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Bu c¢alismada Osmaniye ili kat1 atik diizenli depolama sahasindan alinan
numunelerden izole edilen 3 adet seliilaz pozitif anaerobik bakteri Clostridium sp.
olarak tanimlanmistir. Bu bakterilerden en yiiksek seliilaz aktivitesi olan 4 nolu sus
kullanilarak enzim iiretilmis ve {iretilen enzimin karakterizasyonu yapilmustir.
Enzimin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik 60 °C ve en iyi aktivite gosterdigi pH 8.0
olarak belirlenmistir. Enzim optimum sartlarda %1 CMC substrat ¢ozeltisinde 12
saat siire sonunda 6.95 mg/mL indirgen seker aciga ¢ikarmustir. izole edilen seliilaz
kullanilarak gerceklestirilen biyogaz tiretiminde 37 °C 12 giinde toplamda 5110 mL
biyogaz iiretilirken, enzim eklenmeyen kontrol grubunda 4890 mL gaz {iretilmistir.
55 °C sicaklikta yapilan ¢aligmada 12 giinde toplamda enzim bulunan deney
grubunda 7050 mL, enzim bulunmayan kontrol grubunda ise 5640 mL biyogaz
iiretimi gergeklesmistir. Uretilen enzimin termofil olarak belirlenmis ve kontrol
grubuna gore%20 artis1 saglamistir.

Bu ¢alismada, Osmaniye ¢6p sahasindan alkali termofil Clostridium sp.
bakterileri izole edilmis ve bu bakterilerden seliilaz iiretimi gergeklestirilmistir.
Enzim alkali termofil olarak karakterize edilmistir. Bu enzim biyogaz sistemlerinde
basarili bir sekilde kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Seliilaz, Clostridium sp, Biyogaz, Enzim aktivitesi
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ABSTRACT

MSc THESIS

THE ISOLATION OF CELLULASE ACTIVIVE Clostridium Sp.
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In this study, three cellulase positive Clostridium sp. were isolated and
identified from the Osmaniye landfill biogas system. The highest cellulase activity
was obtained from the clostridium sp 4 and these bacteria was used for enzyme
production and assay studies. The enzyme was characterised as alkaline
thermophile cellulase and optimum operating temperature and an optimum
operating pH range was determined as 60 °C and pH 8.0 respectively. The 1%
CMC was used as an substrate and 6.95 mg / mL reducing sugar realsed after 12
hours enzyme treatment. The use of enzyme in biogas production pilot sytem were
shows that 12 days biogas production capacity increaed from 4890 to 5110 mL.
However the enzyme activity was increased with increasing of the temperature
from 37 to 55 °C. The biogas capacity were determined as 5640 mL and 7050 mL
for enzyme free control group and enzyme applied group respectively. Enzyme is
defined as thermophile and 20% biogas increased agains the control grup.

In this study, the alkaline thermophile Clostridium sp. bacteria were isolated
from the landfill of Osmaniye and these bacteria was used for cellulase production,
enzyme was charaterised as alkaline thermophile cellulase. This enzyme can be
used in thermophile biogas systems as succesfully.

Key words: Cellulase, Clostridium sp, biogas, enzyme activity



GENISLETILMIS OZET

Lignoseliilozik materyallerin anaerobik sistemlerde ciiriitiilerek biyogaza
doniistiiriilmesinde maliyeti diistirmek ve verimliligi arttirmak icin yapilan bir¢cok
uygulama bulunmaktadir. Biyolojik 6n islemler genellikle isletme maliyetlerini
diisiirmek i¢in tercih edilmektedir (Sindhu ve ark., 2016).

Bu ¢alismada ¢Op sahasindan toplamda 8 adet bakteri izole edilmis ve bu
bakterilerin seliilaz aktivitesi olanlarmin 3 tanesi BD anaerob bakteri tanimlama
test kiti kullanilarak Clostridium sp. olarak tanimlanmistir. Sivi besiyerinde enzim
iiretimi anaerob seliiloz besiyerinde gerceklestirilmistir. Besiyerinde 5 g/ CMC
kullanilarak seliilaz iiretilmistir. Anaerobik sartlarda hazirlanan ve steril edilen
besiyeri 55°C sicaklikta agzi kapali cam siselerde 7 giin inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sirasinda kiiltiir ortami hergiin elle ¢alkalanarak ¢okelek olusturan
bakterilerin besiyerine dagilmasi saglanmigstir. 7. glin sonunda enzim izolasyonu
icin besiyeri santrifiij edilip slipernatant soguk alkol ile presipitasyon yapilarak
enzim izolasyonu ger¢eklestirilmistir. Santrifiij ile toplanarak alinan enzim sodyum
fosfat tamponunda pH 7’de diyaliz etmek i¢in ¢oziilmiistiir. Enzim +4°C derecede
24 saat pH 7 sodyum fosfat tamponuna kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz sonrasinda
enzim ¢aligmalarda kullanmak tizere +4°C’de saklanmigtir.

Izole edilen enzimin seliilaz aktivitesi %1 CMC ¢dzeltisinden alinan 0.5
mL Ornek iizerine eklenen 0.5 mL enzim ¢ozeltisi 55°C sicaklikta pH 7°de bir saat
inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda yapilan DNS analizi ile ¢dzeltinin rengi
kiremit kirmizisina doniismiis ve ¢ozeltideki CMC’nin pargalandigi belirlenmistir.

Calismada enzim izolasyonunda kullanilan bakterinin iireme sicakligi 55°C
sicaklik olarak belirlenmistir. Sicakligin ve pH’1in enzim aktivitesi iizerine etkisi
pH 3.0-10.0 ile 30-80°C sicakliklar arasinda ¢alisilmustir. izole edilen enzim 60°C
sicaklikta maksimum aktivite gostermis ve termofilik 6zelliktedir. 60°C sicaklik ve
pH 8.0’de enzim aktivitesinin ¢alisilan diger pH degerlerine gore ¢ok yiiksek

olmasi, enzimin alkali ve termofilik 6zellikte oldugunu gdstermistir. Zamana bagh
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olarak yapilan g¢aligmalarda enzimin substrat par¢alama tizerindeki etkisi zamanla
artmig ve 10. saatten sonra agiga ¢ikan indirgen seker orani sabit kalmigtir. Bunun
sebebi enzimin zamanla bozulmasindan, ortamda olusan son iriinlerin enzimi
inhibe etmesi veya substrat ile son iirliniin ortamdaki ¢oziliniirliigii gibi etkenlerden
ileri gelebilecegi sdylenebilir.

Bu calismadaki temel amaclardan biri olan anaerobik enzimlerin biyogaz
sistemlerinde uygunabilirligi olup laboratuvarda batch anaerobik sistemlerde
enzimin biyogaz verimi iizerine etkisi 37°C ve 55°C sicakliklarda belirlenmistir. 37
°C sicaklikta yapilan calismada 12 giinde enzim bulunmayan kontrol grubunda
4890 mL gaz iiretilirken, enzim eklenen deney grubuna 5110 mL toplam biyogaz
iiretimi gerceklesmistir. Enzimin 37°C sicaklikta biyogaz verimi iizerine etkisi %
4.3 olarak belirlenmistir. Ancak 55°C sicaklikta yapilan ¢alismada 12 giinde enzim
bulunmayan kontrol grubunda 5640 mL, enzim bulunan deney grubunda 7050 mL
toplam biyogaz iiretimi saglanmistir. Enzim bulunan sistemde enzim bulunmayan
sisteme gore 1410 mL fazla biyogaz {iiretilmis olup, enzim eklenmesinin 55°C
sicaklikta biyogaz verimliligini %20 arttirdig1 goriilmiistiir.

Enzim uygulamasi ile %20 daha fazla gaz iiretimi saglanmis olmasi;
sistemde kullanilabilecek olan substrat miktarinin azaltilmasi, sistemin dizayni
sirasinda daha kiigiik hacimlerde, alikonma siirelerinin daha kisa tutulmasi gibi
biyogaz sistemlerinin tasarlanmasinda oldukga etkili olacagi goriilmektedir.

Bu c¢alismanin sonucunda; alkali termofil enzim disinda, diger
mikroorganizmalardan iretilen seliilazlarin, biyogaz sistemlerinde incelenmesi
oldukca 6nemli olacaktir. Biyogaz sistemlerinde verimlilik olduk¢a 6nemli olup,
verimliligi arttirici siirdiiriilebilir biyoteknolojik uygulamalar iizerinde g¢alismalar

yapilmasina dikkat ¢ekilmelidir.
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1. GIRIS Ahmet Sait YILMAZ

1. GIRIS

Ekonomik ve ¢evreci bir yaklagimla yenilenebilir hammaddelerin sanayide
kullanilmasi, bu hammaddelerin devamlilifinin  saglanmasi, proseslerin
stirdiiriilebilir olmasi, gelisen diinyada olduk¢a 6nemli konulardan biridir. Sanayide
ve endiistride degisen diinya sartlar1 acisindan verimliligin arttirilmasi, ekonomik
acidan oldukca Onemlidir. Enerjiye duyulan ihtiya¢ her gecen giin artmaktadir.
Enerjiye duyulan ihtiyacin 6dnemli bir kismi giiniimiizde fosil yakitlarindan elde
edilmektedir. Fosil yakitlarin kullanilmasinin gevresel etkileri diisiintildiigiinde,
sera gazi emisyonlari, kiiresel 1sinma, iklim degisikligi, deniz seviyelerinin
yiikselmesi, biyolojik ¢esitliligin yok olmasi ve hava kirliligine neden olmaktadir
(Azmah ve ark., 2016).

Modern biyoteknolojik ¢aligsmalar endiistriyel enzim iiretiminde hizli ve
ekonomik ¢oziimler ortaya koymaktadir. Yenilenebilir enerji sistemleri; gida,
tarim, eckonomi ve ¢evre konulariyla da yakindan iliskilidir. Enzim
teknolojilerindeki hizli gelismeler, kullanilan kimyasal isleme teknikleri hem
biyolojik olmasi hem de ekonomik olmasi gibi nedenlerle yerini enzimatik
islemlere birakmustir (Waldron ve ark., 2010).

Diinyamizdaki karbon dongiisii, mikroorganizmalarin varliginin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikmakta ve karbon dongiisiindeki mikrobiyal seliiloz kullanimi,
anaerobik parcalama, bitki atiklarinin ¢iirlimesi ve kompost tiretimi gibi yaygin
olarak kullanilan proseslerin ayrilmaz bir bilesenidir (Waldron ve ark., 2010).

Seliilozik malzemeler, diisiik maliyetli ve dogada bol bulunmasi nedeniyle
olduk¢a 6nemlidir. Seliiloz, 6zellikle biyoyakit kullaniminda 6nemli hammadde
kaynagidir (Lynd ve ark., 2002).

Diinyada seliilozik hammaddelerin toplam miktarmim 7 x 10! ton oldugu
tahmin edilmektedir. Seliilozun kristal yapis1 suda ¢éziinmez, kimyasal islenmis

formlari; hidrofilik olup tatsiz, kokusuz bir maddedir (Coughlan, 1985).



1. GIRIS Ahmet Sait YILMAZ

Bitki biyokiitlesi, organik yakitlarin, kimyasallarin ve malzemelerin en
Oonemli siirdiiriilebilir kaynagidir. Bitki hiicre duvarimin yapisi, temel olarak
hemiseliilloz ve lignin ile baglantili seliiloz liflerinden olusan lignoseliilozik
malzemeden olusur (Deobald ve ark., 1997).

Payen ilk olarak, Diinya'daki en yaygin organik bilesik olan bu bitki
bileseni icin seliiloz terimini kullanmistir (Payen, 1938). Seliiloz, $-1,4 bagli, 2000
ila 25,000 arasinda degisen D-glukoz birimlerinin dogrusal polimeridir. Seliiloz
zincirleri sert, ¢oziinmez, kristalin mikrofibrillerin olusumunu saglayan ¢ok sayida
molekiiller aras1 hidrojen bagi bulundurur. Dogal seliiloz bilesikleri yapisal olarak
heterojendir ve hem amorf hem de yiiksek derecede diizenlenmis kristal bolgelere
sahiptir. Kristallik derecesi seliilozun kaynagina baglidir ve 6zellikle seliilozun
kristal bolgeleri enzimatik pargalamaya karsi olduk¢a direnglidir (Kuhad ve ark.,
1997).

Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi'nin
(IUBMB) esaslarina gore substrat Ozelliklerine gore belirlenir. Lignoseliilozik
biyokiitlenin par¢alanmasinda kullanilan seliilolitik enzimlerin {iretimi oldukca
onem arz etmektedir (Henrissat, 1991).

Genel olarak, mikroorganizmalar tarafindan selillozun pargalanmasi ile
ilgili iki yol bulunur. Ilkinde, organizma, bitki hiicre duvarmi pargalamak igin
sinerjik olarak calisan bir dizi serbest enzim iiretir. ikincisinde, parcalama
enzimleri, enzimatik kompleksler halinde baglanarak substrata etki etmeye
baslarlar. Aerobik bakteriler ve mantarlar, selilloza zayif bir sekilde etki ederler.
Anaerobik bakteriler polisakarit yapisina baglanan ‘seliillozom’ adi1 verilen,
enzimatik kompleksleri, selillozu daha etkili bir sekilde pargalamak igin
iretmektedir (Lynd ve ark., 2002).

1.1. Lignoseliilozik Biyokiitle
Lignoseliilozik  biyokiitle, sanayinin birgok alaninda  kullanilan

yenilenebilir hammadde kaynaklarindan en 6nemlilerinden birisidir. Zirai {riinler
2
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ve orman atiklari, lignoseliilozik biyokiitlenin ana kaynagini olusturmakla birlikte,
atik kagitlar ve selilloz gibi geri doniisiim iiriinleri de Oonemli bir boliimiini
olusturmaktadir. Lignoselillozik iiriinler biyoyakit tiiretiminde kullanilan
stirdiiriilebilir ve yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda yer almaktadir. Genel
olarak lignoseliilozik iiriinler; %35-%50 seliiloz, %20—%35 hemiseliiloz ve %12—
%20 ligninden olugmaktadir. Bunun yani sira az miktar olsa da; nisasta, pektin,
proteinler, mineraller bitki bilesenlerinin ana yapisini olusturmaktadir (Gomez ve
ark., 2002).

Lignoseliilozik materyaller, genel kompleks yapilarindan dolay1 fiziksel,
kimyasal ve enzimatik hidrolize kars1 dayanikli polimerik yapilardir. Bu durum,
mikrobiyal proseslerde lignoseliilozik materyallerin biyogaz, biyoetanol {iretiminde
kullanilmas1 konusunda olumsuz etkiler yaratmaktadir. Bu nedenle, lignoseliilozik
materyallerin fermentasyon teknolojisinde kullanilmasini uygun hale getirmek i¢in
1511, kimyasal ve biyolojik islemler gibi uygulamalar bulunmaktadir (Knauf ve ark.,
2004).

1.1.1. Seliiloz

Seliiloz, lignoseliilozik materyallerin yapisinda en fazla bulunan organik
molekiildiir. Bitki ve alglerin hiicre duvarlarinin yapisinda bulunmakla birlikte,
bakteriler tarafindan da tiretilmektedir (Lynd ve ark., 2002). Seliilozun ana yapisi
birbirine B-1,4 glikozidik baglarla bagli D-glikozdan olusmaktadir. Sekil 1.1°de
seliloz molekiiliiniin genel yapis1 goriilmektedir. Selillozun iki formu
bulunmaktadir. Kristalin seliiloz; selilozun ana bolimiinii olustururken diger
kismida, amorf formunda bulunmaktadir (Lynd ve ark., 2002). Seliiloz zincirleri,
bitki hiicre duvarlarina, mikro-iplik¢ikler ile baglanmaktadir. Seliloz mikro-
iplikeikleri, yiiksek kristalli bolgelere ve daha diisilkk amorf bolgelere sahiptir
(Himmel ve ark., 1999).
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Sekil 1.1. Seliilozun Genel Yapis1 (Haworth, 1929)

1.1.2. Hemiseliiloz

Hemiseliiloz lignoseliilozik materyalin yapisinda ikinci en ¢ok bulunan
organik molekiildiir. Yapisal olarak amorf zincirlerinden olusan bir polimerdir.
Yapisinda a-D-galaktoz, p—D-glukoz, p—D-mannoz, p—D-ksiloz ve a-L-arabinoz
bulunmaktadir. Bunun yani sira az miktarda asetik asit ve iironik asit (a-D-
glukuronik asit ve a-4-O-metil-D-glukuronik asit), ksilanlar (B-1,4-bagli D-ksiloz
tiniteleri), mannanlar (B-1,4-bagli D-mannoz), arabinan (a-1,5-bagli L-arabinoz) ve
galaktanlar(B-1,3-bagli D-galaktoz) bulunabilmektedir (Wood ve ark., 1972).

Ksilan hemiseliillozun gruplarn i¢inde en fazla bulunan polimerik yapidir.
Polimerik yapist B-1,4-D-ksilanopiranozil yapilarindan olusur (Caffall, 2009).
Dogada saman, sorgum, seker kamisi, misir saplar1 ve koganlar1 ve orman atiklari

sert ve yumusak odunlar ksilan igermektedir (Ebringerova ve ark., 1999).

1.1.3. Ksilan

Ksilan, hemiseliiloz grubu iginde en fazla bulunan polimerdir.
Polisakaritleri p-1,4-D-ksilanopiranosil kisimlarina baglanarak dogrusal zincirler
olustururlar. Ayn1 zamanda O-2 veya O-3 igerikleriyle asetil gruplan ile birlikte
dallanmis yap1 olustururlar. Bitkilerin ksilanlari ayrica O-4 metilglukronik asit ve
glukuronoksilanazlar hiicre duvarinin yapisina katilir. Ksilan hiicre duvarlarinin
primer yapisinda iretilmez (Caffall ve ark., 2009). Ksilan; saman, sorgum, seker
kamig1, misir saplari ve kogani gibi birgok bitkide bulunmaktadir (Ebringerova ve

ark., 1999).
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1.1.4. Lignin

Lignin dogada lignoseliiloz yapisinda hemiseliilloza ve seliiloza bagli bir
sekilde bulunmaktadir. Lignin, bitki hiicre duvarinin en sert bilesenidir ve ayrica
lignoseliilozik bitkileri biyolojik bozulmaya karsi korur ve ekstrem sartlarda
bitkiye direnclilik vermektedir. Lignin, seker bazli bir yapiya sahip degildir.
Alkollerin aromatik polimerlerinden olusur. Baslica mono bilesenleri; p-kumaril,

koniferil ve sinapil alkoldiir (Caffall ve ark., 2009).

1.2. Lignoseliilozik Biyokiitlenin Biyolojik Parcalanmasi

Lignoseliilozik biyokiitlenin oligo ve monosakkaritlere verimli bir sekilde
ayrilmasit farkli mikrobiyal enzimlerin kullanilmasini gerektirir. Yapisal olarak,
endo-enzimler ve ekzo-enzimler lignoseliilozlarin bozunmasinda 6nemli rol oynar.
Endo-enzimler polimer zincirinin igindeki baglari keser. Ekzo-enzimler ise polimer
zincirinin uglarimi ve hidroliz oligomerlerini monomerlere indirerek bu sayede
endo-enzimler i¢in daha kolay parcalanabilir substratlar olustururlar (Schattauer ve
ark., 2011).

En ¢ok kullanilan lignoseliilloz pargalayici enzimler bakterilerden ve
mantarlar tarafindan iiretilen seliilaz, ksilanaz, amilaz ve lakkaz gibi enzimlerdir.
Biyoteknolojide bakterilerden ve mantarlardan iiretilen enzimler lignoseliilozik
biyokiitleyi hidrolize etme yetegine sahiptir ( Wan ve Li, 2012).

Enzim sistemleri arasinda seliilazlar, seliillozik yapinin enzimatik

parcalanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Zheng ve ark., 2014).

1.2.1. Enzimler

Enzimler girdigi kimyasal tepkimeleri katalizleyen herhangi bir sekilde
degisime ugramadan cikan, tepkimenin hizini arttiran katalizorlerdir. Enzimler
katalizleyecegi molekiiller i¢in 6zel baglanma bdlgesi olan proteinlerdir (Binner ve
ark., 2011). Enzimler bir¢ok alanda 6nemli uygulama alanlaria sahiptirlerdir. Gida

sanayi, tekstil sanayi, kimya enddistrisi, gen klonlama ve ileri tedavi tekniklerine
5
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kadar bir¢ok alanda yaygin kullanim alani bulmaktadir (Lerner, 1992). Enzimler
canlilarda metabolik olaylar1 hiicresel kosullarda gergeklesebildigi gibi yiiksek
veya diisiik sicaklik, pH, tuzluluk gibi ekstrem kosullarda ¢alisabilmekte ve bir cok
reaksiyonu katalizleyebilmektedir (Ahring ve ark., 2001).

1.2.2. Seliilaz

Gilintimiizde kullanilan seliilaz enzimleri, seliillozun hidrolizasyonunda ¢ok
onemli rol oynamaktadir. Bununla birlikte sanayide ve endiistride yiiksek
maliyetleri disiirmek agisindan, daha verimli prosesler olusturmak i¢in dnem arz
etmektedir. Substrat ve hidroliz tiriinlerinin bulundugu yere gore seliilaz enzimleri,
ekzoglukanaz, endoglukanaz ve B-glukozidaz olarak siniflandirilmaktadir (Saddler
ve ark., 1986). Secliillaz enzimleri seliiloz kompleksini parcalamak ve fermente
edilebilir bir enerji kaynag (glikoz) tiretmek i¢in basarili bir isbirligi icinde goérev
yapmaktadirlar. Seliillaz enzimleri, glikoz birimleri arasindaki glikozidik baglari
parcalayabilen hidrolazlar olarak da adlandirilmaktadir (Lynd ve ark., 2002).

B (1-4) endoglukanazlar (E.C. 3.2.1.4) ile temsil edilmektedir. Amorf
seltiloz kisminin i¢ glikozid baglarin rastgele parcalayarak, diisiik polimerizasyon
derecesi ve ¢Oziiniir oligosakkaritler ile polisakkaritleri serbest birakmaktadir
(Kumar ve ark., 2009).

Ekzoglukanazlarin en Onemli enzimlerinden olan sellobiyohidrolazlar
(E.C. 3.2.1.74) sellobiyohidrolaz ve glukanohidrolazlar (E.C. 3.2.1.91) olarak
seliloz  zincirinin  indirgeyici ve indirgeyici olmayan kisimlarindan
parcalamaktadir.  Glukanohidrolazlar seliiloz zincirinin = uglarindan  glikoz
birimlerini  serbest birakmaktadir.  Sellobiohidrolazlar, glukanohidrolazlarin
seliilozun pargalanmasi ile olusan son {iriin olan glikoz inhibe etmektedir (Labes ve
ark., 2008).

B-glukosidazlar Seliilaz kompleksinden f (1-4) baglarini hidrolize eden {3
(1-4) glukozidaz1 (E.C. 3.2.1.21) igermektedir. Bu enzim ayni zamanda son {iriinde

glikoz tarafindan da inhibe edilebilmektedir (Nidetzky ve Claeyssens, 1994).
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Sekil 1.2. Seliilozun Enzimatik Hidrolizi (Beguin ve Aubert, 1994).

1.2.3. Seliilozom

Selillozom bir¢cok bakteri ve mantar tarafindan sentezlenen enzim
kompleksleridir. Seliilozomlar, bitkinin biiylimesiyle seliiloza baglanirlar. Tim
seliilozomal proteinler, peptitler ile birlikte hiicrenin dis ylizeyinde bulunmaktadir
(Sabathe ve ark 2003). Bitki hiicre ¢eperini pargalayabilen tiim mikroorganizmalar
karmasik seliilaz enzim sistemleri iiretirler (Tomme ve ark., 1995). Hem bakteriler
hem de mantarlar aerobik olarak seliilozu pargalayan, hiicre dis1 serbest enzim
tretirler (Schwarz, 2001). Anaerobik mikroorganizmalar seliilozik substratlari
temel olarak "selillozomlar" olarak bilinen hiicreye bagl ¢oklu enzim sistemleri
yoluyla par¢alamaktadir (Wachinger ve ark., 1989).

Selillozomun ortaya ¢ikisi ilk olarak termofilik bakteri Clostridium
thermocellum'da g6zlenmistir (Bayer ve ark., 1983), C. cellulovorans (Shoseyov ve
ark., 1992), C. cellulolyticum (Pages ve ark., 1999), C. acetobutylicum (Sabathe ve
ark., 2002), C. josui (Kakiuchi ve ark., 1998), C. papyrosolvens, Bacteroides
cellulosolvens, Acetivibrio cellulolyticus (Pages ve ark., 1997), Ruminococcus

flavefaciens (Rincon ve ark., 2003) anaerobik mantarlarin Neocallimastix,
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Piromyces ve Orpinomyces'in (Bayer ve ark., 2004) seliillozomal sistemler {irettigi
gosterilmistir.

Seliillozomlar, iki genel bilesenin varligi ile karakterize edilir: ‘kohezin’ ad1
verilen enzim baglanma bolgelerine sahip katalitik olmayan iskele proteini ve
Mantarlar ve Bakterilerden gelen ‘dockerin’ adi verilen yliksek oranda korunmus
katalitik olmayan yapilardir.

Selillozom enzimatik bilesenleri sadece selillazlar1 degil ayni zamanda
hemiseliilazlar (Kosugi ve ark., 2002), pektinazlar (Tamaru ve Doi, 2001),
kitinazlar, likenler, mannazlar ve esterazlar gibi ¢ok cesitli hidrolitik aktiviteler
icerir. Bu olaganiistli enzim ¢esitliligi, seliilozlu substratin, bitki hiicre duvarinin

kimyasal ve yapisal karmasikligini yansitir (Fontes ve Gilbert, 2010).

1.3. Seliilaz Enzimininin Endiistriyel Uygulamalari

Gida, yem, kagit, tekstil, pisirme, atik isleme ve biyokiitleden alkol {iretimi
gibi bir¢ok alanda mikrobiyal enzimler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
enzimler 30 yildan uzun bir siiredir ticarilestirilmektedir (Hu ve ark ., 2008).

Selillaz enzimi uygulayarak kagit sanayisinde biyiikk Olc¢lide enerji
tasarrufu saglamaktadir. Seliilazlar ayn1 zamanda kagittan boya uzaklastirmak igin
kullanilmaktadir (Tomme ve ark., 1988). Tekstil endiistrisinde seliilozik dokularin
biyolojik olarak parlatilmasi i¢in seliilazlar kullanilmaktadir. Tekstilde seliilazlar
iplik yiizeyindeki seliiloz kumaglar1 pargalayarak kumasa daha giizel bir goriiniim
kazandirmaktadir (Csiszar ve ark., 2001).

Fermentasyon endiistrisinde alkollii iceceklerin iiretiminde glukanazlar
kullanilmaktadir. Bu enzimler, fermente irinlerin kalitesini ve verimini
artirmaktadir. Glukanazlar, glukani hidrolize etmek, wort viskozitesini azaltmak ve
riintin filtre edilebilirligi arttirmak igin kullanilmaktadir (Bayer ve ark., 2007).
Seliilaz enzimi meyve sularmin iiretimi, ekstraksiyonu, aritimi, stabilizasyonu i¢in
kullanilmaktadir. Ksilanazlar; amilazlar, glukozoksidaz ve proteazlarla birlikte

kullanilmaktadir ( Evans ve ark., 2005) .
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4. Anaerobik Sistemler ve Biyogaz

Hidrolitik anaerobik bakteriler, selillozom olarak bilinen 06zel bir
multienzim kompleksi gelistirmistir. Anaerobik bakteriler, selilloz olmadan
lignoseliilozik biyokiitleyi parcalamak icin gerekli enzimleri iiretemez. Bu nedenle,
selilozomlar, anaerobik bakteri, enzimler ve substratlar arasinda bir kopri
kurulmasinda dénemli bir role sahiptir (Doi ve ark., 2004).

Seliilozomlar ilk olarak anaerobik Clostridium thermocellum ile
kesfedilmistir. Acetivibrio, Bacteroides ve Ruminococcus cinsleri lignoseliilozik
materyallerin par¢alanmasinda tespit edilmistir (Schwarz ve ark., 2001)

Biyogaz, organik malzemelerin anaerobik kosullarda mikrobiyal
parcalanmasi yoluyla fretilmektedir. Bu islem sirasinda, metan, (% 55-70),
karbondioksit (% 30-45) ve hidrojen siilfiir agiga ¢ikmaktadir (Dinamarca ve ark.,
2003). Metan, metanojenez olarak adlandirilan anaerobik sistemlerin son
asamasinda iiretilmektedir. Biyogaz tiretminde organik maddelerin pargalanmasi
dort adimdan olusmaktadir. Birinci adimda, polisakaritler, proteinler ve lipitler gibi
kompleks yapilar monomerlere doniistiriilmektedir (Lynd ve ark., 2002).
Fermentasyon asamasinda, anaerobik bakteriler, iiriinleri hidroliz ederek asetat
karbondioksit ve hidrojen iiretiminde kullanirlar. Metanojenez asamasinda,
metanojenler tarafindan lignoseliilozik iiriinler metana doniistiiriiliir (Schniirer ve
Nordberg, 2008). Ve son asamada ise metan elektrik enerjisine doniistiiriilerek
kullanilmaktadir (Lynd ve ark., 2002).

Lignoseliilozik materyallerin anaerobik sistemlerde ciiriitiilerek biyogaza
donistiiriilmesinde maliyeti diistirmek ve verimliligi arttirmak icin yapilan bir¢cok
uygulama bulunmaktadir. Biyolojik 6n islemler genellikle isletme maliyetlerini
diistirmek igin tercih edilmektedir (Sindhu ve ark., 2016). Fungal 6n islem genel
olarak, ligninin parcalanmasi i¢in uygulanmaktadir. Karisik kiiltiirler aerobik /
anaerobik on islemler genellikle ligninden seliilloz ve hemiseliillozun ayrilmasi ile
birlikte anaerobik hidroliz asamasini kolaylastirmak i¢in kullanilmaktadir (Chen ve
ark., 2010).
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Gliniimiizde enzimatik uygulamalar yapilarak biyogaz tesislerinde
verimliligi arttirmak i¢in arastirmalar yapilmaktadir. Bu amagla selillaz enzimleri
kullanilip  lignoseliillozik  biyokiitlenin  parcalanmasi  saglanarak biyogaz

sistemlerinde %50’ye varan artislar elde edilmektedir (Alvira ve ark., 2010).

1.5. Clostridium Cinsi

Clostridium cinsi bakteriler, anaerob Gram pozitif, ¢ubuk sekilli ve
endospor olusturan bakterilerdir. Biyoteknolojik agidan Clostridium cinsleri
seliilozik biyokiitleyi parcalama yetenekleriyle bilinir. Bu bakteriler yeni cins
Ruminiclostridium' olarak adlandirilmaktadir (Yutin ve Galperin, 2013).

Dogada bircok yerde bulunabilecegi gibi, bilinen selilloz pargalayan
Clostridium turleri arasinda; Clostridium thermocellum, C. aldrichii, C.
alkalicellulosi, C. caenicola, C. cellobioparum, C. cellulolyticum, C. cellulosi, C.
clariflavum, C. hungatei, C. josui, C. leptum, C. methylpentosum, C.
papyrosolvens, C. sporosphaeroides, C. stercorarium, C. straminisolvens, C.
sufflavum, C. termitidis, C. thermosuccinogenes, C. viride, Bacteroides
cellulosolvens  (Pseudobacteroides cellulosolvens), Eubacterium siraeum ve
Clostridium sp. Suslar1 yer almaktadir (Blumer ve ark.,2008). Clostridium cinsinin
iyeleri, biyogaz tesislerinde mikrobiyal popiilasyonun &nemli bir parcasidir

(Horino ve ark., 2014 ).

1.6. Calismanin Amaci

Bu calismanin amaci Osmaniye ili kat1 atik diizenli depolama sahasindan
alinan ¢op numunelerinden seliilaz aktivitesi gosteren anaerobik bakterilerin
izolasyonu, tanimlanmasi, bu bakterilerden seliilaz tiretimi ve izolasyonu, iiretilen
enzimin sicaklik, pH ve substrat konsantrasyonu karsisindaki aktivitelerinin

belirlenmesi ve enzimin biyogaz iiretimi {izerine etkisinin belirlenmesidir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Zhao ve ark, (2014) biyoetanol iiretiminde lignoseliilozik iriinlerin
hidrolizi i¢in kaplicalardan izole edilen 21 seliillaz aktivitesi olan bakteriyi 16S
rRNA ya gore tanimlamiglar ve 8 farkli cins bakteri tespit etmislerdir. Bu izole
edilen bakterilerden SV792’un filtre kagidi, seliilaz aktivitesi FPase, 9.41 U/ml
karboksilmetil seliilaz aktivitesi CMCase, 6.35 U/ml, ksilanaz aktivitesi 4.28 U/ml
olarak belirlenmistir. Miscanthus floridulus substrat olarak kullanildiginda
SV79’dan alman seliilozik enzim ile biyokiitleden 2.63 mM etanol/g iiretildigi
belirtilmistir.

Maryam ve ark, (2018) Bacillus cellulosilyticus bakterisinden iiretilen
selilaz enzimi kullanilarak ¢im hidrolizasyonu gerceklestirmislerdir. Uretilen
seliilaz enziminin, karboksilmetil seliilaz aktivitesi 1,998.79 IU/ml/min, filtre
kagidi seliilaz aktivitesi 1,621.16 IU/ml/min belirlemislerdir. Bermuda g¢imlerine
alkali 6n islemden sonra seliilaz enzimi uygulanmis ve enzimatik iglemlerden sonra
aciga cikan toplam seker orami  (179.84+0.2 mg/ml), indirgen seker orani
126.72+0.1 mg/ml, glikoz oran1 105.40+=0.1 mg/ml olarak belirlenmistir.

Swathy ve ark, (2018) Cellulomonas uda bakterisinden iiretilen seliilaz
enzimin aktivitesinin pH 7 ve 50°C sicaklik olarak belirlenmistir. Uretilen seliilaz
enziminin lignoseliilozik biyokiitleden biyohidrojen iiretiminde kullanilmasiyla
187.44 mmol / L'lik yiiksek bir verim artis1 elde edilmistir.

Moreau ve ark, (2015) seliilozik biyokiitleden etanol ve hidrojen iiretmek
icin kagit sanayisinden izole edilen Clostridium thermocellum kullanmiglardir.
Seliilozun tamami 60 saatlik inkiibasyondan sonra hidrolize edilmis pH 5.83 ve
sicaklik 55°C olarak belirtilmistir. 60 saatlik fermantasyondan sonra iiretilen asetat
8.50 mol/m3, etanol 11.30 mol/m3, laktat 8.75 mol/mé, format 0.27 mol/md,
hidrojen 11.20 mol/m® ve karbon dioksit 18.41 mol/m® olarak bulunmustur.

Uretilen seliilazin 72. saatte aktivitesinin 0.25 U/cm® oldugu tespit edilmistir.
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Cebreiros ve ark, (2019) anaerobik olarak Clostridium beijerinckii
suslarindan izole edilen selilaz enzimi kullanilarak Okaliptiis talagindan
izopropanol-biitanol-etanol iiretmiglerdir. 180°C, 45 dakika otohidroliz 6n iglemine
tabi tutulmus olan talas seliilaz enzimiyle muamele edildikten sonra 48 saat sora
kiiltiirde 8.7 g/L izopropanol-biitanol-etanol konsantrasyonuna ulasilmstir.

Lin ve ark, (2017) lignoseliilozik biyokiitleden biyohidrojen iiretiminde
Clostridium thermocellum tarafindan iiretilen seliilaz enzimlerini kullanmuslardir.
Uretilen selillaz enziminin termofilik olarak 60°C de aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Enzim uygulamasinda biyohidrojen iiretiminin 2.61 kat artirdigini
gozlemlenmistir.

Susan ve ark, (2002) Rhodothermus marinus’ tan izole edilen termofilik
seliilaz enziminin optimum aktivitesinin pH 7.0’de oldugu ve enzimin 100°C de
3.5 saat bekletildikten sonra aktivitesinin %50 oraninda korudugu belirtilmistir.

Tantayotai ve ark, (2018) pirin¢ kavuzlarindan biyogaz iiretmek icin at ve
biiyiikbag hayvan atiklarindan alinan numunelerden mikrobiyal asi kiiltiirti elde
edilmistir. Mikrobiyal kiitlenin seliilaz aktivitesi numunelerin alindigi yere gore
farklilik gostermistir. Her iki numunede de B-glukonaz aktivitesi sirasiyla 0.417 ve
0.43 u/mg, eks-p-glikaz 0.116 ve 0.184 u/mg, B-glikosidaz 1.069 ve 3.184 u/mg
olarak belirtmislerdir. Biyogaz dengelerinde ise at gilibresinden alinan
mikroorganizmalarin seliilaz aktiviteleri oldukga yiiksek olup biyogaz verimi
109.60 dan 161.49 m/gr olarak artig gdstermistir.

Miettinen ve ark, (2003) Melanocarpus albomyces, Myceliophthora
thermophila, Chaetomium thermophilum ve Sporotrichum thermophilum
suslarindan 3 seliilaz enzimi saflagtirmiglardir. Seliilazlarin ikisinin 20 ve 50 kDa
agirliklarinda endoglukanaz oldugunu belirtmislerdir. Saflagtirilan 20 kDa
agirhigindaki endoglukanazin pH 7°de kumaslarda iyi etki gosterdigi, 50 kDa
agirhigindaki endoglukanaz ve sellobiyohidrolazin ilavesinin ise geri boyamay1

azalttigini agiklamislardir.
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Singh ve ark (2009) 4. heteromorphus’ dan seliilaz iiretimi yapmiglar ve
iiretilen seliilaz enziminden, bugday samaninin subsrat olarak kullanip seker
iretmislerdir. En yiiksek indirgen seker pH 5.0 ve 30°C’de 5 giinde aciga ¢ikmuistir.
Bu kosullarda 5 giin inkiibasyonun ardindan A. heteromorphous, 3.2 EU/mL filtre
kagidi, 83 EU/mL CMCaz aktivitesi bulundugunu belirtmislerdir.

Norsalwani (2016), lignoseliilozik iriinlerden Trichoderma spp. ile seliilaz
enzimi Uretimi yapmuslardir. Seliillaz iiretimi icin optimum kosullar pH 5.0,
inkiibasyon sicakligi 30°C, inokiilasyon konsantrasyonu 2x 108 KOB/mL ve
substrat partikiil boyutu 500 pm altinda belirlenmistir. Ham palmiye ¢ekirdegi
pastasi, yagdan arindirilmis ve bitkisel atik ile fermantasyon yapilarak
gerceklestirilmis. Kat1 hal fermantasyonu yoluyla enzim iiretimine bakildiginda,
Trichoderma spp. tarafindan iretilen seliilaz etkinliginin yaklasik bir kat yiiksek
oldugu ortaya koyulmustur. Endiistriyel bir atik olan palm yag: kiispesinin seliilaz
iiretimi i¢in uygun bir iiriin oldugu belirtilmistir.

Saravanakumar ve Kathiresan (2013), lignoseliilozik iiriin olan talastan
enzimatik olarak biyoetanol iiretmeyi amaglamiglardir. Lignoseliilozik {iriinler 6nce
asit ile muamele edilmis ve Trichoderma spp.’dan iiretilen selillaz enzimi ile
enzimatik reaksiyona sokulmustur. 36.5°C'lik sicaklik, 102 saatlik inkiibasyon
siresi ve 45.14 mL'lik enzimle muamele edilmis 330 dev/dakika lik karistirma

altinda % 85.6'lik biyoetanol iiretimi gergeklesmistir.
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Cop Numunesi

Calismada, seliillaz aktivitesi olan bakterilerin izole edildigi ¢op
numuneleri Osmaniye ili kat1 atik diizenli depolama sahasindan kepge ile yapilan
kaziyla ¢Opiin 4m derinliginden alinmis, agz1 kapali plastik kutularda laboratuara
getirilmistir. Biyogaz iiretimi yapilan tesisteki biyogaz toplama borularindan akan

sizint1 sularindan agz1 kapali siselerde alinip laboratuvara getirilmistir.

3.1.2. RCM Agar (Reinforced Clostridial Medium)
Clostridium cinsi bakterilerin izolasyonunda kullanilmistir (Gibbs ve
Hirsch, 1956).

Bilesimi o/LL
Et Peptonu 10
Et oziiti 10
Maya 3
Nisasta 1
D(+)Glukoz 5
L-Sistein 0.5
NaCl 5
Sodyum Asetat 3
Amonyum Demir Il Sitrat 0.5
Agar 15
Distile su 1000 mL

Besiyerinin pH'st 7.5'a ayarlandiktan sonra agar eklenip otoklavda

121°C'de 15 dakika steril edilmistir. Besiyerine oksijen difizyonunu engellemek
15
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icin otoklavdan ¢ikarilan besiyerleri %20 CO. ve %80 N2 igeren anaerobik kabine
aliarak ekimler anaerobik kabinde yapilmustir.

3.1.3. Brewer Anaerobik Agar

Anaerobik bakterilerin iiretilmesinde ve stok Kkiiltiirlerde kullanilmistir

(Anonymous, 1978).

Bilesimi g/L
Kazein Peptonu 10
Soya peptonu 5
Maya 5
L-Sistein 0.4
D(+)Glukoz 10
NaCl 5
Na-thioglukolat 2
Metilen Mavisi 0.002
Agar 17
Distile Su 1000mL

Besiyerinin pH'st 7.5'a ayarlandiktan sonra agar eklenip otoklavda
121°C'de 15 dakika steril edilmistir. Besiyerine oksijen difiizyonunu engellemek
icin otoklavdan ¢ikarilan besiyerleri %20 CO; ve %80 N> iceren anaerobik kabine

almarak ekimler anaerobik kabinde yapilmustir.
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3.1.4 Seliiloz Besiyeri

Clostridium sp. bakterilerinden sivi besiyerinde seliilaz iiretimi ve enzim

izalosyonu i¢in kullanilmigtir. 15 g/L agar eklenerek kati besiyerinde seliilaz

aktivitesi belirlenmistir (Sleat ve ark., 1984).

Bilesimi

g/L

K2HPO,.3H20 1

NH.CI 1

KCI 0.5
MgS0,.7H.0 0.5
L-Sistein 0.15
Triptikaz 0.5
Maya Ozeti 0.5
CMC 5
Resasurin 0.001
Distile Su 1000mL

Besiyerinin pH'st 7.5'a ayarlandiktan sonra agar eklenip otoklavda

121°C'de 15 dakika steril edilmistir. Besiyerine oksijen difiizyonunu engellemek

i¢in otoklavdan c¢ikarilan besiyerleri %20 CO, ve %80 N2 igeren anaerobik kabine

almarak ekimler anaerobik kabinde yapilmustir.
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3.1.5. Biyogaz Aktivitesi Besi Ortamm

Uretilen enzimin biyogaz iiretimine etkisinin belirlenmesi i¢in hazirlanan
batch sistem sentetik seliiloz besi ortami1 kullanilarak beslenmistir. (Sagnak ve ark.,
2011).

Bilesimi a/L
CMC 10
MgSO4+7H20 0.25
K2HPO,4 1
KH2PO,4 1
L-cysteine HCI.H,O 0.1

Besiyerinin pH'st 7 ayarlandiktan sonra anaerobik kabinde iginden 5
dakika azot gazi gecirilerek ¢Oziinmils oksijenin uzaklastirilmasi saglanmis ve
steril edilmeden biyogaz sistemine besleme yapmak i¢in kullanilmistir (Sagnak ve
ark., 2011).

3.1.6. NaCl Cozeltisi (1 M)
Kat1 besiyerinde seliillaz aktivitesinin belirlenmesi igin besiyerindeki

Kongo kirmizisi boyasinin uzaklastirilmasi igin kullanilmistir (Voget ve ark.,
2006).

3.1.7. Sodyum Fosfat Tamponu ( 100 mM, pH 7.0)
Enzim iretiminde soguk alkol ile c¢oktiirme islemi yapildiktan sonra

santrifiij ile toplanan enzimin ¢oziilerek sivilastirilmasi igin  kullanilmigtir
(Srivastava, 1987).
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3.1.8. Kongo Kirmizisi (%0.1)
Kat1 besiyerinde seliilaz aktivitelerinin saptanmasi i¢in kullanilmistir. 0.1 g

kongo kirmizis1 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir (Voget ve ark., 2006).

3.1.9. Dinitro Salisilik Asit Cozeltisi (DNS)

Enzim reaksiyonunu durdurmak ve aktivite sonucu agiga ¢ikan indirgen
seker miktarini belirlemek amaci ile kullanilmistir. 1 g DNS 50 mL distile su
igerisinde ¢oziiliir, tizerine 30 g K-Na-Tartarat ve 20 mL, 2M NaOH ilave edilerek
son hacim 100 mL’ye tamamlanir (Miller, 1959).

3.1.10. Sitrat Tamponu

Enzimin pH 3-5 arasindaki aktivitesini saptamak amaci1 ile kullanilmustir.
Solusyon A (19.21 gr/L, 0.2M sitrik asit) ve solusyon B (53.65 gr/L, 0.2M
Na;HPOsx7H,0) stok ¢o6zeltileri kullanilarak istenilen pH degerlerindeki tampon
cozeltiler Cizelge 3.1°e gore hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.1. Sitrat Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Solusyon A Solusyon B Distile su

PH
mL mL mL
3 30.7 19.3 50
3,5 26.7 23.3 50
4 24.3 25.7 50
4,5 21.0 29.0 50
5 17.9 32.1 50

3.1.11. Sodyum-Fosfat Tamponu

Enzimin pH 6.0-8.0 arasindaki aktivitesinin saptanmasinda kullanilmustir.
Soliisyon A (27.8 g/L, 0.2M NaH:POs) ve Solisyon B (53.65 g/L, 0.2 M
Na;HPO4.7H,0) stok ¢ozeltileri kullanilarak istenilen pH degerindeki tampon
cozeltiler Cizelge 3.2°ye gore hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).
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Cizelge 3.2. Fosfat Tamponu Cozeltinsin Hazirlanmasi

H Solusyon A Solusyon B Distile Su
P mL mL mL
6.0 87.7 12.3 100
6.5 68.5 315 100
7.0 39.0 61.0 100
7.5 16.0 84.0 100
8.0 5.3 94.7 100

3.1.12. Glisin-NaOH Tamponu

Enzimin pH 8.5-10.5 arasindaki aktivitesini saptamak i¢in kullanilmigtir.
Tamponun hazirlanmasinda Solusyan A (15.01g/L, 0.2M Glisin) ile Solusyon B
(8g/L, 0.2M NaOH) stok c¢ozeltileri kullanilarak istenilen pH degerindeki

tampon ¢ozeltiler Cizelge 3.3’e gore hazirlanmistir (Temizkan ve Arda, 2004).

Cizelge 3.3. Glisin Tamponu Cdzeltisinin Hazirlanmasi

H Solusyan A Solusyan A Distile Su
P mL mL mL
8.5 4.0 50 146

9 8.8 50 141.2
9,5 22.4 50 127.6
10 32.0 50 118
10,5 45.5 50 104.5

3.2. Metod

3.2.1. Anaerob Bakterilerin izolasyonu

Caligmada seliilaz aktivitesi olan bakterilerin izolasyonu i¢in Osmaniye
kat1 atik diizenli depolama tesisinin sizinti suyu ve ¢Op Orneklerinden alinan
numuneler anaerobik sartlar korunacak sekilde agzi kapali siselerde, agzi slikon
contali plastik kap icine konularak getirilmistir.

Laboratuvara getirilen 0Orneklerin igindeki metanojen bakterilerin

oldiriilmesi ve sporlu bakterilerin kalmasi i¢in 5 g 6rnek 80°C’de 10 dakika 1s1l 6n
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isleme maruz birakilarak selektif islem uygulanmistir. Isil isleme maruz birakilan
numunelerden bakteri izolasyonunu gerceklestirilmistir. Onceden steril edilmis 100
mL RCM siv1 besiyerine anaerobik kabin iginde 1s1l 6n isleme alinmig ¢amur ve
sizintt suyu Orneklerinden ekimler yapilmis, siseler 37°C ve 55°C sicaklikta
inkiibasyona birakilmistir (Gibbs ve Freame, 1965).

Anaerobik kabin iginde RCM kat1 besiyerine tek koloni diisecek sekilde
Oze ile ekim yapilmis ve 15 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. EKimden sonra
kat1 besiyeri iizerine 2. kat olarak 10 mL RCM agar besiyeri dokiilmiistiir. Ornekler
37°C ve 55°C sicaklikta koloni olusumu goriiliinceye kadar inkiibe edilmistir. Tek
diisen kolonilerden alinarak stok kiiltiirler tiipte hazirlanan brewer agar besiyerine

igne oze ile batirma kiiltiir seklinde yapilmigtir (Anonymous, 1978).

3.2.2. Seliilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi icin seliilloz agar kullanilmustir. izole
edilen bakteriler Selilloz Agar besiyerine ¢izgi ekim yapilarak Anareobik jarda
37°C ve 55°C'de 4 gilin inkiibe edilmistir. Seliillaz aktivitesi olan bakterileri
belirlemek icin besiyeri %0.1 kongo krmizisi ile boyanmis, yapilan ekimlerin
cevresinde sar1 zon pozitif olarak degerlendirilmistir (Wood, 1988).

Seliillaz  aktivitesi olan bakteriler BD Crytal anaerobik bakteri
identifikasyon test kiti kullanilarak tanimlanmistir (Wood, 1988).

3.2.3. Seliilaz izolasyonu

Seliilaz enzim {iretimi icin seliiloz siv1 besiyeri kullanilmistir. Seliilaz
aktivitesi olan 6rnekten yapilan ekimden sonra kiiltiir 55°C sicaklikta agz1 kapakl
sisede inkiibe edilmis ve 7 gilin sonra kiiltiir 9000 rpm’de 30 dakika santrifij
edilerek silipernatant toplanmustir. Siipernatant iizerine daha 6nceden -33°C’de
bulunan soguk etanol yavas yavas ilave edilerek alkol presipitasyon yontemi ile
enzimin ¢okmesi saglanmstir (Sleat ve ark., 1984). Cozelti 24 saat boyunca -

33°C’de bekletilmis ve ¢oken kisim 9000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek
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stipernatant atilmus, pellet fosfat tamponuna alinmistir. Fosfat tamponunda toplana
ornekler diyaliz tiipli kullanilarak +4°C sicaklikta diyaliz edilmis ve ¢aligsmalarda

kullanilmak tizere +4°C’de saklanmustir (Wood, 1988).

3.2.4. DNS ile Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

DNS ile enzim aktivitesinin tayini i¢in izole edilen enzimden 0.5 mL ve
substrattan 0.5 mL alinarak uygun sicaklik ve pH kosullarinda inkiibe ediltikten
sonra ornek iizerine 3 mL DNS ayiract konularak kaynar su banyosunda 5 dakika
kaynatma islemi yapilmistir. Kaynatma isleminden sonra 6rnekler oda sicakligina
kadar sogutulmus ve spektrofotometrede kore karsi 550 nm dalga boyunda
okunmustur. Kor olarak 0.5 mL substrat ve 0.5 mL destile su kullanilmstir (Miller,
1959). Calismada hesaplama i¢in kullanilan standart egri olusturulurken glikoz
substrat olarak kullamilmistir. Cizelge 3.4’deki standart egrinin regresyon
analizinden y=2.9819x-0.4704 denklemi elde edilmis ve r degeri 0.997

bulunmustur. Tiim ¢aligmalarda bu egriden elede edilen denklem kullanilmuigtir.
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Cizelge 3.4. Glikoz Standart Egrisi

2,2 /
1 L
o

0 T T T T T
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2

Glikoz (g/L)

Absorbans (540 nm)

3.2.5. Enzim Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Calismada izole edilen seliilazin calismasi iizerine pH etkisinin
belirlenmesi i¢in Sitrat (pH 3-5), Na-Fosfat (pH 6.0-8.0) ve Glisin-NaOH (pH 8.5-
10.5) tamponlari kullanilmis enzim aktivitesi pH 3-10 arasinda belirlenmistir.

Her bir pH degeri i¢in tampon i¢inde %1 CMC olacak sekilde substrat
¢ozeltisi hazirlanmistir. Enzim aktivitesi icin 0.5 mL enzim ve 0.5 mL substrat
alinarak farkli sicakliklarda 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda DNS

ile indirgen seker analizi yapilmustir (Miller, 1959).

3.2.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Caligmada izole edilen seliilazin galigmasi iizerine sicakligin etkisinin
belirlenmesi i¢in 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C sicakliklarda denemeler
yapilmistir. Her bir sicaklik testi i¢in, pH 3-10 tampon ¢6zeltisi iginde %1 CMC
olacak sekilde substrat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Aktivite tayini i¢in 0.5 mL enzim
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ve 0.5 mL substrat alinarak 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C sicakliklarda
su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda DNS ile

indirgen seker analizi yapilmistir (Miller, 1959).

3.2.7. Zamana Bagh Enzim Aktivitesi

Calismada izole edilen selillazin zamana bagli aktivitesi enzimin
optimum ¢alistig1 sicaklik 60°C ve pH 8’de gerceklestirilmistir. Tampon ¢ozeltisi
icinde substrat ¢ozeltisinden 0.5 mL ve enzimden de 0.5 mL alinarak hazirlanan
ornekler icin sicak su banyosunda 0-12 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresince saat basi bir almarak DNS ile enzim aktivitesi belirlenmistir (Miller,

1959).

3.2.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonun Etkisi

Caligmada izole edilen selillazin  aktivitesi {izerine  substrat
konsantrasyonunun etkisi enzimin optimum ¢alistig1 sicaklik olan 60°C ve pH 8’de
belirlenmistir. Tampon ¢ozeltisi icinde %0.5, 1 ve 2 olacak sekilde hazirlanan
CMC substrat ¢ozeltilerinden 0.5 mL ve enzimden de 0.5 mL alinarak, ornekler
enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in sicak su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda &rneklerdeki enzim aktivitesi DNS yontemi ile

belirlenmistir (Miller, 1959).

3.2.9. Enzimin Biyogaz Verimliligi Uzerine Etkisi

Calismada izole edilen ve optimum calisma sartlar1 belirlenen seliilazin
biyogaz sistemlerinde kullanilabilirliginin belirlenmesi i¢in mikrobiyal as1 kiiltiirii
Osmaniye kat1 atik diizenli depolama sahasindan aliman sizinti suyu kullanilarak
hazirlanmigtir. Laboratuarda 5 L agzi kapali cam reaktorlerde yapilan batch
biyogaz denemesi i¢in kiiltlir sentetik seliiloz besi ortamu ile beslenerek 37°C ve
55°C olarak iki farkli sicaklikta inkiibe edilmistir. 37°C sicaklikta seliillaz enzimi

kullanilarak biyogaz iiretiminin belirlenmesi Sekil 3.1°de verilmistir. 55°C
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sicaklikta seliilaz kullanilarak biyogaz {iretiminin belirlenmesi Sekil 3.2°de
verilmigtir. Enzim aktivitesinin belirlenecegi reaktére 30 mL izole edilen seliilaz
enzimi eklenmistir. Kontrol grubuna sadece sentetik besi ortama ilave edilmis ve
enzim eklenmemistir.

5 giinlik inkiibasyon siiresince olusan gazin miktar1 ve igerigi, gaz

analizorii kullanilarak belirlenmistir (Sagnak ve ark., 2011).

Sekil 3.1. 37°C Sicaklikta Enzim Uygulamasi Yapilan Anaerob Sistem
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e — lﬂ

Sekil 3.2. 55°C Sicaklikta Enzim Uygulamasi Yapilan Anaerob Sistem
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakteri izolasyon Sonuclar

Calismada kullanilan anaerobik bakteriler Osmaniye kati atik diizenli
depolama sahasindan alinan Orneklerden izole edilmistir. COp sahasi biyogaz
iiretim tesisi olup sahaya alinan c¢oplerden biyogaz {iiretilmektedir. Sahada evsel
nitelikli ¢opler biriktirilmektedir. Sahada biriktirilen ¢opler mikrobiyal faaliyet ile
parcalanarak biyogaz gibi {iirlinlere doniismektedir. Sahadan almman su ve kati
numune ornekleri siyah gri, ¢lirik yumurta kokusunda olup, igerisinde saprofit ve
anaerobik bakteriler bulunmaktadir. Bu ¢alismada metanojen bakterilerin elemine
olmasi, sporlu anaerobik bakterilerin izolasyonu icin 6rnekler 80°C’de 10 dakika
1s1l iglenme tabi tutulmustur. Isil isleme tabi tutulan 6rnekler 37°C ve 55°C
sicakliklarda anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir. 55°C sicaklikta inkiibe edilen
besiyerlerinde 12 giin sonra renk degisimi ve lireme gézlenmistir.

Bu ortamdan alinan &rnekler kati besiyerine ekilmis ve kati besiyerinde
iireyen kolonilerden stok kiiltiirler hazirlanarak seliilaz aktivite testleri yapilmustir.
Calismada toplamda 8 adet bakteri izole edilmis bu bakterilerin kat1 besiyerinde
seliilaz aktivitesi gosteren 3 tanesine gram boyama yapilmig, {i¢ izolatinda gram
pozitif comak olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.1). Bu {i¢ bakterinin spor boyamalari
yapilmig ve yine li¢ bakterinin sporlu oldugu belirlenmistir. Bu ii¢ bakteri BD
anaerob bakteri identifikasyon testi kullanilarak yapilan bakteri tanimlamasinda, ti¢

bakterininde Clostridium sp. olarak tanimlanmustir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. 4 Nolu izolatin Stok Kiiltiiri
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Clostridium’lar, anaerobik, gram pozitif, ¢omak formunda spor
olusturabilen bakterilerdir. Biyoremediasyonda oldukea etkili olan bu bakterilerin
kompleks bilesikleri parcalama yetenekleri g¢ok yiiksektir. Vejetaif formlarn
oksijene hassas olup uzun siire havadaki oksijenle temas etmeleri durumunda
Olmektedirler. Organik molekiilleri parcalayarak asetat, biitiirat gibi metabolik yan
trtinler olustururlar (Angelidaki ve ark.,2011). Clostridium’larin genis karbon
kaynag1 kullanma yetenekleri vardir. Selilloz, hemiseliilloz gibi lignoseliilozik
iiriinleri hiicre dis1 enzimler ile parcalayarak karbon kaynagi olarak kullanirlar (El-
Mashad ve ark., 2004).

Lignoseliilozik biyokiitle hidrolizasyonunda, sakkarolitik enzimlerin
kullanilmasinin  yaninda, mikroorganizmalarinda kullanilmas1 birlestirilmis
biyoprosesler olarak tanimlanmaktadir. Bir lignoseliillozik  biyokiitlenin
birlestirilmis biyoproseslerde, enzim yada mikroorganizma kullanilarak islenmesi
dort asamada gerceklesir. Bunlardan ilki seliillaz ve ksilanaz ile gerceklestirilen
hidroliz, ikinci asama biyokiitlenin sekerlere indirgenmesi, iiclincii asama
fermantasyon asamasi ve son asama Uriin olusumudur. Enzimatik hidroliz
yontemleri lignoseliilozik triinlerin pargalanmasinda termokimayasal yontemlerin
yaninda proses maliyetini diisiiren ve uygulamalarda olusabilecek ara iiriinlerin
ortadan kaldirilmasi i¢in avantajli uygulamalardir (Naresh ve ark., 2019). Dogal
seliilolitik organizmalar arasinda birlestirilmis biyoproseslerde 6zellikle anaerob
bakteriler dikkat ¢ekmektedir. Bu canlilara birlestirilimis biyoproselerde dogal

yolla gelistirilmis stratejiler olarak bakilmaktadir (Tanimura ve ark., 2015).

4.2. Enzim izolasyonu ve Enzim Aktivite Sonuclari

Calismada kullanilan bakterilerin  seliilaz  aktivitesi gdsterenlerin
belirlenmesi i¢in seliiloz iceren kat1 besiyeri hazirlanmis ve izolatlar kat1 besiyerine
ekilerek Clostridum’larin  hiice digt enzim salgilayarak seliilozu pargalama
ozelliklerine bakilmistir. izole edilen ii¢ bakterinin seliilaz aktivite testi, anaerob

selliloz agarda yapilmistir. 4 numaral1 susta yapilan ekim ¢izgisi etrafinda olusan
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zon ¢apt 22 mm olarak belirlenirken diger iki susta 5 mm ve alt1 zon c¢api
belirlenmistir. Bu 4 numarali sus enzim liretimi ¢aligmalarinda kullanilmigtir. Sekil

4.3’de petride 4 nolu susun seliilaz aktivitesi verilmistir.

Sekil 4.3. 4 Nolu Bakterinin Kati Besiyerinde Seliilaz Aktivitesi

Stvi  besiyerinde enzim iretimi anaerob selilloz  besiyerinde
gerceklestirilmistir. Besiyerinde 5 g/ CMC kullanilarak seliilaz tiretilmistir.
Anaerobik sartlarda hazirlanan ve steril edilen besiyeri 55°C sicaklikta agz1 kapali
cam siselerde 7 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sirasinda kiiltiir ortami hergiin
elle ¢alkalanarak ¢okelek olusturan bakterilerin besiyerine dagilmasi saglanmistir.

7. glin sonunda enzim izolasyonu i¢in besiyeri santrifiij edilip siipernatant soguk
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alkol ile presipitasyon yapilarak enzim izolasyonu gerceklestirilmistir. Santrifiij ile
toplanarak alinan enzim sodyum fosfat tamponunda pH 7°de diyaliz etmek i¢in
¢Oziilmiistiir. Enzim +4°C derecede 24 saat pH 7 sodyum fosfat tamponuna karsi
diyaliz edilmigtir. Diyaliz sonrasinda enzim ¢alismalarda kullanmak iizere +4°C’de
saklanmugtir.

Izole edilen enzimin seliilaz aktivitesi %1 CMC ¢bzeltisinden alman 0.5
mL 6rnek tizerine eklenen 0.5 mL enzim ¢6zeltisi 55°C sicaklikta pH 7°de bir saat
inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda yapilan DNS analizi ile ¢6zeltinin rengi
kiremit kirmizisina doniismiis ve ¢ozeltideki CMC’nin parcalandigi belirlenmistir

(Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Seliilaz Aktivitesi
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4.3. Sicaklik ve pH’1in Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sicaklik ve pH enzim faaliyetleri i¢in olduk¢a 6nemli parametreler olup
sicaklik ve pH’mn enzimatik aktivite iizerindeki etkisi enzimin biyokimyasal
yapisina gore degisiklik gostermektedir. Calismada izole edilen enzimin sicaklik
aktivitesi belirlenirken pH’in sicaklik ile iligkisi ayn1 anda belirlenmistir. Birgok
calismada optimum sicaklik veya pH bulunup bu optimum sartlarda diger
degiskenleri degistirerek calismalar yapilmaktadir. Ancak bu calismada enzim
aktivitesi iizerine sicakligin etkisi 30°C- 80°C sicakliklar arasinda denenirken her
bir sicaklik degerinde pH 3-10 arasinda aktivite testi yapilmistir. Boylece pH ve
sicaklik iligskisinde optimum nokta belirlenmistir.

Calismada kullanilan bakterinin iireme sicaklifi ve enzimin tretildigi
sicaklik 55°C’dir. Calisma kosullarinin termofilik olmasi nedeniyle izole edilen
enzimde termofilik aktivite gostermektedir. Sicakligin ve pH’mn enzim aktivitesi
tizerine etkisi sekil 4.5 ve sekil 4.6’da verilmistir. Enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi sicaklik 60°C olarak belirlenmis, optimum pH degeri olarakta enzimin
en yiksek aktivite gosterdigi pH 8.0 olarak belirlenmistir. 60°C sicaklikta ve pH
8.0’de %1 CMC c¢ozeltisinden 0.5 mL ve 0.5 mL izole edilen enzim kullanilarak
enzimatik reaksiyon sonucunda DNS yontemi ile 1.567 mg/ml indirgen seker elde
edilmistir. Bu deger calisilan tiim pH ve sicaklik skalasi i¢inde en yliksek deger
olup enzimin optimum sicaklik pH degeri olarak belirlenmistir.

Optimum sicaklik ve pH degerine gore farkli sicakliklardaki ve pH’lardaki
enzim aktivitesi kiyaslandiginda; 30°C, 40°C ve 50°C sicakliklarda pH 3’te enzim
aktivitesi sirasi ile %46.45, %47.73 ve % 53.83 iken pH’1n artis1 ile aktivitede artig
oldugu pH 8’de % 86.98, 87.56 ve %88.95 aktiviteye ulastig1 belirlenmistir. pH’1n
arttig1 9 ve 10 degerlerinde ise enzim aktivitesi pH 9°da %49, 50.5 ve % 50.1 pH
10.0’da ise ti¢ sicaklik degerinde %47 aktivite gosterdigi belirlenmistir. pH 1 artis1
ile calisilan tiim sicaklik degelerinde aktivite artist oldugu, ancak pH 8.0’in

izerinde ise aktivitede hizli bir diisiis oldugu belirlenmistir.
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60°C sicaklikta enzim maksimum aktivite gostermis olup, termofilik
ozelliktedir. Bu sicaklikta pH 3, 4, 5, 6, 7, 8’de sirasi ile enzim aktivitesinin %56,
58, 62, 65, 73 ve 100 oldugu belirlenmistir. pH 9 ve 10’da enzim aktivitesi diger
sicaklik degerlerinde oldugu gibi hizli bir diisiisle azalmistir. Bu pH degerlerine
strasi ile %50 e %47 enzim aktivitesi oldugu belirlenmistir.

Sicakligin 70°C ve 80°C oldugu degerlerde enzim aktivite kaybederek
60°C sicaklikta gosterdigi aktiviteyi koruyamamis olup, hiper termofilik 6zellik
gosterememistir. 80°C sicaklikta enzim aktivitesi pH 3.0’de %30.9 olarak
belirlenmis ve bu aktivite bu sicaklikta en disiik aktivite olup 80°C sicaklikta en
yiiksek aktivite pH 8.0’de % 49.13 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Sicakhigin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Lee ve Blackburn, (1975) hayvan diskisindan izole ettikleri
Clostridiumlarin seliilaz aktivitesini en yiiksek oldugu sicaklik 67°C ve maksium
aktvite gosterdigi pH’mn 6.5 oldugunu belirtilmektedir. Xu ve ark, (2010)
Clostridium thermocellum’um seliillozomlarinin yiiksek sicakliklarda bozuldugunu

ve maksimum 70°C sicaklikta ¢alisabildigini belirtmiglerdir.
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Ng ve ark., (1981) etanol iretiminde kullanmak iizere izole ettikleri
Clostridium thermocellum LQRI ve C. thermohydrosulfuricum 39E suslariim
seliilozik substratlar1 par¢alama ¢alismalarinda enzimatik aktvitenin optimum
sicakligi olarak 60°C’yi belirtmiglerdir. Anaerob termofilik bakterilerden
Clostridium’lar seliilozu parcalamak igin seliillozom iiretirler. Selillozomlar multi
enzim kompleksleri olup gercek seliilaz aktivitesi gosterirler 6zellikle kristal
yapidaki seliilozun’da pargalanmasini saglayabilirler. Clostridium absonum-CFR-
702°dan 65 °C sicaklikta c¢alisan enzim iiretmislerdir (Rani ve Nand, 2000).
Waeonukul ve ark., (2012) Clostridium thermocellum seliilozomlarmnin 60°C

sicaklikta aktif oldugunu belirtmislerdir.
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Sekil 4.6. pH’1n Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

4.4. Zamana ve Substrat Konsantrasyonuna Bagh Enzim Aktivitesi

Calismada izole edilen enzimin pH ve sicaklik optimizasyonu yapilmisg
ve enzimin optimum g¢alisma kosullart pH 8.0 ve 60°C sicaklik olarak
belirlenmistir. Bu sicaklik kosullarinda enzimin zamana bagli substrat doniistimiinii

belirlemek i¢in, 0.5 mL substrat ¢6zeltisi ve 0.5 mL enzim kullanilarak pH 8.0’de
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ve 60°C sicaklikta 12 saat siire ile agz1 kapali cam tiiplerde sicak su banyosunda
inkiibe edilen 6rneklerin zamana bagli olarak seliilozun pargalanmasi ile olusan

indirgen seker degerleri Sekil 4.7’°de goriilmektedir.

>
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Sekil 4.7. Zamana Bagli Enzim Aktivitesi

Zaman bagl olarak yapilan ¢alismada enzimin substrat par¢alama diizeyi
zamanla artmakta 10. saatten sonra stabil bir hal almaktadir. Calisma 12 saat siire
ile devam ettirilmis ve enzimin 12 saat iginde agiga ¢ikardigi inidrgen seker orani
6.95 mg/ml olup, bu deger 1. saatte agiga ¢ikan (1.39 mg/ml) degerden 5 kat daha
fazladir. Enzim zamana baglhi olarak daha fazla substrati katalizleyerek
parcalamaktadir. Enzimatik siirenin kisa olmasi enzimin endiistriyel alanda
kullanimi i¢in bir avantaj olugturmaktadir. Zamana bagli olarak enzimin substrat ile
iligikisi artikca enzimin katalizleyebilecegi madde miktar1 da artis gostermektedir.
Bu artis baslangigta hizli ilerleyen, ancak zamanla yavaslayan bir siirectir. Bunun
sebebi enzimin zamanla bozulmaya baslamasi olabilecegi gibi ortamda olusan son
iiriiniin enzimi inhibe etmesi veya substrat ¢oziiniirliigii ile birlikte son iiriiniin
ortamdaki ¢6ziiniirliigl gibi etkenlerden kaynakli olmasi ongoriilmektedir (Carrilo
ve ark., 2005). Ortamdaki substrat konsantrasyonun enzimatik aktivite {izerine

etkisinin belirlenmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda substrat kullanilmis ve bir saat

35



4. BULGULAR VE TARTISMA Ahmet Sait YILMAZ

siire ile enzimatik inkiibasyondan sonra elde edilen indirgen seker oranlar1 Sekil

4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Kosantrasyona Bagli Enzim Aktivitesi

Substrat konsantrasyonu %0.5, 1 ve 2 CMC olacak sekilde yapilan
caligmada, 1 saat siire inkiibasyondan sonra a¢iga ¢ikan indirgen seker oranlari
sirast ile 1.55, 1.59 ve 1.6 mg/mL olarak belirlenmistir. Enzim konsantrasyonun
sabit oldugu substrat konsantrasyonun degistigi bu ¢aligmada substrat
konsantrasyonun enzimatik aktivite iizerine bir saatlik inkiibasyon siiresinde etkisi

olmamugtir.

4.5. Biyogaz Sisteminde Enzim Uygulamasi

Bu calismadaki temel amaglardan biri olan anaerobik enzimlerin biyogaz
sistemlerinde uygunabilirligi olup, bu amacla anaerobik olarak izole edilen
Clostridium’lardan elde edilen ve bazi Ozellikleri belirlenen enzim biyogaz
sisteminde kullamilmustir. Bu c¢alismada laboratuvarda batch sistem olarak
hazirlanan anaerobik biyogaz sistemi 37°C ve 55°C sicakliklarda calisilmigtir.
Calismada kullanilan 3 L anaerobik bakteri as1 kiiltiirii Osmaniye kat1 atik diizenli
depolama tesisinden alinmig ve mikrobiyal aginin gelisimi sentetik besi ortamu ile

saglanmustir. Sentetik besi ortamina karbon kaynagi olarak 10g/L CMC eklenmis
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ve 37°C ve 55°C sicakliklarda biyogaz iiretimi belirlenmistir. Calismada enzim
kullaniminin biyogaz verimi iizerine etkisinin belirlenmesi igin reaktére 30 mL
enzim eklenmis kontrol grubuna ise enzim eklenmeden 12 giin siire ile biyogaz
verimliligi ortaya ¢ikarilmistir. Enzim uygulamasinin biyogaz iiretimine etkisinin

sonuclar1 Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. Enzim Uygulamasimn Farkli Sicakliklarda Biyogaz Uretimine EtKisi

37°C sicaklikta yapilan caligmada 12. giinde enzim bulunmayan kontrol
grubunda 4890 mL %55 CHa, % 44 CO; gazi olusan biyogaz iiretilmistir. Enzim
eklenen deney grubundan elde edilen toplam biyogaz miktar1 5110 mL olarak
bulunmustur. Enzim bulunan reaktérde elde edilen biyogaz miktar1 220 mL fazla
olup enzim eklenmesinin 37°C sicaklikta %4.3 biyogaz verimi arttirdigi tespit
edilmistir.

55°C sicaklikta yapilan galismada 12. giinde enzim bulunmayan kontrol
grubunda 5640 mL %55 CHa, % 44 CO; gazi olusan biyogaz iiretilmistir. Enzim
eklenen deney grubundan elde edilen toplam biyogaz miktar1 7050 mL olarak

bulunmustur. Enzim bulunan reaktérde elde edilen biyogaz miktar1 1410 ml fazla
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olup enzim eklenmesinin 55°C sicaklikta %20 biyogaz verimi arttirdigi tespit
edilmistir.

Uretilen seliilazin 60°C sicaklikta ve pH 8.0°de maksimum aktivite
gostermesi enzimin farkli sicakliklardaki biyogaz sistemlerinde kullanilabilecegi
yapilan biyogaz deneylerinde goriilmektedir. 37°C sicaklikta enzim bulunan grup
ile enzim olmayan grup arasinda {iiretilen gaz miktarindaki farki %4.3 iken
sicakligin artis1 ile %20’ye kadar c¢ikmustir. Yapilan bu caligmada anaerob
Clostridium’lardan izole edilen seliillazin optimum 60°C sicaklikta ve pH 8.0’de
calistyor olmasi enzimin termal biyogaz tesisleri i¢in uygun bir enzim olabilecegi
tespit edilmisgtir.

Bu calismada ¢ikan sonuglara gore; enzim uygulamasi ile %20 daha fazla
gaz lretimi saglanmis olmasi; sistemde kullanilabilecek olan substrat miktarinin
azaltilmasi, sitemin dizayni1 sirasinda daha kii¢iik hacimlerde ¢iiriitiicii planlanmasi,

alikonma siirelerinin daha kisa tutulmasi gibi pozitif etkiler ortaya koymaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada ¢op sahasindan izole edilen Clostridium sp. suslar
kullanilarak seliilaz iiretilmis ve {iretilen seliilazin optimum ¢alisma kosullar
belirlenmistir. izole edilen bu enzim kullanilarak biyogaz sistemlerine enzim
eklenmesinin, biyogaz verimine etkisi belirlenmistir.

Calismada izole edilen bakteri termofil olup iireme sicakligir 55°C’dir. Bu
bakteriden iretilen enzim ¢alismalarinda enzim tizerine pH ve sicakligin etkisi
belirlenmis. Enzimin optimum 60°C sicaklikta maksimum aktivite gosterdigi
termofilik o6zellikte oldugu belirlenmistir. 60°C sicaklikta enzimin optimum
calisma pH sartlart pH 8.0 olarak bulunmus ve enzimin alkali 6zellikte oldugu
belirlenmistir. Caligmada alkali termofil enzim izole edilmis ve anaerobik biyogaz
sistemlerinde bu enzimin kullanilabilirligi iki farkli sicaklikta gergeklestirilmistir.
Enzim eklenmeyen grupta 37 °C sicaklikta, 12 giinde 4890 mL biyogaz gaz
uretilirken, enzim eklenen deney grubunda 5110 mL gaz iretilmistir. Enzimin
37°C sicaklikta biyogaz verimi lizerine etkisi %4.3 olarak belirlenmistir. Ancak
55°C sicaklikta 12 giinde toplamda enzim bulunmayan kontrol grubunda 5640 mL,
enzim eklenen deney grubunda 7050 mL biyogaz iiretimi gerceklestirilmis, enzim

eklenmesinin biyogaz verimini 55°C sicaklikta %20 arttirdig1 belirlenmistir.

Oneriler:

Biyolojik olarak enerji tiretim sistemlerinde biyoteknolojik iriinlerin
kullanilmasi verimliligi arttiran ve maliyeti diisiiren uygulamalar olup, bu konuda
daha fazla arastirma ve ¢alismalar yapilmasi onerilir.

Bu calismada kullanilan alkali termofil enzim disinda diger
mikroorganizmalardan iiretilen enzimlerinde biyogaz sistemlerinde ¢alismalarinin
yapilmast oldukga dnemlidir.

Verimliligi  arttirici, stirdiiriilebilir  biyoteknoloji iizerine yapilacak

uygulamalara dikkat ¢ekilmelidir.
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Enzim uygulamasi ile daha az substrat daha fazla enerji elde edilip,

biyogaz sistemlerinin verimliligi arttirilabilir.
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