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Arastirma Makalesi 0z

Makale Tarihgesi: Bu calismada Cukurova Universitesi kampiisiiniin iki farkl
§§E3|t?:r}ilﬁ}-l§é0&2§§zss lokasyonundan alman toprak o6rneklerinden karboksimetilseliilaz
Online Yaymlanma: 05.07.2023 (CMCaz) enzimini iireten bakterilerin izolasyonu gergeklestirilmistir.

Izolatlar swrasiyla Bacillus sp. SU44 ve BK17 olarak
isimlendirilmislerdir. Bu mikroorganizmalardan hiicredis1 seliilaz

g‘;‘gszr ﬁzliif?;ilser: enzimlerinin kismi karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Yapilan
Bacillus fropicus calismada her' iki izolata ait en'zimin'de; optim_um pH degeri 5,0 ve
Seliilaz sicaklik degeri 40°C olarak belirlenmistir. Bacillus sp. SU44 izolati
Izolasyon maksimum CMCaz iiretim seviyesine inokiilasyonun baslangicindan
Karakterizasyon itibaren 24. saatte ulasirken, BK17 izolat1 48. saatte ulagnustir. Termal

kararlilik deneyleri her iki enzimin de 40°C’den sonra kalan aktivite
kaybina ugradigini ortaya koymustur. CoCl her iki enzim iizerinde de
inhibisyon etkisi gosterirken, EDTA, SDS, MgCl ve CaCl, degisik
oranlarda aktivator olarak rol oynamiglardir. Her iki izolatin da
penisilin, ampisilin, gentamisin, tetrasiklin ve siprofloksasin
antibiyotiklerine karg1 hassasiyet durumlari belirlenmistir. 16S rDNA
dizileme analizi Bacillus sp. SU44 ve BKI17 suslarimin sirasi ile
Bacillus pasificus ve Bacillus tropicus ile %99 oraninda benzerlik
gosterdigini ortaya koymustur.
Isolation of Cellulase Enzyme Producing Bacteria and Investigation of Usability in Aquaculture

Research Article ABSTRACT

Article History: In this study, bacteria producing carboxymethyl cellulase (CMCase)
iﬁgg'p‘f;‘é; So0s. o enzyme were isolated from soil samples taken from two different
Published online: 05.07.2023 locations of Cukurova University campus. The isolates were named as

Bacillus sp. SU44 and BK17, respectively. Partial characterization of the
extracellular cellulase enzymes from these microorganisms was

K ds: .

Bjﬁ!,”,"u; ;asiﬁcus performed. In the study, the optimum pH value of the enzyme of both
Bacillus tropicus isolates was determined as 5.0 and the temperature value as 40°C.
ICeIIIutI'ase Bacillus sp. SU44 isolate reached the maximum CMcCase production
solation

level at 24 hours from the beginninig of inoculation, while BK17 isolate
reached 48 hours. Thermal stability experiments revealed that both
enzymes lost residual activity after 40°C. CoCl showed an inhibitory
effect on both enzymes, while EDTA, SDS, MgCl, and CaCl, acted as
activators at different rates. The sensitivities of both isolates according to
penicillin, ampicillin, gentamicin, tetracycline and ciprofloxacin
antibiotics were determined. 16S rDNA sequencing analysis revealed that
Bacillus sp. SU44 and BK17 strains showed 99% similarity with Bacillus
pacificus and Bacillus tropicus, respectively.

Characterization
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1. Giris

Seliiloz, yer yiiziinde en ¢ok bulunan dogal organik kaynak olup, glukoz molekiiliiniin tekrarlanan
tinitelerinden olusan bitkisel kaynakli bir karbonhidrattir (Lamed ve Bayer, 1998; Song ve ark., 2019;
Purushotham ve ark., 2020). Seliiloz fibriler yapida ve sert bir maddedir. Bitki ve alglerin hiicre
duvarinda bulunmakta ve bitki biyokiitlesinin yaklasik %40’in1 olusturmaktadir (Niehaus ve ark.,
1999; Fernandes ve ark., 2011).

Seliilazlar, seliiloz polisakkaritlerinin hidrolizine gore endoglukanazlar (endo-B-1,4 glukanaz, CMCaz,
endoseliilaz), ekzoglukanazlar (sellobiyohidrolazlar) ve B-glukozidazlar olmak tizere 3 ayri kategoriye
ayrilmaktadirlar. Endoglukanazlar, seliiloz liflerini rastgele hidroliz ederken, ekzoglukanazlar agiga
¢ikan lif uglarimi daha kiigiik pargalar ortaya ¢ikacak sekilde ayirirlar. B-glukozidazlar ise agiga ¢ikan
bu kiiglik fragmentleri monomerlerine ayirir (Bayer ve ark., 1998). Bakterilerde selilozom olarak
adlandirilan ve bir¢ok seliilaz enziminin yer aldigi kompleks yapilar sindirilen maddelerin kolayca
hiicre i¢ine alinabilmesi i¢in bakteri duvarina bagli bulunabilirler (Lynd ve ark. 2002). Seliiloz
bakteriyel kokenli enzimler tarafindan hem aerobik hem de anaerobik kosullarda hidrolize
edilebilmektedir. Aerobik ortamda seliilolitik etki eden mikroorganizmalar arasinda Bacillus, Serratia,
Cytophaga, Thermoactinomyces, Herpetosiphon, Sporocytophaga, Sterptomyces, Pseudomonas
sayilabilir. Bunlardan Bacillus tiirleri yiiksek seliilolitik aktiviteye sahip olup, 6zellikle B. subtilis, B.
macerans, B. amyloliquefaciencies ve B. licheniformis tiirleri endiistriyel olarak da kullanilabilen
yiiksek aktiviteli bakteriler olarak rapor edilmislerdir (Liming ve Xueliang, 2004; Jayasekara ve
Ratnayake, 2019).

Enzimler, katki maddesi olarak farkli iilkelerde kullanilmaktadir. Besicilikte yem katki maddesi
olarak kullanilan enzimler, mantar ve bakteri kokenlidirler. Bunlardan seliilaz, amilaz, fitaz, glukanaz,
lipaz, proteaz, ve pektinaz gibi cesitli enzimler tek bagina veya karistirilarak yem sanayinde
kullanilmaktadir. Bu enzimlerin kullanilmasiyla yem sindirimi ve yemden yararlanma orani
artmaktadir (Karademir ve Karademir, 2003).

Seliilaz enzimi yem sektoriinde sindirimi zor olan seliillozu sindirmek i¢in kullanilmaktadir. Kiimes
hayvanlar yetistiriciliginde yemlere seliilaz enzimi ilavesi hayvanlarin besin madde degerlendirme
performansim artirdigini ortaya koymustur. Aym1 zamanda biiyiikbas hayvan yemlerinde seliilozdan
yararlanma oranim arttirmak amactyla silaj yapim sirasinda katki maddesi olarak seliilaz enzimi
kullanilmaktadir. (Bhat ve Bhat, 1997; Bhat, 2000; Kiran ve ark., 2006; Aygan, 2008). Ridla ve
Uchida (1993), silaj triinlerine eklenen seliilaz enzimi sayesinde silajin sindiriminin artirdigini
belirtilmislerdir. Diger yandan enzim muamelesi rasyonlarda etkili olmasina ragmen yiiksek maliyet

nedeniyle uygulamada yer bulamamistir (Atalar ve Cetinkaya, 2017).
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Su {iriinleri endiistrisinde enzimlerin geleneksel kullanimlar1 balik protein hidrolizati, balik sosu ve
tuzlanmug balik trtinleri gibi trtinlerle sinirli kalmis olup bu islemler ise baliktaki endojen proteazlara
dayanilarak yapilmistir (Haard, 1998). Giiniimiizde ise su tirlinleri endiistrisinde balik ve kabuklu
enzimlerinin kullanim1 gesitlenmistir. Geleneksel uygulamalar iyilestirilerek islem hizi artmis eksojen
enzimler ile yeni tirlinlerin iretimi gergeklestirilmis ve islem yardimcisi olarak kullanimlari s6z
konusu olmustur (Haraldsson, 1990; Stefansson ve Steingrimsdottir, 1990).

Balik yemi; pamuk tohumu kiispesi, misir gluten unu, kolza, soya kiispesi, kanola kiispesi ve ay ¢icegi
tohumu kiispesi gibi bitkisel protein kaynaklarindan olusmaktadir (Hendricks ve Bailey, 1989). Bu
bitkisel protein kaynaklari yliksek diizeyde seliilloz igermektedir. Bu nedenle yemden yararlanma
oranini artirmak, sindirilmeyen kisimlarin sindirimini kolaylastirmak, yem hammaddelerinin enerji
degerlerini artirmak i¢in yemlere enzim ilavesi énemli uygulamalardan birisidir (Liang, 2000).

Balik yemlerinin en 6nemli vazge¢ilmez protein kaynagi balik unudur. Ciinkii yemlerdeki balik unu
biiyiik 6l¢iide protein ve dengeli bir amino asit icerigine sahiptir. Fakat yem iireticileri son zamanlarda
balik stoklarindaki azalma nedeniyle balik ununu disardan ithal etmekte ve bu da ekonomik agidan bir
yik olusturmaktadir. Dolayisiyla yem iireticileri bitkisel kokenli olan kaynaklara egilim
gostermislerdir. Bunun nedeni ise ham madde ihtiyacinin yiiksek diizeyde ve kolay ulasilabilir olmas1
olup bu durum; selillozun yem sektoriinde kaginilmaz bir yere sahip olmasini saglamistir. Protein
icerigi yiiksek olan bitkisel kaynakli yemlerde sindirilebilirligi artirmak i¢in de bir ¢ok {ilkede
enzimler kullanilmaya baglanmistir (Baylan ve ark., 2015). Sazanlarda (Cyprinus carpio) yapilan bir
calismada, yeme eklenen amilaz, proteaz, f(1,3) glukanaz, B-glukosidaz ve seliilaz enzim karigiminin
baliklarda performans artigina neden oldugu gosterilmistir (Bogut ve ark., 1995). Seliilaz enzimlerinin
balik yemi endiistrisinde kullanim potansiyelini arastiran baska bir ¢alismada Aspergillus niger susu
kullanilarak {iiretilen seliilaz enzimlerinin Nil tilapiasi yemlerine ilave edildiginde sindirimi artirdigini
ve bu nedenle yem katki maddesi olarak kullanilabilecegini gostermistir (Abdel-Mohsen ve ark, 2020).
Dogadan izole edilen mikroorganizmalardan elde edilen enzimler baliklarda yem iyilestirici olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Su friinleri yetistiriciligi iilkemizde hizli bir gelisme
gostermektedir. Isletme karliligini artirmak ve saglikli bireyler yetistirmek adina enzimler gelecek icin
umut vericidir. Ancak, iilkemizde sanayi alaninda kullanilan enzimler biiyiik 6l¢iide ithal edilmektedir.
Bu calisma ile balik yetistiriciliginde yem katki maddesi olarak kullanilabilecek seliilaz enzimlerini
tireten yeni bakteri suslarinin topraktan izole edilerek enzimler saflastirilmis ve saflagtirilan bu

enzimlerin kismi karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bacillus sp. izolasyonu ve Biiyiime Ortami

Cukurova Universitesi kampiisiiniin iki farkli bolgesinden alinan toprak &rneklerinden bakteri
izolasyonu Lennete ve ark. (1985)’e gore yapilmustir. Ornekler Luria-Bertani (LB) besi yerlerine (%10
(w/v) tripton, %5 (w/v) maya Oziitli, %10 (w/v) NaCl, pH 7,5) aktarilarak 37°C sicaklikda 24 saat
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stireyle inkiibe edilerek anaerobic bakterilere ait sporlarin ¢imlenmeleri saglanmigtir. Tek koloni elde
etmek icin siv1 besiyerinde iireyen bakteri karisimindan drnek almarak 107 diizeyine kadar seyreltme
yapilmis ve kati besiyerine (%1,5 (w/v) agar) cam ¢ubukla yayma yontemi ile ekimleri yapilmustir.
Ertesi giin agar plaginda gelisen bakteri kolonileri steril kiirdanlarla tek tek toplanarak ileri ¢alismalar
icin bos bir petri kabina aktarilmistir. izolatlara ve seliilaz enzimlerine ait sonraki biitiin calismalarda
izolatlarin sivi ve kati besi yerlerinde iiretimi daima tek koloniden asim yapacak sekilde

gergeklestirilmistir.

2.2. CMCaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri iizerinde gelisen farkli morfolojik goriiniise sahip yaklasik 80
koloni segilerek CMC igeren LB-agar (%0,1 (w/v) CMC) plaklarina steril kiirdanlarla aktarilmig ve
ertesi gline kadar 37°C’de inkiibasyona birakilmislardir. Ertesi giin plaklara bakterilerin ylizeyini
ortecek sekilde Congo-red (90,1 w/v) soliisyonu ilave edilmis ve besiyerinin boyay1 absorpsiyonu igin
oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir. Siire sonunda boya soliisyonu dokiilerek bu sefer 1M NaCl
soliisyonu ilave edilmis ve 15 dk daha oda sicakliginda bekletilerek fazla boyanin ortamdan
uzaklagmasi saglanmistir. Siire sonunda NaCl soliisyonu da petri kabindan uzaklastirilmis ve 11kl
pano tlizerinde bakteriler fenotipik olarak incelenmistir. Kirmiziya boyanan zeminde etrafinda
sarimtirak zon olusturan koloniler CMCaz pozitif olarak kabul edilmistir (Ozcan, 1992). CMCaz
pozitif kolonilerden CMCaz aktivite zon ¢aplar1 g6z oniinde bulundurularak iki adet izolat (SU44 ve

BK17) ileri ¢alismalar igin belirlenmistir.

2.3. Antibiyogram Analizleri

Gece boyunca LB sivi besi yerinde iireyen izolatlar LB-agar plaklarina cam g¢ubukla, yayma
yontemiyle ekilmistir. Ekim islemi tamamlandiktan sonra petri kaplarina uygun mesafelerde farkli
antibiyotikler (gentamisin, ampisilin, tetrasiklin, siprofloksasin ve penisilin) emdirilmis ticari diskler
(Oxoid) yerlestirilmistir. Plaklar kurumasi i¢in 10 dakika kadar kapaklar1 agik bir sekilde steril kabin
icerisinde bekletilmis ve sonrasinda ertesi giine kadar 37°C’de inkiibasyona birakilmislardir.
Inkiibasyon sonrasi izolatlar, antibiyotik diskinin etrafinda iireme olanlar “direncli”, antibiyotigin
yayildigr belli bir alanda {ireme lireme olmamasi durumunda (inhibisyon, bakterilerin liremedigi

dairesel bolge), “hassas” olarak tanimlanmustir.

2.4. Bakterilerden Siipernatant Eldesi

Bacillus sp. SU44 ve BK17 bakterileri master plaklardan 25 ml hacimli siv1 besi yerlerine ekimleri
yapilmig 37°C de orta ¢alkalama hizinda 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin bakteri
kiiltiirleri 4900 rpm’de 10 dakika santrifiij (Hettich Universal EBA12) edilerek bakteri hiicreleri besi

ortamindan ayristirilmig ve hiicredigi enzim karigimini igeren supernatant kisimlar temiz cam kaplara
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alinarak enzim analizlerinde kullanilmak tizere buz iizerinde muhafaza edilmislerdir (Demirkan,

2010).

2.5. Enzim Deneyleri

Enzim analizleri DNS (3,5 dinitrosalisilik asit) (Miller, 1959) yontemine gore yapilmistir. LB
besiyerinde 37°C’de 24 saat siireyle iiretilen bakteriler 4950 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Stipernatant kisimlar temiz cam kaplara alinarak deneylerde kullanilmak {izere buz iizerinde
bekletilmistir. Reaksiyonlarda tampon olarak sodyum fosfat (Na-fosfat) soliisyonu (50 mM Na,HPO,
ve 50 mM NaH,PO, karisimi, pH 7.2) kullanilmistir. Substrat soliisyonu Na-fosfat buffer ile %2 (w/v)
CMC (121°C’de 15 dk otoklavlanir) olacak sekilde hazirlanmuistir. Enzim deneyleri 20 mI’lik cam
tiiplerde kontrol (2 ml Na-fosfat buffer, 1 paralel), enzim control (EK; 1 ml supernatant + 1 ml Na-
fosfat buffer, 5 paralel), substrat control (SK, 1 ml substrat soliisyonu + 1 ml Na-fosfat buffer, 5
paralel) ve enzim-substrat (EK, 1 ml supernatant + 1 ml substrat soliisyonu, 5 paralel) olacak sekilde
hazirlanmistir. Reaksiyon bilesenleri uygun sicaklik degerine ayarlanmis su banyosunda 30 dk siireyle
inkiibe edilmislerdir. Siire sonunda reaksiyon tiipleri su banyosundan uzaklastirilmis ve reaksiyon
bilesenlerinin tizerine 3 ml DNS solusyonu (10 g/L dinitro salisilik asit, 2 g/L fenol, 0,5 g/L sodium
siilfit, 200 g/L sodium potasyum tartarat, 500 mL NaOH (%2 w/v) ile ¢oziiliir, son hacim saf su ile
1000 mL’ye tamamlanir) eklenerek vortekslenmistir. Resksiyon bilegenlerini i¢eren tiipler kaynar su
icerisinde 5 dk siireyle bekletilmis ve oda sicakliginda soguduktan sonra ODgyp nm’de okumalar
yapilmistir (Ozcan, 1998). Spektrofotometre okumalarinda Kontrol grubu koér olarak kullanilmistir.
Kontrol hari¢ diger tiim reaksiyon bilesenleri 5 paralel olacak sekilde hazirlanmis ve spektrofotometre
okumalar1 sonucunda bunlarin ortalamalari alinarak ortalama absorbans degerleri elde edilmistir. ES
ortalamalarindan EK ve SK ortalamalar1 ¢ikarilarak enzim aktivitelerine bagli olarak iiretilen glukoz
miktarini ifade eden absorbans degerleri elde edilmistir. En yiiksek absorbans degeri %100 kabul
edilerek, diger absorbans degerlerinin relatif degerleri hesaplanmistir. Son olarak bu relatif degerler

kullanilarak relatif enzim aktivite grafikleri olusturulmustur.

2.6. Enzimlerin Kismi Karakterizasyonu

Izolatlar tarafindan iiretilen hiicredis1 CMCaz enzimlerinin zamana gore enzim aktiviteleri, optimum
sicaklik, sicaklik direnci ve optimum pH degerleri yukarida belirtilen protocol uyarinca DNS yontemi
kullanilarak yapilmistir. Zamana gore enzim aktivitesinde, bir giin dnce LB besiyerine ekimi yapilan
ve gece boyunca lireyen bakteri kiiltiirlerinden 100 ml hacimli LB besiyerlerine asim yapildig1 andan
itibaren 24. saatte baglayacak ve 96. saatte tamamlanacak sekilde her 24 saatte bir kiiltlir drnegi
alinmig ve alinan 6rneklerdeki enzim aktiviteleri relatif olarak belirlenmistir.

Enzimlerin optimum diizeyde aktivite gosterdigi sicaklik degerlerinin belirlenmesinde, LB sivi
besiyerinde 24 saat siire kiiltiire alinmig bakterilerden hiicre dis1 enzimler santrifiij ile elde edilmis ve

40-90°C sicaklik degerleri arasinda CMCaz aktivite diizeyleri belirlenmistir. En yiiksek aktivite
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gosteren sicaklikdegerine ait absorbans degeri %100 olarak Kabul edilmis ve diger sicaklik
degerlerindeki aktivite diizeyleri relatif olarak belirlenmistir.

Enzimlerin bazi metal iyonlar1 (CaCl,, MgCl,, EDTA, SDS, CoCl) varliginda aktivite diizeyler DNS
yontemi ile yukarida belirtildigi sekilde belirlenmistir. Her bir kimyasal madde son konsantrasyonu 5
mM olacak sekilde enzim 6rneklerinin igine ilave edilmistir. Herbir kimyasal madde igin, kimyasal
madde kullanilmayan tiipler kor olarak kullanilmigtir. Kimyasal madde kullanilmayan érnekler %100
kabul edilerek sonuglar relatif olarak hesaplanmigtir. Enzimlerin sicaklik optimum degerleri, her bir
enzimin substrat ile farkli sicaklik degerlerinde (40-90°C) 30 dk inkiibe edilmesi ile belirlenmistir.
Sonuglar relatif olarak hesaplanmistir. En yiiksek enzim aktivitesine ait absorbans degeri %100 olarak
kabul edilmis ve diger sicaklik degerlerine ait absorbans degerleri relatif olarak belirlenmistir.
Enzimlerin sicaklik stabiliteleri, enzimlerin farkli sicaklik degerlerinde (40-90°C) 15 dk on
inkiibasyonu sonucunda substrat ile optimum sicaklik degerinde 30 dk inkiibe edilmesi ile
belirlenmistir. En yiiksek absorbans degerine sahip 6rnek %100 olarak Kabul edilmis ve diger sicaklik
degerine sahip absorbans degerleri relatif olarak hesaplanmustir.

Enzimlerin 4,0-11,0 pH degerleri arasindaki aktivite seviyeleri, her bir pH degerinde hazirlanmig
bafirlar (pH 4,0-6,0 i¢in 100 mM Na-asetat, pH 6,0-8,0 i¢cim 100 mM Na-fosfat, pH 8,0-11,0 i¢in 100
mM tris) ile hazirlanmis substratlar kullanilarak belirlenmistir. Reaksiyonlar optimum sicaklik

degerinde 30 dk inkiibe edilmis ve sonuglar yukarida belirtildigi sekilde relatif olarak hesaplanmustir.

2.7. SDS-PAGE Analizleri

SDS-PAGE analizi Laemmli (1970) tarafindan belirlenen protokol esas alinarak ve %12’lik jel
kullanilarak yapilmistir. 48 saat siireyle Uretilmis izolatlarin hiicre dis1 sivilar1 (supernatant) santrifiij
ile toplanmus ve 1:1 oraninda TCA soliisyonu (%20 w/v) ile muamele edilerek hiicre dis1 proteinler
elde edilmistir. Orneklerin protein markir (Thermo Fisher Scientific, BP3600500) ile
elektroforezinden sonra jel once 1 saat siireyle Coomassia blue R 250 (%40 (v/v) metanol, %10 (v/v)
glasial asetik asit, %50 (v/v) saf su, %0,1 (w/v) Coomassie blue R 250) boyasi ile boyanmus,
sonrasinda destain soliisyonu ile fazla boyanin uzaklastirilmis ve bdylece protein bantlari ortaya

cikarilmustir.

2.8. Filogenetik Analizler

Orneklere ait 16S rDNA, Sanger dizileme hizmet alimi ile Macrogen Hollanda laboratuvarinda, ABI
3730XL Sanger dizileme cihaz1 (Applied Biosystems, Foster City, CA) ve BigDye Terminator v3.1
ycle Dizileme Kiti kullanilarak yaptirilmistir (Applied Biosystems, Foster City, CA). 16S rDNA
sekanslarinin  karsilagtirilmast MEGA7 programi (https://www.megasoftware.net/) kullanilarak
yapilmis ve NCBI GenBank veri tabanindan alinan diger Bacillus tiirleri ile maksimum olabilirlik

filogenetik agaci olusturulmustur (Kumar ve ark. 2016).
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3. Bulgular

3.1. Izolatlarin Antibiyogram Analizleri

Bacillus sp. SU44 ve BKI17 suslarinin gentamisin (CN), ampisilin (AMP), tetrasiklin (TE),
siprofloksasin (CIP) ve penisilin (P) antibiyotiklerine kars1 hassasiyetleri belirlenmistir. Antibiyotik
disklerinin etrafinda meydana gelen zon g¢aplar1 gz oniinde bulunduruldugunda, her iki izolatin da
hassasiyet dereceleri yiiksekten diisiige dogru sirasiyla CIP-TE-CN-P-AMP olacak sekilde
siralanmiglardir (Sekil 1).

Sekil 1. Bacillus sp. SU44 (A) ve BK17 (B) izolatlarinin bazi antibiyotiklere kars1 hassasiyet
durumlari

3.2. Enzimlerinin Zamana Gore Aktivitesi

LB besiyerine bakterilerin inokiilasyonundan itibaren 24., 48., 72. ve 96. saatlerde olmak iizere
siipernatant (hiicre dis1 s1vi) numuneleri alinmig ve DNS yontemiyle zamana gore enzim {iretimleri
belirlenmistir. BK17 susu, ilireme periyodunun 72. saatinde en yiiksek diizeyde CMCaz iiretimini
gergeklestirirken, SU44 susu ise lireme periyodunun 96. saatinde en yiiksek CMCaz iiretim seviyesine
ulagsmustir (Sekil 2).

100 +
90 -
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60 -
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40 -

30
20 —=— SU44
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10 4 —s— BK17

0 T T T
24 48 72 96
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Sekil 1. Bacillus sp. SU44 ve Bacillus sp. BK17 Suslarinin Zamana Gére CMCaz Uretim Grafigi
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Bacillus sp. BK17 bakterisinin inokiilasyondan itibaren 24., 48., ve 72. saatlerdeki enzim aktivitesi
relatif olarak sirasiyla %73, 79, ve 81 seviyesinde gerceklesirken, SU44 bakterisinin enzim aktivitesi

24., 48. ve 96. saatlerde sirasiyla %61, 87 ve 96 olarak gergeklesmistir.

3.3. Enzim Aktiviteleri I¢in Optimum Sicaklik Degerleri

Bacillus sp. BK17 ve Bacillus sp. SU44 enzimlerinin optimum sicaklik degerleri 40°C olarak
belirlenmistir. Bacillus sp. BK17 enzim aktivitesinde 60°C’den sonra belirgin bir azalma meydana
gelirken, 90°C’de hafif bir artis gézlenmistir. Bacillus sp. SU44 enzim aktivitesinde ise 50°C’de relatif
olarak %21°lik bir aktivite kayb1 gozlenirken, aktivite seviyesi 70°C’ye kadar stabil kalmis, sonrasinda

ise hizl1 bir aktivite kayb1 meydana gelmistir (Sekil 3).
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Sekil 2. Bacillus sp. BK17 ve SU44 CMCaz Enzimlerinin Optimum Sicaklik Grafigi

3.4.Enzim Aktiviteleri I¢in Optimum pH Degerleri

Bacillus sp. BK17 ve Bacillus sp. SU44 CMCazlar1 optimum aktivitelerini pH 5,0’de gostermistir.
Bacillus sp. BK17 enzimi pH 4,0°de %93 relatif aktivite gosterirken, Bacillus sp. SU44 enzimi ayni
pH degerinde %92 relatif aktivite gostermistir. Her iki enzim de pH 6.0’dan itibaren aktivite kaybi
gostermis olup, BK17 enzimi i¢in bu kayiplar pH 6,0 ve 7,0°de sirasiyla %50 ve 48 olarak
gerceklesirken, SU44 enzimi igin %29 ve 36 olarak ger¢eklesmistir. Her iki enzim aktivitesi 8,0-11,0
pH degeri arasinda stabil kalmis, 11,0 pH degerinde BK17 ve SU44 enzimleri sirastyla %25 ve 56

oransal aktivite gostermislerdir (Sekil 4).
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Sekil 3. Bacillus sp. BK17 ve SU44 CMCaz Enzimlerinin Optimum pH Grafigi

3.5. Enzimlerin Termal Kararliliklar

Bacillus sp. BK17 ve Bacillus sp. SU44 CMCaz enzimleri 40°C’de 15 dk 6n inkiibasyon sonucunda
aktivitelerini tamamen korumuslardir. Her iki enzim de 40°C’den sonra kalan aktivite kaybi
gostermeye baslamis ve 90°C’de BK17 enzimi %60 kalan aktivite gosterirken, SU44 enzimi %54
kalan aktivite gostermistir (Sekil 5).
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Sekil 4. Bacillus sp. BK17 ve Bacillus sp. SU44 CMCaz Enzimlerinin Termal Kararlilik Grafigi
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3.6. Bazi Kimyasallarin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi

CaCl,, MgCl,, EDTA, SDS, CoCl kimyasallarinin Bacillus sp. BK17 ve Bacillus sp.SU44 CMCaz
enzim aktiviteleri tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Bu kimyasal maddelerden CaCl,, MgCl,, EDTA
ve SDS her iki enzim iizerinde de farkli oranlarda aktivator etki gosterirken, bir inorganik kobalt ve
klor bilesigi olan CoCl her iki enzim {izerinde de kontrol grubuna goére olduke¢a diisiik seviyelerde
(Bacillus sp. BK17 enzimi %2, Bacillus sp.SU44 enzimi i¢in %5) inhibisyon etkisi gdstermistir.
EDTA ve SDS enzimler {izerinde en fazla aktivator etki gosteren kimyasal maddeler olmugtur. EDTA
Bacillus sp.SU44 enzim aktivitesini %51 oraninda artirirken, SDS Bacillus sp. BK17 ve Bacillus

sp.SU44 enzim aktivitelerini sirasiyla %61 ve %57 oranlarinda artirmustir (Sekil 6).
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140 - 134130
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Kontrol CoCl CaCl2 MgCI2 EDTA SDS
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Sekil 6. Baz1 kimyasal maddelerin Bacillus sp. BK17 ve SU44 CMCase aktiviteleri tizerine etkisi

3.7. SDS- PAGE ve Zimogram Analizi
Bacillus sp. SU44 ve Bacillus sp. BK17 izolatlarinin hiicre dist toplam proteinleri SDS-PAGE ile
karsilagtirilmig ve her iki seliilaz enziminin de molekiiler agirlig1 zimogram analizi sonucunda yaklagik

olarak sirasiyla 19,7 kDa ve 18,9 kDa olarak hesaplanmustir (Sekil 7).
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Sekil 7.5 Izolatlara ait toplam proteinlerin SDS-PAGE ile karsilastirilmasi ve zimogram analizleri

3.8. Filogenetik Analizler
Calismada izole edilen Bacillus sp. SU44 ve BK17 bakterilerinin 16S rDNA sekanslar1 sirasiyla Tablo
1 ve Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. Bacillus sp. SU44 bakterisine ait IDNA sekansi

1 GCTCTTATGA AGTTAGCGGC GGACGGGTGA GTAACACGTG GGTAACCTGC CCATAAGACT
61 GGGATAACTC CGGGAAACCG  GGGCTAATAC CGGATAACAT TTTGAACCGC ATGGTTCGAA
121  ATTGAAAGGC  GGCTTCGGCT GTCACTTATG  GATGGACCCG CGTCGCATTA GCTAGTTGGT
181 GAGGTAACGG  CTCACCAAGG CAACGATGCG TAGCCGACCT GAGAGGGTGA  TCGGCCACAC
241  TGGGACTGAG  ACACGGCCCA  GACTCCTACG GGAGGCAGCA GTAGGGAATC  TTCCGCAATG
301 GACGAAAGTC  TGACGGAGCA  ACGCCGCGTG AGTGATGAAG GCTTTCGGGT CGTAAAACTC
361 TGTTGTTAGG GAAGAACAAG TGCTAGTTGA  ATAAGCTGGC ACCTTGACGG TACCTAACCA
421  GAAAGCCACG  GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA  CGTAGGTGGC AAGCGTTATC
481  CGGAATTATT GGGCGTAAAG  CGCGCGCAGG TGGTTTCTTA  AGTCTGATGT GAAAGCCCAC
541  GGCTCAACCG TGGAGGGTCA  TTGGAAACTG GGAGACTTGA GTGCAGAAGA  GGAAAGTGGA
601  ATTCCATGTG TAGCGGTGAA  ATGCGTAGAG ATATGGAGGA ACACCAGTGG CGAAGGCGAC
661 TTTCTGGTCT GTAACTGACA CTGAGGCGCG AAAGCGTGGG GAGCAAACAG  GATTAGATAC
721 CCTGGTAGTC CACGCCGTAA ACGATGAGTG CTAAGTGTTA  GAGGGTTTCC GCCCTTTAGT
781  GCTGAAGTTA ACGCATTAAG CACTCCGCCT  GGGGAGTACG GCCGCAAGGC  TGAAACTCAG
841 AGGAATTGAC  GGGGGCCCGC  ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA AGCAACGCGA
901  AGAACCTTAC CAGGTCTTGA CATCCTCTGA  CAACCCTAGA  GATAGGGCTT CTCCTTCGGG
961 AGCAGAGTGA  CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG  TCAGCTCGTG  TCGTGAGATG TTGGGTTAAG
1021 TCC
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Tablo 2. Bacillus sp. BK17 bakterisine ait rDNA sekansi

1 GCAAGTCGAG  CGAATGGATT AAGAGCTTGC TCTTATGAAG  TTAGCGGCGG ACGGGTGAGT
61 AACACGTGGG  TAACCTGCCC ATAAGACTGG GATAACTCCG GGAAACCGGG  GCTAATACCG
121 GATAACATTT TGAACCGCAT GGTTCGAAAT TGAAAGGCGG CTTCGGCTGT CACTTATGGA
181 TGGACCCGCG TCGCATTAGC TAGTTGGTGA  GGTAACGGCT CACCAAGGCA  ACGATGCGTA
241  GCCGACCTGA GAGGGTGATC GGCCACACTG GGACTGAGAC ACGGCCCAGA  CTCCTACGGG
301 AGGCAGCAGT  AGGGAATCTT CCGCAATGGA CGAAAGTCTG ACGGAGCAAC  GCCGCGTGAG
361 TGATGAAGGC TTTCGGGTCG TAAAACTCTG  TTGTTAGGGA  AGAACAAGTG  CTAGTTGAAT
421 AAGCTGGCAC CTTGACGGTA CCTAACCAGA AAGCCACGGC TAACTACGTG CCAGCAGCCG
481 CGGTAATACG TAGGTGGCAA GCGTTATCCG  GAATTATTGG  GCGTAAAGCG CGCGCAGGTG
541  GTTTCTTAAG TCTGATGTGA AAGCCCACGG CTCAACCGTG  GAGGGTCATT GGAAACTGGG
601  AGACTTGAGT GCAGAAGAGG  AAAGTGGAAT TCCATGTGTA  GCGGTGAAAT GCGTAGAGAT
661 ATGGAGGAAC  ACCAGTGGCG AAGGCGACTT TCTGGTCTGT  AACTGACACT GAGGCGCGAA
721  AGCGTGGGGA  GCAAACAGGA  TTAGATACCC  TGGTAGTCCA  CGCCGTAAAC GATGAGTGCT
781  AAGTGTTAGA GGGTTTCCGC CCTTTAGTGC  TGAAGTTAAC  GCATTAAGCA CTCCGCCTGG
841 GGAGTACGGC  CGCAAGGCTG AAACTCAAAG GAATTGACGG GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA
901  GCATGTGGTT TAATTCGAAG CAACGCGAAG AACCTTACCA  GGTCTTGACA TCCTCTGACA
961  ACCCTAGAGA  TAGGGCTTCT CCTTCGGGAG CAGAATGACA GGTGGTGCAT GGTTGTCGTC
1021  AGCTCGTGTC GTGAGATGTT  GGGTTAAGTC CCGCAACGAG  CGCAACCCTTG

Bacillus sp. SU44 ve BK17 bakterilerinin rDNA sekans dizilerinin NCBI

Biotechnology Information) veritabanindan alinan Bacillus cinsine ait 16S rDNA sekans dizileri ile

(National Center for

benzerlik diizeyleri karsilastirilmis ve buna bagli olarak maksimum olabilirlik metoduna gore

olusturulan molekiiler filogenetik agac1 Sekil 8’de verilmistir.

Bacillus_foyonensis_strain BCT-7112_(NR_121761)
Bacillus_thuringiensis_strain _IAM_12077_(NR_043403)
Baciflus_fungorum _strain_17-SMS-01_(NR_170494)
Bacillus_proteolyticus_strain MCCC_{A00365_(NR_157735)
Bacillus_sanguinis_strain_BML-BC004_(NR_175555)
Bacillus wiedmannii_strain_FSL_W8-0169_(NR_152692)
Bacillus _paramobilis_strain_BML-BCO017_(NR_175556)
Baciflus_mobilis_strain_MCCC_1A05942 (NR_157731)

51|, Bacillus_hominis_strain_BML-BC058_(NR_175557)

{ Baciffus_mycoides_strain DSM_11821_(NR_024697)
Bacilius_cereus_strain 1AM_12605 (NR_115526)
Bacillus_pacfiicus_strain MCCC_1A06182_(NR_157733)

& SU44
. W BK17
Bacillus_tropicus_strain_ MCCC_1A01406 (NR_157736)
Bacillus_paramycoides strain MCCC_1A04098_(NR_157734)
|| Bacillus_nitratireducens_strain MCCC_1400732_(NR_157732)
Bacillus_luifi sfrain MCCC_1A00359 _(NR_157730)
Bacillus_albus_sfrain MCCC_1A02146_(NR_157729)
Bacillus_anthracis strain ATCC_14578 (NR_041248)
% ||- Bacilus_clarus_strain ATCC_21929 (NR_180213)
Bacillus_pseudomycoides_sfrain NBRC_101232_(NR_113991)
LIs Bacillus_bingmayongensis_strain FJAT-13831_(NR_148248)
Bacillus_sonorensis_strain_NBRC_101234 (NR_113993)
9 Bacillus vallismortis_strain DSM_11031_(NR_024656)
wl Bacillus_inaquosorum_strain BGSC_3A28 (NR_104873)
Metabacillus_crassostreae_strain JSM_100118 (NR_178471)
% Bacilfus_weihalensis_strain Alg07_(NR_181753)
Mecbacillus_ginsengisoli_strain DCY53 (NR_109068)
63 Peribacillus_frigoritolerans_strain_ DSM 8801 _(NR_115064)
Agrobacterium_{umefaciens_(D14500)

.

.
S

63

Sekil 8. 16S rDNA gen bolgesine ait kismi dizilere dayali Kimura-2 parametreli maksimum olabilirlik metoduna
(Kimura, 1980) gore olusturulan molekiiler filogenetik agag. Iliskili taksonlarin bir arada kiimelendigi tekrarli
agaclari yiizdeligi dallarin yaninda gdsterilmektedir. Ucgen ve kare sembolleri izolatlar1 gdstermektedir. NCBI
GenBank veri tabaninda belirtildigi sekilde tiir adlar1 ve erisim numaralar1 verilmistir.
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16 S rDNA sanger dizileme analizleri Bacillus sp. SU44 ve BK17 16S rDNA sekanslarinin sirasiyla
Bacillus pasificus ve Bacillus tropicus 16S rDNA sekanslari ile %99 oraninda benzerlik gosterdigini

ortaya koymustur.

4. Tartisma

Giiniimiizde seliilazlar birgok mikroorganizma grubu tarafindan sentezlenmektedir. Ozellikle fungal ve
bakteriyel seliilazlar endiistriyel kullanimlarindan dolay1 oldukga 6nemli bir yere sahiplerdir. Seliilaz
tiretici mikroorganizmalar aerobik veya anaerobik, mezofilik veya termofilik olabilirler (Sang-Mok ve
Koo, 2001; Kuhad ve ark., 2011). Bu mikroorganizmalar seliilaz enzim komplekslerini, genellikle
yiiksek protein iriinleri ile birlikte Giretmektedirler. Fakat seliilaz enziminin disiik spesifik aktivite ve
istenmeyen biyokimyasal 6zellikler tasimalar1 nedeniyle, seliilaz iiretiminde bakterilerin kullanilmasi
ile ilgili ¢alismalart artirmigtir. Hayvan yemi katkisi olarak ele alindiginda, enzim galismalari sucul
organizmalara gore diger ¢iftlik hayvanlarinda daha yaygin yapilmaktadir. Bu da su iiriinleri
yetistiriciliginde enzim kullanimi ile ilgili literatiir kaynaginin kisith seviyede kalmasina sebep
olmustur. Sugumar ve ark. (2020) su tiriinleri yetistiriciligi alaninda enzim kullanimi konusunda yeni
enzim kaynaklar kesfetmek ve degerlendirmek, enzimlerin sindirim sistemi tizerindeki etkilerini daha
iyi anlamak, enzim kullaniminin siirdiirtilebilirligi ve ekonomik agidan verimliligini artirmak igin fazla
aragtirma yapilmasi gerektigini vurgulamistir. Bu alanda yapilacak olan galigmalarin artirilmasi,
gelismekte olan bir sektor olan su iriinleri alaninda 6nemli katkilar saglayacaktir. Bu amacla
Cukurova Universitesi kampiis alaninda iki farkli bolgeden alman toprak o&rneklerinden seliilolitik
aktiviteye sahip Bacillus sp. SU44 ve BK17 bakterilerinin izolasyonu gerceklestirilmistir. Her iki
izolata ait seliilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 5 olarak belirlenmistir. Bacillus sp.
BK17 enzimi pH 4.0’de %93 relatif aktivite gosterirken, Bacillus sp. SU44 enzimi ayn1 pH degerinde
%92 relatif aktivite gostermistir. Asidik karaktere sahip seliilaz enzimlerini iireten bakterilerin
izolasyonlar1 baska c¢alismalarda da rapor edilmis olup, bu c¢alismalardan birinde Mawadza ve ark.
(2000) yaptiklar1 galismada izole ettikleri Bacillus sp. CH43 susunun seliilaz enziminin optimum pH
araligin1 5-7, Bacillus sp. HR68 seliilazimin ise 5-6,5 oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle hayvan
yemlerinde yem katki maddesi olarak kullanimi amagclandiginda, enzimlerin asidik karakter
gostermeleri tercih edilebilir bir durumdur. Assefa ve ark. (2020) asidik ve alkalik proteazlarin Nil
Tilapyasinin biiyiime performansi lizerindeki etkisini incelemisler ve asidik proteazlarin balik yemi
katki maddesi olarak kullanimi i¢in daha uygun oldugunu belirtmislerdir. Asidik karaktere sahip yem
katki maddesi enzimler, mide asidine karsi direngli olacaklarindan baliklarin sindirim kanalinda
aktivitelerini optimum seviyelerde ortaya koyabilmektedirler. Bu ¢alismada karakterize edilen CMCaz
enzimlerinin asidik karakter gostermesi, balik yemi katki maddesi kullanimi igin potansiyel
olabilecegini diislindiirmektedir.

Bacillus sp. SU44 ve BK17 suslarinin optimum sicakliklari 40°C olarak belirlenmistir. Baliklar

poikilotermik yada soguk kanli canlilar olup, viicut sicaklik degerleri i¢inde bulunduklari suyun
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sicaklik degerleri ile aynidir. Balik yetistiriciliginde dnemli kiiltiir baliklarinin optimum su sicaklik
istekleri tiirlere gore degismekle birlikte 10-32°C arasinda degisiklik gostermektedir (Dikel, 2009). Bu
calismada elde edilen CMCaz enzimleri optimum sicaklik degerlerinden dolay:1 her ne kadar karasal
ciftlik hayvanlarinin yemlerinde katki maddesi olarak kullanimi1 uygun olmakla birlikte, balik yemi
katkis1 olarak uygun olmamaktadir. Bununla birlikte klonlama ve hedefe yonelik mutagenez gibi
molekiiler yontemlerle bu sorun agilabilir ve her iki enzim de balik yemi katki maddesi i¢in uygun hale
getirilebilir.

CaCl,, MgCl,, EDTA, SDS, CoCl kimyasallarinin Bacillus sp. BK17 ve Bacillus sp.SU44 CMCaz
enzim aktiviteleri lizerindeki etkileri bir inorganik bir kobalt ve klor bilesigi olan CoCl %98 ve %95
hari¢ diger kimyasallarda kontrol grubuna goére degisen oranlarda bir artis gergeklesmistir.
Seliilazlardaki inhibisyon ve aktivasyon Ozellikleri birgok caligmada oldugu gibi farkliliklar
gosterebilmektedir (Murashima ve ark., 2002; Saha, 2004; Singh ve ark., 2004). Farkli kimyasal
malzemelerin etkileri aragtirilarak, daha yiliksek oranlarda aktivite gosteren kimyasal maddeler
belirlenebilir.

Bacillus sp. SU44 ve BK17 suslarinin gentamisin, ampisilin, tetrasiklin, siprofloksasin ve penisilin
antibiyotiklerine karsi hassasiyetleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar antibiyotik disklerinin
etrafinda meydana gelen zon caplar1 gbz oniinde bulunduruldugunda, her iki izolatin da hassasiyet
dereceleri yliksekten diisiige dogru sirasiyla CIP-TE-CN-P-AMP olacak sekilde siralanmiglardir.
Kiliger (2014) yaptig1 bir ¢alismada kendi izolatlar1 olan Bacillus sp. HR-1, HR-2 ve HR-3 izolatlarini
antibiyogram testine tabi tutmus ve her 3 izolatin da amfisilin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin,
kanamisin ve penisiline hassas oldugunu bildirmistir. Mikroorganizmalarda ayni cins, hatta tiir
diizeyindeki farkli suslar genomik yapilarina bagli olarak farkli antibiyogram deseni ortaya
koyabilmektedirler. Bu ¢alismada ortaya c¢ikan antibiyogram sonuglarmin diger c¢aligmalardaki
antibiyogram sonuglari ile benzerlik gdstermemesi veya kismi benzerlik gostermesi bunun en 6nemli
gostergelerindendir. Calismamizda Bacillus sp. SU44 ve BK 17 izolatlar1 i¢in elde edilen antibiyogram
sonuglarinin ileride yapilacak olasi bir klonma c¢alismasinda plasmid se¢imi icin katki saglayacagi
diisiiniilmektedir.

Yapilan aragtirmalar seliilaz enzimlerinin Bacillus susuna gore molekiiler agirliklarinin 16.9 kDa ile
86 kDa arasinda degistigini gostermektedir. (Hakamada ve ark., 1997; Mawadza ve ark., 2000; Kim ve
ark., 2005; Zverava ve ark., 2006; Gaur ve Tiwari, 2015; Nema ve ark., 2015) Calismamizda izole
edilen Bacillus sp. SU44 ve Bacillus sp. BK17 izolatlarinin seliilaz enziminin molekiiler agirlig
yaklagik olarak sirasiyla 19,7 kDa ve 18,9 kDa olarak bulunmustur. Seliilaz enzimine ait molekiiler
agirlik degeri daha dnce yapilmis arastirma verileriyle uygunluk i¢indedir.

Genomda organizmalarin genetik sifrelerinin degigsmeyen boélgelerine ait sekanslar kiyaslanarak
filogenetik iligkiler belirlenebilmektedir (Woese ve ark., 1985). Bu sekans bolgeleri bakterilerde
rDNA’y1 (55, 16S ve 23S) sifreleyen genler olup taksonomik amaglar i¢in en ¢ok kullanilan 16S
rDNA genlerine ait sekans dizileridir (Harmsen ve Karch, 2004). 16S rDNA’nin filogenetik iliskilerin
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belirlenmesinde 6nemli rol oynamasinin sebebi bakterilerde ortak olarak bulunmasidir (Woese, 1987).
Bu ¢alismada da Bacillus sp. SU44 ve BK17 bakterilerinin filogenetik iliskilerini belirlemek i¢in 16S
rDNA sekanslart kullanilmistir. Bacillus sp. SU44 ve BK17 bakterilerinin dizileri ile NCBI GenBank
veri tabanindan alinan diger Bacillus tiirlerinin sekans dizileri secilerek MEGA7 programinda
filogenetik iligki belirlenmigstir. Bu tiirlerin yakin mikroorganizmalarla benzerlik diizeyleri ortaya
konulmus ve filogenetik aga¢ olusturulmustur. Filogenetik agagta Bacillus sp. SU44 ve BK17
suslarinin kesinlikle Bacillus cinsine ait oldugu ayn1 zamanda Bacillus pasificus ve Bacillus tropicus
tiirlerine biiylik oranda (%99) benzerlik gosterdigi belirlenmis olup iki bakteri tiiriiniinde birbirine ¢ok

yakin pozisyonda yer aldig1 gdzlemlenmistir (Sekil 8).

5. Sonug¢

Bu ¢alismada seliilaz enzimleri tireten Bacillus sp. SU44 ve BK17 suslarinin izole edilerek enzimlerin
kismi karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Her iki enzimin de optimum aktivite gosterdigi pH
degeri 5, optimum sicaklik degeri ise 40°C olarak olarak belirlenmistir. SU44 ve BK17 bakterilerinin
filogenetik iliskilerini belirlemek ig¢in 16S rDNA sekanslar1 kullanilmis ve her iki bakterinin Bacillus
cinsine ait oldugu aym zamanda sirasi ile Bacillus pasificus ve Bacillus tropicus tiirlerine biiyiik
oranda (%99) benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Mikroorganizmalarin 6zellikle tiir diizeyinde kesin
teshislerinde 16S rDNA sekans analizi yeterli olmayabilmektedir. Bu c¢aligmada izole edilen yeni
izolatlarin tiir diizeyinde kesin teshislerinin ortaya konulabilmesi i¢in 16S rDNA sekans analizine ilave
olarak diger molekiiler teshis yontemlerinin (6r; APl 50/CHB testi) yapilmasi gerekmektedir. Asidik
bir pH karakterine sahip olan enzimler hayvan besleme basta olmak iizere bir takin endiistriyel
alanlarda kullanim alami1 bulabilecektir. Ayrica enzim genlerinin klonlama ve alan hedefli mutagenez

gibi molekiiler modifikasyonlari endiistriyel tiretim ve kullanimlarini arttiracaktir.
Tesekkiir
Bu ¢alisma Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Birimi tarafindan FYL-2021-13600 nolu

proje ile desteklenmistir.

Cikar Catismasi Beyani

Makale yazarlari aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini beyan ederler.

Arastiricilarin Katki Oram Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan ederler.
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