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Oz

Bu ¢aligmada, topraktan seliilaz aktivitesine sahip iki asidofil Bacillus izolati
elde edilmis ve kismen karakterize edilmistir. izolatlar sirastyla Bacillus sp.
CNK1 ve CNK2 olarak adlandirilmigtir. CNK1 seliilazi, bakterinin {ireme
periyodunun 48. saatinde maksimum aktivite seviyesine ulasirken; CNK2
seliilaz1 bu seviyeye 72. saatte ulasmustir. Her iki seliilaz enzimi de optimum
aktivitelerini 40 °C’de gostermistir; CNK1 i¢in optimum pH 4,0 iken CNK2
icin 5,0 olarak belirlenmistir. CNK1 seliilazi CaCl. varliginda stimiile edilirken
MgClz, CoCl., EDTA ve SDS tarafindan inhibe edilmistir. Buna karsilik
CNK2 seliilaz1 CaClz, CoClz, MgClz: ve EDTA tarafindan stimiile edilmig; SDS
tarafindan ise inhibe edilmistir. Zimogram analizi sonucunda CNK1 ve CNK2
seliilazlarinin molekiiler kiitleleri sirasiyla yaklasik 21,1 kDa ve 231,9 kDa
olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu asidostabil ve orta sicaklikta aktif
enzimler, 6zellikle kagit ve tekstil endistrisinde liflerin islenmesi, tarimda
bitki artiklar1 ve lignoseliilozik atiklarin biyolojik olarak pargalanmasi, gida
endiistrisinde meyve-sebze isleme siirecleri ve biyoyakit iiretimi gibi genis bir
yelpazede endiistriyel uygulama potansiyeli tagimaktadir. Bu yoniiyle ¢aligma,
asidik kosullarda verimli ¢aligabilen seliilazlarin biyoteknolojik iiretimi ve
endiistriyel kullanimina yonelik dnemli bir katki sunmaktadir.
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ABSTRACT

In this study, two acidophilic Bacillus isolates exhibiting cellulase activity
were obtained from soil and partially characterised. The isolates were
designated as Bacillus sp. CNK1 and CNK2, respectively. The cellulase
produced by CNKZ1 reached its maximum activity level at 48 hours of bacterial
growth, whereas the CNK2 cellulase peaked at 72 hours. Both cellulase
enzymes exhibited optimum activity at 40 °C; the optimum pH was determined
to be 4.0 for CNK1 and 5.0 for CNK2. While the CNK1 cellulase was
stimulated by CaCl: and inhibited by MgCl,, CoCl., EDTA, and SDS, the
CNK2 cellulase was stimulated by CaCl., CoCl., MgClz, and EDTA but
inhibited by SDS. Zymogram analysis revealed that the molecular weights of
CNK1 and CNK2 cellulases were approximately 21.1 kDa and 231.9 kDa,
respectively. These acid-stable and moderately thermophilic enzymes possess
significant potential for industrial applications, including fibre processing in
the paper and textile industries, biological degradation of plant residues and
lignocellulosic wastes in agriculture, fruit and vegetable processing in the food
industry, and biofuel production. In this context, the study contributes to the
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biotechnological production and industrial utilisation of cellulases capable of
functioning efficiently under acidic conditions.

To Cite: Karaturna CN., Ozcan BD., Dikkaya E. Bacillus izolatlar1 Tarafindan Uretilen Asit-direngli Seliilaz Enzimlerinin
Kismi Karakterizasyonu. Osmaniye Korkut Ata Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 2026; 9(4): 2369-2383.

1. Giris

Dogada bol miktarda bulunan ve suda ¢éziinmeyen bir polisakkarit olan seliiloz, bitki hiicre duvarinin
ana yapisini olusturur. Glikoz molekiillerinin B-1,4 glikozidik baglarla birlesmesiyle olusan seliiloz, ayni
zamanda tatsiz ve kokusuzdur ve bitkiye gli¢ ve dayaniklilik saglar. Seliiloz igerigi bitkiden bitkiye
degisir. Ornegin odun %40-50, bambu %74, keten %60-81, pamuk %82-96, bugday saman1 %65, soya
samant %84, misir sap1 %81 oraninda seliiloz igerir (Kozen ve Netravali, 2014). Seliiloz, polimerik
yapisi nedeniyle sadece kagit ve karton endiistrisinde degil, diger endiistrilerde de genis bir kullanim
alanina sahiptir (Kirci, 2001). Bu 6zellikler, seliillozun kimyasal olarak modifiye edilerek yeni {iriinlerin
yaratilmasi, seliilozun avantajlarini daha da artirmak ve kullanim alanlarini genisletmek icin bir firsat
saglamaktadir. Seliilozun bu tiir modifikasyonlari, yalnizca malzeme o&zelliklerini gelistirmekle
kalmayip ayn1 zamanda farkli endiistrilerde uygulanabilecek yeni tiirevlerin gelistirilmesine de zemin
hazirlar. Bu baglamda, selillozun en 6nemli tiirevlerinden biri olan karboksimetil seliilloz (CMC) 6ne
¢ikmaktadir.

Karboksimetil seliiloz (CMC), anhidroglukozun dogrusal bir polisakkariti olan seliilozun anyonik bir
tiirevidir (Rahman ve ark., 2021). CMC ve seliiloz arasindaki temel fark, CMC yapisindaki bazi anyonik
karboksimetil gruplarinin (-CH.COOH), seliiloz yapisindaki baz1 hidroksil gruplarindan gelen hidrojen
atomlarimin yerini almasidir (Rahman ve ark., 2021). CMC ve diger seliiloz tiirevlerinin liretiminde en
kritik adimlardan biri, yiiksek verimli ve spesifik enzimlerin kullanilmasidir. Bu noktada, mikrobiyal
kaynakli enzimler 6n plana ¢ikar.

Mikrobiyal kaynakli enzimler, yiiksek aktivite seviyelerine sahip olmalari, zararli yan iiriinler
tiretmemeleri, diger enzimlere gore daha dayanikli olmalari, biiyiikk miktarlarda iiretilebilmeleri ve
tiretimlerinin ekonomik olmasi nedeniyle hayvansal ve bitkisel kaynakli enzimlere gore tercih
edilmektedir (Wiseman, 1987). Biyokimyasal agidan, bu enzimler yiiksek katalitik etkinlikleri sayesinde
substratlarini hizli ve 6zgiil bir sekilde pargalayip hedef liriinleri yiiksek verimle elde etme olanagi sunar
(Cherry ve Fidantsef, 2003). Endiistriyel iiretim agisindan, mikrobiyal enzimler fermantasyon
teknolojileri kullanilarak kisa siirede ve diisiik maliyetle biiyiik 6lgeklerde tiretilebilir; bu durum hem
maliyet etkinligini hem de siirdiiriilebilir iiretim kapasitesini artirir (Singhania ve ark., 2010).
Fizikokimyasal oOzellikleri bakimindan ise, pek ¢ok mikrobiyal enzim ekstrem sicaklik ve pH
kosullarinda bile kararliligini korur; bu 6zellik, onlarin farkli endiistriyel proseslere uyum saglamasinda
kritik bir avantaj saglar (Bhat ve Bhat, 1997). Bu ¢ok yonlii avantajlar, mikrobiyal enzimlerin endiistride
gida isleme, tekstil, biyoyakat tiretimi, atik yonetimi ve ilag sanayii gibi genis bir yelpazede kullanimini
mimkiin kilmaktadir. Bu enzimler ¢ogunlukla kiifler, bakteriler ve mayalardan elde edilmektedir.

Mikroorganizmalar arasinda Bacillus tiirleri; kolay ve diisiik maliyetle tiretilebilmeleri, genis sicaklik
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ve pH araliginda yasayabilmeleri nedeniyle, endiistriyel enzimler ve probiyotik triinlerin {iretiminde
yaygin olarak tercih edilmektedir (Bader ve ark., 2012). Ayrica, farkli ekosistemlerden kolayca izole
edilebilmeleri, kompleks ve sentetik ortamlarda ireyebilme yetenekleri de Bacillus tiirlerinin
biyoteknolojide tercih edilmesinin diger nedenleri arasindadir (Sinoquet ve ark., 1998). B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis (Fogarty ve Kelly, 1980), B. stearothermophilus (Wind ve ark.,
1994), B. subtilis (Takasaki, 1983), B. megaterium (Brumm ve ark., 1991) ve B. circulans (Takasaki,
1985) endiistriyel enzim iiretiminde kullanilan baslica Bacillus tiirleridir.

Endoglukanazlar (B-1,4-D-glukan glukanohidrolaz; EC 3.2.1.4), ekzoglukanazlar (B-1,4-D-glukan
selobiohidrolaz; EC 3.2.1. 91) ve f-1,4-D-glukozidazlar (cellobiase veya B-D-glukozid glikozil
hidrolaz; EC 3.2.1.21), selobiyozu glukoz birimlerine ayirir (Ryu ve Mandels, 1980; Shimada ve ark.,
1994). Genel olarak, Bacillus, diger seliilolitik bakteriler gibi, seliiloz ve diger B-glukan substratlarina
kars1 diisiik hidrolitik aktiviteye sahiptir. Mantarlar seliilaz enzimlerinin 6nemli kaynaklar1 olmasina
ragmen, bakteriler yiiksek iireme hizlar1 nedeniyle mantarlardan daha fazla seliilaz iiretme potansiyeline
sahiptir (Sethi ve ark., 2013). Seliilazlar gida ve igecek (Bhat, 2000), tekstil (Bhat ve Bhat, 1997), kagit
(Arja, 2007), deterjan (Shirai ve ark., 2001) endiistrilerinin yan1 sira yem katki maddesi olarak hayvan
beslenmesinde (Bhat ve Bhat, 1997), lignoseliilozik atiklardan biyoyakit iiretiminde, seliilozik
materyalden etanol, fermente sekerler, tek hiicre proteinleri iretiminde (Sukumaran ve ark., 2005) ve
ayrica endiistriyel ve tarimsal atiklarin sakarifikasyonunda (Kiran ve ark., 2006) kullanilmaktadir.
Seliilaz enzimleri, bitkisel biyokiitledeki seliillozun pargalanmasinda kritik rol oynayan ve biyoyakait,
kagit endustrisi, gida teknolojisi gibi bir¢ok alanda yaygin sekilde kullanilan hidrolaz sinifi enzimlerdir
(Lynd ve ark., 2002; Kuhad ve ark., 2011). Ancak, standart seliilazlar genellikle nétr veya hafif asidik
kosullarda optimum aktivite gosterir ve diisiik pH kosullarinda kararliliklari sinirhidir (Bhat ve Bhat,
1997). Buna karsin, karboksimetil seliilaz (CMCaz) enzimleri, selillozun suda ¢oziiniir tiirevi olan
karboksimetil seliilozu hidrolize edebilme yetenekleri ve aside direngli varyantlariin bulunabilmesi
sayesinde, ozellikle diisiik pH ortamlarinda siirdiiriilebilir aktivite sunar (Sukumaran ve ark., 2005). Bu
ozellik, gida fermantasyonu, meyve suyu berraklastirma ve asidik endiistriyel atiklarin biyolojik aritimi
gibi siireglerde bilyiik avantaj saglamaktadir. Bu ¢alismanin amaci, aside direngli karboksimetil seliilaz
(CMCaz) enzimi lreten bakterileri topraktan izole etmek ve enzimlerin kismi karakterizasyonunu

yapmaktir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bakteriler ve biiyiime ortamlar

Bacillus sp. CNK1 ve CNK2 bakterilerinin izolasyonu toprak oérneklerinden Madika ve ark. (2017)’de
verilen protokolden modifiye edilmis yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. Toprak ornekleri,
Cukurova Universitesi kampiisiiniin farkl1 bolgelerinden, tarimsal ilag veya kimyasal giibre uygulamasi
yapilmamis alanlardan, iistten yaklagik 5—10 cm derinlikten steril kosullarda alinmistir. 10 ml steril

distile su 1 g toprak ornegine eklenmis ve vortekslenerek karistirllmistir. On bes dakikalik bekleme
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siiresinin ardindan, durulanmis numuneden 500 ul alinarak steril mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.
Gram-pozitif ve spor olusturan Bacillus suslarinin segilmesi amaciyla, bu tiipler 80 °C’de 10 dakika
stireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Asidofilik Bacillus sporlar1 LB broth (tripton (10 g/1), maya 6ziitii
(5 g/l) ve NaCl (10 g/l) (pH 5.5)) kullanilarak 37 °C'de 24 saat boyunca ¢imlendirilmistir. Bakteri
kiilttirleri 107°’ya kadar seyreltilmis, ardindan 107 ve 107¢ seyreltmelerden 100 ul alinarak LB-agar (15
g/L agar ile desteklenmis LB broth) plakalarina yayilmistir. Plakalar 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis,
gelisen koloniler steril kiirdanlarla toplanarak karboksimetilseliilaz (CMCaz) aktivitesinin tespiti
amaciyla LB-CMC-agar (%0,1 CMC igeren LB-agar) iizerine aktarilmistir. Bu plakalar da 37 °C’de 24
saat inkiibasyona tabi tutulmus, ardindan kolonilerin tizerine yeterli miktarda %0,1 (w/v) Congo-red
cozeltisi eklenmis ve 15 dakika bekletilmistir. Boya uzaklastirildiktan sonra ayni miktarda 1 M NaCl
c¢ozeltisi ilave edilmis, 15 dakika daha beklenmis ve NaCl ¢ozeltisi uzaklastirilmustir. Islem sonunda
plakalar 1s1kl1 bir pano tizerinde incelenmis, etrafinda sarimtirak zon bulunan koloniler CMCaz iireten

bakteriler olarak tanimlanmustir (Ariffin ve ark., 2006).

2.2. Enzim analizleri

Bacillus sp. CNK1 ve CNK2, LB besiyerinde 37 °C’de, 80 rpm ¢alkalama hizinda 24 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Ureme siirecinin tamamlanmasinin ardindan, bakteri hiicreleri santrifiij (Hettich
Universal EBA12) ile 700 rcf’de 10 dakika c¢alistirilarak ortamdan uzaklastirilmustir. Elde edilen
hiicresiz siipernatantlar, enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilmistir. CMCaz aktivitesinin tayini
igin, 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7,5) i¢inde hazirlanmig 0,5 ml substrat ¢ozeltisine (%2, w/v
karboksimetil seliiloz) esit hacimde 0,5 ml enzim ¢ozeltisi (bakteri slipernatanti) eklenmis, karigimlar
37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyonlar, 1,5 ml 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) reaktifi ilave
edilerek sonlandirilmig ve olusan renk degisimi spektrofotometrede (Pharmacia) 540 nm dalga boyunda

Olgtilmiistiir (Miller, 1959).

2.3. Sicaklik ve pH 'min enzim aktivitesi tizerine etkisi

Sicaklik ve pH'in enzim aktivitesi tizerindeki etkileri 40 ila 90 °C arasinda degisen sicaklik ve 4,0 ila
10,0 arasinda degisen pH degerlerinde 30 dakika boyunca test edilmistir. pH reaksiyonlarinda 100 mM
Na-asetat (pH 4,0-6,0), 100 mM Na-fosfat (pH 6,0-8,0) ve 100 mM Tris (pH 8,0-10,0) tamponlari
kullanilmigtir. (Gessesse ve Gashe, 1997; Burhan ve ark, 2003).

2.4. Inkiibasyon araliginin enzim iiretimi iizerine etkisi
Deneyler, bakterilerin inokiilasyon anindan itibaren 24., 48., 72. ve 96. saatlerde gerceklestirilmis; bu
zaman noktalarinda elde edilen enzim aktiviteleri materyal ve metot boliimiinde belirtilen DNS

yontemine gore belirlenmistir.
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2.5. Kimyasal maddelerin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Cesitli kimyasallarin enzim aktiviteleri {lizerindeki etkileri, ekstraseliller enzimlerin substratlar
eklenmeden 6nce optimum sicaklik degerlerinde 30 dakika boyunca CaCl,, MgCl,, CoCl,, SDS ve
EDTA (her biri 5 mM) varliginda 6n inkiibasyona tabi tutulmasiyla belirlenmistir (Lo ve ark., 2001).
Bagil enzim aktiviteleri standart enzim deneyi kosullar altinda 6l¢iilmiistiir. Herhangi bir katki maddesi
icermeyen kontrol grubu %100 aktivite olarak alinmig, muamele gruplarinin enzim aktivite diizeyleri

ise buna gore oransal olarak hesaplanmigtir.

2.6. Izolatlarin bazi antibiyotiklere karsi tepkilerinin belirlenmesi

Ticari antibiyotik diskleri (Oxoid, P: Penisilin (10 pg), CIP: Siprofloksasin (5 pg), AMP: Amfisilin (10
pg), CN: Gentamisin (10 pg), SH: Spektinomisin (10 pg), TE: Tetrasiklin (30 pg), S: Streptomisin (10
ng)) direnclerini belirlemek i¢in izolatlara uygulanmistir. Bakteri suslarinin antibiyotiklere karsi direnci,

antibiyotik disklerinin etrafindaki bakteri iiremesi incelenerek belirlenmistir.

2.7. Hiicredist proteinlerin elektroforezi ve zimogram analizi

Denatiire proteinleri ¢oktiirmek icin, 48 saatlik inkiibasyonun ardindan, iiretilen izolatlar santrifiij (700
rcf, 10 dakika) ile ayrilmis ve elde edilen kiiltiir siipernatantlari esit hacimde trikloroasetik asit (TCA,
%20 w/v) ile karistirilmistir. Oda sicakliginda bir gecelik inkiibasyonun ardindan, drnekler hiicre dist
proteinleri ¢oktiirmek i¢in 10 dakika boyunca 700 rcf'de santrifiij edilmistir. 30 dk siireyle kurutulan
protein peletleri 100 pl Tris-HC1 tamponu (0,1 M, pH 8,0) ile ¢6ziilmiis ve ardindan Laemmli (1970)’e
gore %12’lik SDS-PAGE ve SDS-CMC-PAGE'de (%0,2 CMC) elektroforez edilmistir. SDS-CMC-
PAGE'de CMCaz aktivitesinden sorumlu bantlar Ozcan ve ark. (1996)'da belirtildigi sekilde jelin

Congo-red ve NaCl soliisyonlar1 ile muamele edilmesi sonucu belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

Gram-pozitif, acrobik ve spor olusturan asidofilik Bacillus suslart CNK1 ve CNK2 izole edilmistir.
Izolatlar 37°C'de LB besiyerinde pH 5,5'te optimum gelisme gostermistir. Her iki sus da substrat olarak
CMC igeren LB-agar plaklarinda CMCaz aktiviteleri gostermistir.

Antibiyogram analizine gore, Bacillus sp. CNK1 zon ¢aplarina gore farkli oranlarda Tetrasiklin,
Siprofloksasin, Gentamisin ve Amfisilin antibiyotiklerine duyarli bulunurken, Penisilin ve
Spektinomisin antibiyotiklerine ise direngli bulunmustur (Sekil 1A). Bacillus sp. CNK2, Tetrasiklin,
Siprofloksasin, Gentamisin ve Streptomisin antibiyotiklerine zon ¢aplarina gore farkli oranlarda duyarh

bulunurken, Amfisilin antibiyotigine ise diren¢li bulunmustur (Sekil 1B).
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Sekil 1. Bacillus sp. CNK1 ve CNK2 bakterilerinin antibiyogram test sonuglari (P: Penisilin, CIP:
Siprofloksasin, AMP: Amfisilin, CN: Gentamisin, SH: Spektinomisin, TE: Tetrasiklin, S: Streptomisin)

Bacillus sp. CNK1 ve CNK2 izolati tarafindan iiretilen CMCaz enziminin optimum pH degerini sirasiyla
4,0 ve 5,0 olarak belirlenmistir. Bacillus sp. CNK1 CMCaz’1 5,0, 6,0 ve 7,0 pH degerleri arasinda
sirasiyla %74, %53 ve %47 oransal aktivite gdsterirken, 8,0, 9,0 ve 10,0 pH degerlerinde sirasiyla %32,
%23 ve %21 oransal aktivite gostermistir. CNK1 CMCaz enziminin asidik olan 4,0-6,0 pH degerleri
arasindaki ortalama oransal aktivitesi %76 olarak belirlenirken, bazik pH degerleri olan 8,0-10,0
arasindaki ortalama oransal aktivitesi %25 olarak belirlenmistir. Bacillus sp. CNK2 CMCaz1 4,0, 6,0 ve
7,0 pH degerleri arasinda sirasiyla %66, %69 ve %63 oransal aktivite gosterirken, 8,0, 9,0 ve 10,0 pH
degerlerinde sirasiyla %46, %52 ve %40 oransal aktivite gostermistir. Buna karsilik CNK2 CMCaz
enziminin asidik olan 4,0-6,0 pH degerleri arasindaki ortalama oransal aktivitesi %78 olarak
belirlenirken, bazik pH degerleri olan §,0-10,0 arasindaki ortalama oransal aktivitesi %46 olarak
belirlenmistir (Sekil 2A).

Bacillus sp. CNK 1 ve CNK2 izolatlari tarafindan tiretilen CMCaz enzimlerinin her ikisinin de optimum
calistig1 sicaklik degeri 40 °C olarak belirlenmistir. Bacillus sp. CNK1 CMCaz 50 °C, 60 °C ve 70
°C’lerde sirasiyla %91, %79 ve %53 oransal aktivite gosterirken, CNK2 CMCaz’1t aynmi sicaklik
degerlerinde sirasiyla %94, %78 ve %70 oransal aktivite gdstermistir. 70 °C’den sonra her iki enzim de
hizli bir aktivite kaybina ugramistir (Sekil 2B).

Bacillus sp. CNK1 bakterisi en yiiksek hiicre yogunluguna inokiilasyondan itibaren 24. saatte ulasirken,
en yiiksek enzim tiretim seviyesine 48. saatte ulasmustir (Sekil 2C). Bacillus sp. CNK2 bakterisi ise en
yiiksek hiicre yogunluguna inokiilasyondan itibaren 48. saatte ulasirken, en yiiksek enzim iiretim
seviyesine 72. saatte ulagsmustir (Sekil 2C).

CaCl> CNK1 CMCaz enzim aktivitesini kontrol grubuna gore %16 oraninda stimiile ederken, MgCly,
CoCl,, EDTA ve SDS sirastyla %7, %17, %18 ve %44 oranlarinda inhibe etmistir. Buna karsilik, CaCl,,
CoCl,, MgCl; ve EDTA CNK2 CMCaz enzimini kontrol grubuna gore sirasiyla %38, %27, %6 ve %4
oranlarinda stimiile ederken, SDS %35 oraninda inhibe etmistir (Sekil 2D).
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Sekil 2. Bacillus sp. CNK1 ve CNK2 bakterilerince iiretilen CMCaz enzimlerinin bazi aktivite grafikleri (A: pH
optimumu, B: Sicaklik optimumu, C: Zamana gore enzim aktiviteleri, D: Bazi kimyasal maddelerin enzim

aktiviteleri tizerine etkileri)

Yapilan zimogram analizi Bacillus sp. CNK1 CMCaz enziminin molekiiler agirligini1 21,1 kDa olarak

ortaya koyarken, CNK2 CMCaz enziminin molekiiler agirligin1 231,9 kDa olarak ortaya koymustur

(Sekil 3).

CNK1

A

~21.1 =
184

144

CNK2

<~231.9

Sekil 3. Bacillus sp. CNK1 ve CNK2 izolatlarina ait CMCaz enzimlerinin zimogram analiz goriintiisii
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Yapilan bu ¢alismada, CMCaz aktivitesine sahip iki Bacillus tiirii, Bacillus sp. CNK1 ve Bacillus sp.
CNK2, izole edilmistir. CMCaz enzimleri, basta baz1 bakteri cinsleri (6r. Bacillus, Cellulomonas) ve
filament6z mantarlar (Aspergillus, Trichoderma) olmak iizere, ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenmektedir. Bakteriler i¢inde Bacillus cinsine ait bakteriler tarafindan tretilen CMCaz enzimleri
siklikla rapor edilmislerdir. Bacillus cinsine ait tiirlerin CMCaz tiretim kapasitesi, literatiirde farkli pH
kosullarinda genis bir aralikta rapor edilmistir. Bu ¢alismada Bacillus sp. CNK1 ve CNK2 izolatlarinin
optimum pH degerleri sirasiyla 4,0 ve 5,0 olarak belirlenmistir. Vijayaraghavan ve Vincent (2012),
Bacillus subtilis susunda optimum aktivitenin pH 4,5’te gerceklestigini bildirmis ve bu deger CNK1
susu ile benzerlik gostermistir. Lee ve ark. (1996) ise optimum pH’1 6,0 olarak rapor etmis, bu farkliligin
kiiltiir ortam1 bilesimi ve tampon sisteminden kaynaklanabilecegini belirtmistir. Kim ve ark. (2009),
Balasubramanian ve ark. (2012) ile Sivakumar ve ark. (2016), Bacillus tiirlerinin genellikle hafif asidik
ile notr pH araliginda en yiiksek CMCaz aktivitesini sergiledigini ve bu pH kosullarinin enzim
stabilitesini destekledigini bildirmistir. Shankar ve ark. (2021) ise optimum aktiviteyi pH 7,0 civarinda
tespit etmis, bu durumu sus ozellikleri ve yetistirme kosullarina baglamistir. Elde edilen bu veriler,
CNK1 ve CNK2 izolatlarinin pH toleranslarinin genis oldugunu ve optimum aktivitelerini literatiirde
rapor edilen degerlerin alt sinirina yakin pH kosullarinda sergilediklerini gostermektedir.

Enzim analizleri sonucunda Bacillus sp. CNK1 CMCaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH
degeri 4,0 olarak belirlenirken, CNK2 CMCaz enziminin optimum pH degeri 5,0 olarak belirlenmistir.
Bacillus tiirleri tarafindan tiretilen enzimler optimum c¢alisma pH degerleri konusunda genis bir araliga
sahip olup farkli karakterler ortaya koyabilirler. Bu enzim yelpazesi i¢inde yiiksek alkali kosullarda
optimum aktivite gdsteren enzimler olabildigi gibi, yiiksek asidik kosullarda aktivite gosteren enzimler
de bulunmaktadir. Nitekim Caf ve ark. (2014) Bacillus sp. TG-1 izolat1 tarafindan iretilen seliilaz
enziminin optimum pH degerinin 4,6 oldugunu ve enzimin 4,0-9,0 pH degerleri arasinda stabil kaldigin
bildirmislerdir. Benzer sekilde Kocamaz ve Kocamaz (2019) Bacillus sp. S-41 seliilaz enziminin
optimum pH degerini 4,0, stabilite araligini ise 3,0-9,0, Lee ve ark. (1996) Bacillus sp. KD1014 CMCaz
enziminin optimum pH degerini 4,5, stabilite araligini 4,0-6,0, Rawat ve Tewari (2012) B. subtilis LFS3
susuna ait CMCaz enziminin optimum pH degerini 4,0, stabilite araligini 3,0-6,0 olarak bildirmislerdir.
CNK1 ve CNK2 izolatlar1 tarafindan iiretilen CMCaz enzimlerinin pH &zellikleri bu enzimler ile bityiik
benzerlikler gostermektedir. Asidik karaktere sahip seliilaz enzimleri 6zellikle hayvan beslemede yem
katki maddesi olarak, midenin asidik kosullarina dayanabileceklerinden dolay1r yemlerin
sindirilebilirligini ve bdylece yemden yararlanmay: artirmak adina kullanim potansiyeli tagimaktadirlar.
Bacillus sp. CNK1 ve CNK2 CMCaz enzimleri optimum aktivitelerini 40 °C’de gostermislerdir. Her iki
izolatin da izolasyonu 37 °C inkiibasyon kosullarinda gerceklestirilmistir. Mezofilik bakterilerce
iiretilen enzimlerin, optimum aktivitelerini bakterinin optimum iireme sicakliinda gostermeleri
beklenen bir durumdur. Vijayaraghavan ve Vincent (2012) izolasyonunu gergeklestirdikleri Bacillus sp.

seliilaz enziminin optimum aktivite gdsterdigi sicaklik degerini 37 °C olarak bildirmislerdir. Benzer
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sekilde Shankar ve Isaiarasu (2011) B. pumilus EWBCMI izolatina ait seliillaz enziminin de 37 °C’de
optimum aktivitesini gosterdigini bildirmislerdir.

Bacillus sp. CNK1 izolat1 en yiiksek bakteri kiitle artigina inokiilasyondan itibaren 24. saatte ulagirken,
en yiiksek CMCaz aktivitesini lireme periyodunun 48. saatinde gostermistir. Bacillus sp. CNK2 izolati
ise en yiiksek bakteri kiitle artigina {ireme periyodunun 48. saatinde ulasirken, en yiiksek CMCaz
aktivitesini yine lireme periyodunun 72. saatinde gostermistir. Bu 6zellik bakimindan her iki izolat da
farkl1 bir karakter ortaya koymustur. Goyal ve ark. (2014) Bacillus sp. 312SI izolatinin {ireme
periyodunun 48. saatinde maksimum CMCaz aktivitesi gosterdigini bildirirken, Ladeira ve ark. (2015)
Bacillus sp. SMIA-2 izolatinin iireme periyodunun 168. saatinde maksimum CMCaz aktivitesi
gosterdigini bildirmislerdir. Bu ¢aligma sonuglari, incelenen Bacillus izolatlarinin maksimum CMCaz
aktivitesine ulagsma siireleri agisindan belirgin farkliliklar sergileyebilecegini ortaya koymaktadir. Bu
farkliliklar, her bir izolatin biiyiime kinetikleri, metabolik kapasitesi ve enzim sentez regililasyon
mekanizmalarindan kaynaklanabilir. Endiistriyel uygulamalarda islemlerin ekonomik olmasi biiyiik
Oonem tasimaktadir. Maksimum enzim aktivitesine iireme periyodunun erken sathalarinda ulasan
bakteriler, daha az enerji ve zaman harcayacaklari i¢in ekonomik olduklari diisiiniilebilir. Uzun siiren
ireme periyotlar1 ayrica ortamda istenmeyen metabolitlerin ve/veya enzimlerin birikmesine sebep
olabilecegi i¢in de ayrica arzu edilmez. Yine uzun siiren {ireme periyotlart boyunca ortamda biriken
proteaz enzimlerinin hedef enzimi hidrolize etmelerine bagli olarak verimlilikte azalmalara sebep
olabilir. Diger taraftan yine uzun siiren iireme periyotlarinda hedef enzimlerin yar1 6miirlerine bagh
olarak inaktivasyon kayiplari yasanabilir. Bu agidan bakildiginda CNK1 izolat1 endiistriyel kullanim
icin CNK2 izolatina gére daha 6n plana ¢ikmaktadir.

5 mM CaCl; kullanimi Bacillus sp. CNK1 CMCaz enzimini %16 diizeyinde stimiile ederken, CNK2
CMCaz enzimini %38 diizeyinde stimiile etmistir. CoCl,, MgCl, ve EDTA CNK1 enzimini inhibe
ederken, CNK2 enzimini stimiile etmigtir. SDS ise ¢aligilan kimyasal maddeler i¢inde her iki enzimi de
inhibe eden tek kimyasal madde olarak belirlenmistir. Kimyasal maddelerin farkli konsantrasyonlarda
kullanimi enzim aktiviteleri lizerinde stimiilasyon veya inhibisyon etkisi gostermelerini degistirebilir.
Ornegin Duman ve ark. (2016) Bacillus methylotrophicus Y37 CMCaz enzimi iizerinde ayr1 ayr1 olacak
sekilde 1 mM CaCl, ve TPCK (Tosil fenilalanil klorometil keton) inhibitor etki gosterirken, 10 ve 100
mM kullanimlariin stimiilator etki gosterdigini bildirmislerdir.

Kobaltin (Co) enzim aktivitesi iizerine etkileri degiskenlik gosterebilir. Trivedi ve ark. (2011) Bacillus
flexus seliilaz1 iizerine inhibisyon etkisi oldugunu bildirirken, Shahid ve ark. (2016) B. megaterium
seliilazi, Singh ve ark. (2004) ise B. sphaericus JS1 selillaz1 iizerinde aktivator etkisi oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada ise CoCl; CNK1 CMCazi {izerinde inhibitér, CNK2 CMCazi {izerinde ise
aktivator etki gostermistir.

Selat madde olan EDTA enzimler {lizerinde oldukga farkli etkiler ortaya koyabilen bir diger kimyasal
maddedir. Zira Asha ve Sakthivel (2014) B. subtilis seliillaz enzimininin kontrol grubunda 668 U/ml olan
enzim aktivite diizeyinin 10 mM EDTA varliginda 3,33 U/ml seviyesine diistiiglinii ve EDTA’nin
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oldukga yiiksek bir inhibisyon etkisi ortaya koydugunu bildirmislerdir. Yine Azadian ve ark. (2016) B.
licheniformis AMF-07 selilazinin 5 mM EDTA varhiginda %95 oraninda inhibe oldugunu
bildirmislerdir. Bunlara karsilik Kim ve ark. (2009) 5 mM EDTA’nin B. subtilis subsp. subtilis A-53
CMCaz enzimini %87 oraninda aktive ettigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada ise EDTA (5 mM) CNK1
CMCaz enzimini %18 oraninda inhibe ederken, CNK2 CMCaz enzimini %4 oraninda aktive etmistir ve
yukarida verilen literatiir bildiriglerine gore kontrol grubuna daha yakin relatif aktiviteler gdstermistir.
SDS’in B. thuringiensis bakterisinin Btl ve BtH suslarinda CMCaz enzimini sirasiyla %42,7 ve %38,6
oranlarinda inhibe ettigi bildirilmistir (Lin ve ark., 2012). CNK1 ve CNK2 CMCaz enzimlerinde SDS
kaynakli inhibisyon oranlar ise sirasiyla %44 ve %35 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglar oldukga
benzer goriinmektedir. SDS’in enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisinin, amino asitlerin hidrofobik
gruplart ile interaksiyona girmesinin bir sonucu olabilecegi bildirilmistir (Lucas ve ark., 2001).
Magnezyum iyonunun CNK1 ve CNK2 CMCaz enzimleri iizerine olan etkisi diger birgok ¢alisma ile
benzerlik gostermistir. MgClo CNK1 CMCaz enzimini %7 oraninda inhibe ederken, CNK2 CMCaz
enzimini %4 oraninda aktive etmistir. Duman ve ark. (2016) Bacillus methylotrophicus Y37 CMCaz
enziminin 1 ve 10 mM MgCl; varliginda %9.6 oraninda aktive artig1 gosterdigini bildirmislerdir.
Sankaralingam ve ark. (2018) ise B. megaterium seliillazinin Mg varliginda %42 oraninda inhibisyona
ugradigini bildirmislerdir.

Bacillus sp. CNK1 ve CNK2 bakterilerine ait CMCaz enzimlerinin molekiiler agirliklart sirasiyla 21,1
ve 2319 kDa olarak hesaplanmustir. Literatiir taramalart Bacillus’lar tarafindan iretilen seliilaz
enzimlerinin genel olarak 40-65 kDa arasinda oldugunu ortaya koymaktadir. Fakat bu sinirlarin oldukca
disina ¢ikan molekiiler agirliklara sahip seliilaz enzimleri de rapor edilmistir. Marco ve ark. (2017) B.
licheniformis izolat1 tarafindan tiretilen seliilaz enziminin molekiiler agirligini 20 kDa, Listyaningrum
ve ark. (2018) ise B. licheniformis C55 susu tarafindan iretilen seliilaz enziminin molekiiler agirligini
18 kDa olarak bildirmiglerdir. Buna karsilik, Rawat ve Tewari (2012) B. subtilis LFS3 CMCaz
enziminin molekiiler agirligini 185 kDa, Singh ve ark. (2004) ise B. sphaericus JS1 seliillazinin
molekiiler agirligini 183 kDa olarak bildirmislerdir. Daha sira dis1 bir sonug olarak, Kim ve Kim (1993)
B. circulans F-2 susuna ait iki adet seliilaz-ksilanaz enzim komplekslerinin (C-1 ve C-II) molekiiler
agirliklarini sirasiyla 669 ve 443 kDa olarak bildirmislerdir. Buradan, yiiksek molekiiler agirliga sahip
enzimlerin birden fazla alt iiniteden meydana gelmis olabilecegi kanis1 olugsmaktadir. Zira Singh ve ark.
(2004) B. sphaericus JS1 seliillazinin 183 kDa molekiiler agirliga sahip seliilaz enziminin muhtemelen
dort alt iiniteden meydana gelmis olabilecegini ifade etmislerdir. Bu bilgiler Bacillus sp. CNK2 CMCaz

enziminin birden fazla alt initeye sahip olma olasiligini ortaya ¢ikarmaktadir.

Sonug¢
Bu galisma kapsaminda, Cukurova Universitesi kampiis alanindan alinan toprak orneklerinden
karboksimetil seliilaz (CMCaz) enzim aktivitesine sahip iki Bacillus susunun izolasyonu

gerceklestirilmistir. izolatlar, Bacillus sp. CNK1 ve Bacillus sp. CNK2 olarak tanimlanmustir. Enzim
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analizleri, her iki izolatin CMCaz enzimlerinin optimum aktivite sicakliginin 40 °C oldugunu ortaya
koymustur. pH analizleri sonucunda, CNK1 izolatina ait enzimin optimum pH degerinin 4,0; CNK2
izolatina ait enzimin ise 5,0 oldugu belirlenmistir. Bu sonug, her iki enzimin de mide gibi asidik
ortamlarda aktivitesini siirdiirebilecegini gostermektedir.

Bu ozellik, 6zellikle gevis getiren hayvanlar (ruminantlar) ve tek mideli hayvanlar i¢in formiile edilen
yem katki {irlinlerinde potansiyel kullanim imkani sunmaktadir. Endiistriyel dlgekte uygulamalarin
gelistirilmesi amaciyla, her iki izolatin CMCaz iiretiminden sorumlu genlerinin klonlanmasi ve/veya
hedefe yonelik yonlendirilmis evrim ya da mutagenez gibi molekiiler tekniklerle iyilestirilmesi
onerilmektedir. Boylelikle enzimlerin spesifik aktivitesi (kalite) ve iiretim verimi (kantite) gibi
ozellikleri optimize edilerek endiistriyel siireclere daha uygun hale getirilebilir.

Ayrica, enzim stabilitesi, substrat Ozgilligii ve farkli tiretim kosullarinda verimliligin
degerlendirilmesine yonelik ek c¢alismalar, bu enzimlerin yem katki maddesi olarak kullanim
potansiyelini daha iyi ortaya koyacaktir. Olgek biiyiitme calismalarinda iiretim maliyetlerinin
azaltilmasi, proses verimliliginin artirilmasi ve {iriiniin ticari rekabet giiciiniin yiikseltilmesi agisindan

Onem tasimaktadir.
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