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OZET

Bu calismada, degisik ortamlardan izole edilen termofil Bacillus sp.
suslarindan likenaz enzimi izolasyonu ve karakterizasyonu gercgeklestirilmistir. Bu
amagcla bakterilerin farkli sicaklik ve pH degerlerinde kati besiyerinde lGreme ve
enzim Uretme yetenekleri arastiriimigstir.

Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 100°C bulunmustur. Enzim,
optimum aktivitesini pH 6.0’da gosterirken, 24 saat sireyle 55°C de pH 3.0-6.0
araliginda ortalama %88 stabilite gostermistir.

Enzim optimum aktivitesini asidik pH da gdsteren termostabil ve asidik pH
stabil Ozellikte oldugu icin, Ozellikle tavuk yemi hazirlama alaninda Oncelikle
kullanilabilecek 6zelliktedir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, likenaz, termofil, asidostabil, halotolerant

ABSTRACT

In this study, the lichenase enzymes from Bacillus sp. strains isolated from
different environments were produced and characterized. For this purpose,
different temperatures and pH values of bacteria in solid plate and enzymes to
produce reproductive capabilities were investigated.

The temperature of the enzyme shows optimum activity was found 100°C.
The optimum activity was obtained at pH 6.0 the enzyme also presented the
enzyme was 88% stable at 55°C between pH 3.0-6.0 for 24 hours.

For the optimum activity of enzyme is indicating that acidic pH stable and
acidic pH thermostable are stable properties, preparation of chicken feed,
especially in the first available properties.
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Girig

Enzimler, dogal olarak canlilar tarafindan sentezlenen protein yapisinda ya
da bir kismi protein olan biyo-molekillerdir. Enzimler, binlerce yildir icecek, ekmek
ve peynir yapimi gibi islemlerde varligi ve gdrevi bilinmeden kullaniimistir (Uhlig,
1998).
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Endistriyel alanda kullanilan  enzimler bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizma kdkenli olmakla birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan izole
edilmektedirler. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik
aktivitelerinin yUksek olmasi, istenmeyen yan Urun olusturmamalari, daha stabil ve
daha ucuz olmalari, blylk boyutlarda ve yiksek saflikta elde edilmesi gibi
avantajlara sahip olmasidir.Ornegin mikrobiyal enzimler ekstrem sicaklik ve pH
degerlerinde ¢ok yuksek dizeyde aktivite gOsterirler (Wiseman, 1987; Horikoshi,
1999).

Bacillus cinsi bakteriler toprak, hayvan diskilari ve bitkisel atiklar Gzerinde
yaygin olarak bulunurlar. Bu cinsin bireylerinin gogu zararsiz, izolasyonu ve teshisi
kolay, hizli biyime orani ile fermentasyon siresi kisadir. Genel olarak guvenli
olmalari, sentezledikleri proteinleri dig ortama salgilama kapasiteleri gibi birgok
nedenden dolayi cazip endustriyel organizmalardir. Bacillus tirleri ¢esitli kompleks
substratlara karsi aktivite gosteren c¢ok sayida ve cesitli hidrolitik enzimler
Uretmekte ve salgilamaktadirlar. Bu nedenle Bacillus cinsindeki organizmalar,
endustriyel alanda a-amilaz, proteaz, glukanaz, glukoz izomeraz ve endoniikleaz
gibi enzimlerin uretiminde yaygin sekilde kullaniimaktadirlar (Uhlig, 1998).

B-1,3-1,4 glukanlar, ylksek yapil bitkilerin hicre duvarlarinin yapisinda
bulunan hem B-1,3 hemde B-1,4 bagh D-glukoz iceren lineer polisakkaritlerdir.
Likenazlarin, B-glukanlar diger glukanazlara goére daha ylksek diizeyde hidroliz
etmeleri nedeniyle, kiUmes hayvanlari ve domuz yemlerinin hazirlanmasinda
giderek 6n plana ¢ikmaktadirlar (Beckmann ve ark., 2006). Bu enzimler arasinda
endo -(1,3)-(1,4)-glukanazlar (likenazlar), endosperm hcrelerinin nigsastasina a-
amilazlarin ulasimini  kolaylastirdiindan dolay! icki mayalama endustrisinde
spesifik uygulamalara sahiptirler (Beckmann ve ark., 2006).

Bu galismada, glukan molekulini olusturan 3—1,3 ve $—1,4 glikozid baglar
ile baglanmig birimlerin yiksek sicaklikta tam hidrolizini gergeklestirecek termofil ve
termostabil Likenaz enzim  Ureticilerinin  izolasyonu, enzim Uretiminin
gerceklestiriimesi ve enzimin karakterizasyonunu yapilarak, biyoteknolojik
kullanilabilirliginin (Arpa, yulaf ve bugdaydan yem Uretimi amaci ile yararlaniimasi)
arastiriimasi amaglanmaktadir.

Materyal ve Metod
Enzim Ureticisi Bacillus sp. Bakterilerin izolasyonu, Tanimlanmalari ve En lyi
Enzim Ureticisi Susun Saptanmasi.

Degisik ortamlardan drnekler alinarak 1’er gr tartihp 5 mL steril distile su ile
karistirildiktan sonra slspansiyon haline getirilmistir. Bacillus sp. sporlu bir bakteri
oldugundan, elde edilen suspansiyon 80°C’de 10 dakika inkiibe edilerek 1si soku
uygulanmistir (Lennete ve ark., 1985).

Secilen bakteri 6rneklerini tanimlamak amaci ile indol, hidrojensiilfir,
hareket, asit, katalaz, jelatin ve kazeini kullanma gibi biyokimyasal testler ile spor,
yuzeyde zar olusturma, dipte ¢Okelti olusturma ve gram boyama testleri yapilmistir
(Jin ve ark., 1990).
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Kati Besiyerinde Farkli pH ve Sicaklik Degerlerinde Likenaz Enzim Uretime
Yeteneginin Saptanmasi

izolasyonu gergeklestirilen bakteriler 20-60 °C ve pH 5.0-10.0 araliginda 24
h 55 °C de igerisinde likenan bulunan kati besiyerinde uretilmiglerdir. inkiibasyon
sonunda koloniler %0.1’lik kongo kirmizisi ile 15 dakika boyandiktan sonra 1M’lik
NaCl ile 15 dakika boyanin geri alinmasi iglemi uygulanmigtir. Kolonilerin etrafinda
kirmizi zeminde sari zon olusumu likenaz pozitif seklinde degerlendirilmistir (Hols
ve ark., 1994; Burhan ve ark., 2003). Bacillus sp. L12 bakterisi likenaz uUreticisi
olarak segilmis ve enzim Uretiminde kullaniimistir.

Enzim Uretimi ve Likenaz Enziminin Kismi Saflagtinimasi

Secilen bakteri 6rneklerinden en genis zon ¢api olusturan L-12 susu enzim
Uretimi igin kullaniimistir. Bu amagla segilen susun bir gecelik taze kultlrinden
icerisinde likenan bulunan ve pH si 7.0 olan sivi LB besiyerine uygun sekilde
asllama yapilarak 24 saat sureyle 55°C’de 250 devir/dakikada c¢alkalama kultur
seklinde Uretim gergeklestiriimistir.

Elde edilen karisik kultir +4°C ve 6000 rpm’de 20 dakika santriflj edilerek
bakteriler kiiltirden uzaklastiriimis ve sivi faz temiz bir tiipe aktarilmigtir. Ornegin
uzerine %96’k soguk etanol eklenmis ve —33°C’de bir gece bekletilerek alkol
presipitasyonu yapilmistir.

Soguk ¢oktiirme ortamindan alinan érnek +4°C de 20 dakika siireyle 8000
rpm’de santriflij edilerek c¢okturilmuistir. Dipte toplanan enzim ¢okeltisi 0.1 M’lik
pH’sI 6.8 olan sodyum fosfat tamponunda c¢oézilerek, toplam 250 mL’lik enzim
solusyonu elde edilmistir. Elde edilen enzimden likenan bulunan kati besiyerine 50
pL damlatilarak aktivite kontroll yapilmistir (Srivastava, 1987; Arikan, 2008).
Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH degerinin Saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin saptanmasi igin Sitrat-
fosfat (pH 3.0-5.0), Na-fosfat (pH 6.0-8.0) ve Glisin-NaOH (pH 8.5-10.5) tamponlari
kullanilarak %0.1’lik likenan g¢ozeltileri hazirlanmistir (Anonymous, 1917). 0.5 ml
enzim + 0.5 ml farkh pH degerlerine sahip substrat karistirilarak 55 °C de 30 dakika
inkibasyon gerceklestirilmistir. Aktivite tayini DNS yontemi kullanilarak UV-visible
spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda okunarak gerceklestiriimigtir.

En ylksek absorbans degeri 100 kabul edilerek diger degerler buna goére
oranlanip optimum aktivitenin goruldugi pH degderi bulunmustur (Arikan, 2008).
Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerinin Saptanmasi

Enzimin optimum aktivite gbsterdidi sicaklik degerinin saptanmasi igin 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ve 110 °C’lik sicakhk degerleri secilmistir. 0.5 ml enzim
+ 0.5 ml substrat (optimum pH degerinde hazirlanmis) karistirilarak her bir sicaklk
degerinde 30 dakika inkubasyon gergeklestirilip, DNS yontemi ile aktivite tayini
yapilmistir. En yiksek absorbans degeri 100 kabul edilerek diger degerler buna
gOre oranlanip optimum aktivitenin goéruldigid sicaklik degeri bulunmustur
(Gessesse ve Gashe, 1997; Burhan ve ark. 2003).
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Bulgular ve Tartigma
Calismamizda enzim Uretimi amaciyla segtigimiz ve L-12 olarak
adlandirdigimiz Bacillus sp. susundan kismi saflastirma ydntemiyle elde edilen
likenaz enziminine ait karakterizasyon sonugclari asagida verilmistir.
Likenaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerine Ait Sonuglar
Optimum aktivitenin géruldigu pH degerine ait sonuglar sekil-1 de
verilmistir.
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Sekil-1.Likenaz enziminin optimum aktivite gésterdigi pH degeri

Bacillus sp. L-12 likenaz enzimi optimum aktivteyi pH 6.0 da gdstermigtir.
Analiz edilen diger pH degerlerinde sirasiyla pH 3.0 te %74, 4.0 te %84, 5.0 te
%85, 7.0 de % 92 ve 8.0 de %88 relatif aktivite elde edilmigtir. Batiin pH degerleri
dikkate alindigi zaman ortalama genel aktivite %87.1 olarak saptanmigtir.

Voget ve ark (2006), izolasyonun gerceklestirdikleri likenaz enzimlerinin
optimum pH 4.0 ve 7.0 araliyinda aktivite gbsterdiklerini belirtmislerdir. Jung ve ark.
(2007) Bacillus sp. A8-8 bakterisinden izole edilen termostabil likenaz enziminin
optimum aktivite gosterdigi pH degerinin 6.0 oldugunu belirtmiglerdir. Li ve ark.
(2006), Bacillus sp. AC-1 bakterisinden izole edilen termoasidofilik endoglukanaz
enziminin optimum aktiviteyi pH 4.5-6.5 araliginda gosterdigini belirtmislerdir. Fu ve
ark. (2008), L-12 likenaz enzimininden elde edilen sonuglar literatlir verileri ile tam
bir uyum icindedir.
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Likenaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik
Likenaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeriyle ilgili
sonuglar sekil-3 te verilmistir.
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Sekil-3.Enzimin optimum aktivite gésterdigi sicaklik (°C)

Bacillus sp. L-12 likenaz enzimi optimum aktivitesini 100°C de gdstermisgtir.
Enzim 60 ve 70°C lerde %80 aktivite gosterirken 80°C %95, 90°C de ise %96
aktivite gOstermistir. Sicaklik 110°C ye yukseltildiginde enzim aktivitesi %94 e
dismdustur. Mawadza ve ark, (2000), izole edilen endoglukanaz enziminin optimum
aktivitesini 65-70°C, Li ve ark. (2006), 70°C, Huang ve Monk (2004) 80°C de
gOsterdigini saptamislardir. Literatlr verilerinden daha yilksek optimum aktivite
sicakligina sahip olan enzim, hiper termofilik 6zelliktedir.

Sonug ve Oneriler

Mikrobiyal enzimlerin dinya genelinde yillik kullanim dederlerine bakildigi
zaman, alkaline proteaz %25, diger proteazlar %21, Amilaz %18, Renin %10,
Trypsin %3, Lipaz %3, diger karbonhidrat pargalayan enzimler (selllaz ve xylanaz
gibi) %10, analitik ve farmasoétik enzimler %10 seklinde bir dagihmia
karsilasilmaktadir (Rao ve ark., 1998).

Endustride yaygin sekilde kullanilan enzimler arasinda Bacillus cinsine ait
tir ve alttirleri tarafindan sentezlenen ondan fazla enzim vardir. Ornegin ticari
olarak uretilen ve kullanilan termostabil amilaz enzimlerinin Uretilmelerinde Bacillus
amyloliquefaciens ve Bacillus licheniformis en ¢ok kullanilan iki Bacillus tirtuduar
(Horikoshi, 1996; Lin ve ark., 1998; Horikoshi, 1999; Kumar ve Takagi, 1999).

Mikroorganizma kaynakh enzimlerin katalitik aktivitelerinin yliksek olmasi,
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istenmeyen yan Urin olusturmamalari, daha stabil ve daha ucuz olmalari, blyik
boyutlarda ve ylksek saflikta elde edilmesi gibi avantajlara sahip olmasidir.
Ornegin mikrobiyal enzimler ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde ok yiiksek
dlizeyde aktivite gosterirler (Horikoshi, 1999).

L-12 likenaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 6.0 olarak
Olgulmusgtdr (Sekil-1.). Enzim pH 4.0-8.0 araliginda ortalama % 90 relatif aktiviteye
sahiptir. Butiin pH degerleri dikkate alindiginda ortalama relatif aktivite %87
diizeyinde gerceklesmistir. Stabilite calismalari icin secilen bitin pH degerleri
dikkate alindiginda ise (pH 3.0-10.0) orijinal aktivitenin 24 saatlik 37°C deki
inkibasyon sonunda ortalama %83 devam ettigi saptanmistir. Enzim o6zellikle
asidik pH da (pH 3.0-6.0 araliginda %88 stabildir) yUksek diizeyde pH stabil 6zellik
tasimaktadir (Sekil-2). Jung ve ark. (2007) Bacillus sp. A8-8 bakterisinden izole
edilen termostabil likenaz enziminin optimum aktivite gdsterdigi pH degerinin 6.0
oldugunu belirtmiglerdir. George ve ark, (2001) izole edilen endoglukanaz
enziminin optimum aktivitesinin pH 6.0-8.0 araliginda gdsterdigini saptanmislardir..

Bacillus sp. L-12 likenaz enzimi optimum aktivitesini 100°C de gdstermistir
(Sekil-3). Enzim 60 ve 70°C lerde %80 aktivite gosterirken 80°C %95, 90°C de ise
%96 aktiviteye sahiptir. Sicaklik 110°C ye yukseltildiginde (yag banyosunda
inklibasyon yapilmistir) enzim aktivitesi %94 gibi oldukg¢a ylksek bir degerde
Olcilmustir (selil-3). L12 likenaz enzimi bu veriler dikkate alindijinda yiksek
dizeyde termofil ozellik goéstermektedir. Yernool ve ark (1998), izolasyonunu
gerceklestirdikleri iki termostabil endoglukanaz enziminin optimum aktivitesini 95°C
de gosterdigini saptamiglardir. Zverlov ve ark. (1997) Thermotoga neopolitana
susundan izole edilen yiksek dizeyde termostabil 1,3-beta endoglukanaz
enzimlerinden 73 kDa buyuklikteki fragmentin optimum aktivitesini 95°C, 52 kDa
buyuklikteki fragmentin 85°C de gostedigini saptamislardir.

izolasyonu gergeklestirilen L12 likenaz enzimi optimum aktivitesini pH 6.0
da gostermesi ve optimum aktivite sicakliginin 100 °C olmasi nedeniyle
termoasidofil 6zelliklere sahiptir.

Bu 6zellikleri nedeniyle 6zellikle tavuk yemi hazirlama endustrisi igin ideal
bir enzim 6zelligi géstermektedir. Ayrica malt olusumu sirasinda kurutma iglemi
yuksek sicaklikta yapildigi icin bira dretimi icin ¢ok kullanigh bir 6zellik
tasimaktadir.
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