobiyal aktivite-enzim {iretim kapasite ile
izolasyon besiyeri arasindaki iligskiye bakildiginda en yiiksek
izolasyonun gerceklestigi SCA besiyeri
kapasitesi ve C. albicans inhibisyonu yiiksek olan izolatlarin
elde edilmesini saglamistir. M1, amilaz ve seliillaz {iretim
kapasitesi yiiksek ve genis mikroorganizma spektrumunda
etkili antimikrobiyal aktivite sergileyen izolatlarin elde
edilmesini saglamistir. M6, homojen enzim iiretim kapasitesi
ve anticandidal aktiviteye sahip izolatlarin R2A ise pektinaz,
seliilaz ve amilaz etkinligi yliksek ve anticandidal aktivite
sergileyen izolatlarin eldesini saglamistir. AIA, enzim iiretim
ve antimikrobiyal dar, SM3 ise enzim ve
antimikrobiyal etkinligi homojen dagilan izolatlarin eldesinde
basarili olmustur. Sonug olarak bu ¢alisma i¢in M6 ve SCA
enzim tiretimi, M1 ise antimikrobiyal aktivite taramalarinda
aktif izolatlarin elde edilmesi bakimindan en etkili besiyeriler
olarak tespit edilmistir. Eldeki bu veriler 1s18inda, sayilan
ozelliklerden hangisi ile ilgili ileri ¢alisma yapilacak ise etkin
oldugu belirlenen besiyeriler ile liretiminin yapilmasi tavsiye
edilebilir.

enzim Uretim

uretimi
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Sonu¢ olarak, Artabel Golleri Tabiat Parki’nda
bulunan 5 buzul golden alinan sediment Orneklerinden
aktinobakteri izolatlarin  antimikrobiyal
endiistriyel Oneme sahip ekstraseliiler enzimleri
potansiyellerinin ilk kez arastirildigi bu c¢alismada 48
aktinobakteri izole edilmistir. Izolatlarin %79,2’si en az bir
test mikroorganizmaya kars1 aktivite gosterirken %66’s1
taranan enzimlerden en az ikisini birlikte {iretmis, %8,3’{inlin
ise ne antimikrobiyal ne de enzim iirettigi tespit edilmistir.
Diisiik sicakliga uyumlu bir c¢evreden elde edilen bu
izolatlarin drettigi antimikrobiyal bilesik ve enzimlerin bu
sicaklik araligindaki ihtiyag duyulan endiistri
alanlarindaki ihtiyaca hitap edecegi diisiiniildiigiinden, bu
tirlinlerin kullanilma potansiyeli yiiksektir. Mevcut haliyle bu
aragtirma ileri c¢alismalara yon gosterici Ozelliktedir.
Saflastirma, aktivite, stabilite, in vb,
denemeleriyle desteklenecek ileri c¢alismalarda mevcut
potansiyelin a¢iga cikarilip kullanima sunulmasi miimkiin
olabilecektir.

izolasyonu, ve

liretme

uriinlere

enzim vivo
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