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CELLULOMONAS CELLULASEA'DE CESITLI FizvoLoJik
FAKTORLERIN KARBOKSIMETILSELULAZ SENTEZINE ETKISI

THE EFFECT OF VARIOUS PHYSIOLOGICAL
FACTCRS ON CARBOxYMETHYL '\,A:JLULADEJ
SYNTHETASE OF CELLULOMONAS CELLULASEA

Dehen SUR*

SUMMARY

The effect of some shysiological factors as the yeast extract concentra
B £ R
n oH, the culiuve temperat ure, on the carboxymeth

shaking speed, the m
lase (CMC’ase) synthesis and the growth rate was investigated. It was establis
an inverse relationship between the growth rate of the bacterium and the onyzme
synthesis,

OFET

pHY, kitdftirasyon sicaklif gibi
karboksimetilselilaz  (CMC'az)
inin fireme hizt ile karboksi~

sentezi ve dreme hizi tizerine etki

metilseliilaz {(CMC'az) seniezi arasinda tevs konumlu bir iligki saptands,

GiRiS

Selllozun parcalanma drianleri (glakoz, selobioz, seloirioz)
kol%yca sivl yakita déniisebilirlikleri ve eslt 1 fermantasyenlarda
kullanilabilitlikleri acisindan ara§t1r1c11arm dikkatini cekmekte-
dir. Seliilozun mikroorganizmal kaynakli enzimlerle parcalanmasi
son derece ekonomik olacaktir. Bu nedenle sz konusu enzimleri
en yiiksek diizeyde lireten mikro oorganizmalar ve bu enzimleri
sentez ve kontrol mekanizmalarinm ar ragtinimasina dayanan bir
cok calisma yapilmaktadir. Daha énce ¢esitll karbon kaynaklari-

* M. U. Eczacihk Fakiiltesi, Bivokimya Anabilim Dali, Nigantag:/ISTANBUL.,



28 MARMARA UNIVERSITES] ECZACILIK DERGISI

nin CMC’az sentezi {izerindeki etkisinin incelendifi Cellulomonas
cellulasea’de (1) bu kez fizyolojik faktorlerin aym enzimin sentrzi-
ne etkisi arastirildu

MATERYEL VE METOD

Kullanilan mikroorganizma

Quartermaster Research zmd Development Center U.5. Army,
Natiok, Mass Culture (, llection’dan elde edilen Cellulomonas
cellulasea QMB 526 bakteri susu kullamldi. 10 m! nutrient agar
(Difco) iceren yatik kati besiyerinde lretilen bakteri stoklari ¢a-
lismalarda kullamilmak lizere + 4° C’de saklands.

Bakterilerin stoktan Gretimi

Temel Lesiveri olarak Stewart ve Leatherwood (2) tarafindan
Gnerilen mineral tuz - maya oziitli besiyeri ve bu besiyerin de kar-
won kayna@i olarak % 0,5 karboksimetilselliloz kullanildl, Fosfat
tuzlarimin c6kmesini engellemek icin K,HPO, cozeltisi milipordan
(0,45 mikron caph) siiziilerek sterilize edildikten sonra otoklavdan
cikan besiyerlerine eklendi. Bakteri siispansiyonlari stok kiltirlere
10 ml serum fizyclojik eklenerek hazirlandi. Ekim, 1 ml bakteri
siispansivonu 100 ml besiyeri craninda gerceklestirildi. Besiyerinin
maya ozttt derigimi, pH'1, Uretim sicakhifi, dongilsel calkalama
hizt (Psyco ‘iuerm Incubator Shaker New Brunswick Co.) caligma-
larin Gzelli gi‘qe gore farkli clarak kullaniidi 100 ml besiyeri 3250
ml'lik Erlenmayer siselerinde yerald:

Enzim akiivitesinin odigtilmesi

Calkalamal sise {iretiminden sonra hiicreler kiltir ortamin-

¥

dan, s¢ gutmdh santrifiijde 7000 X g’de, 0°C’de, 13 dakika sant-

rifij edilerek (IE\/ -PR-6 santrifiijit) uzaklastinldi. CMC’az ak-
tv1tel sipernatan kismunda 111caiend1' Seliiloz aktivitesi g-1,4
glokonaz yani C, aktivitesinin Clclilmesiyle gerceklestirildi. C,

aktivitesinin Olciillmesinde reaksiyon ortamlarinda substrat ola-
rak suda o{izi‘mur selliloz bilesigi karboksimetilseliloz (CMC) kui-
laniidigindan, C, aktivitesi 6zel olarak CMC’az aktivitesi olarak be-
lirtildi, CMC’az aktivitesinin dl¢lilmesinde Nisizawa ve ark.’nmn(3)
kullandiklan yéntemden yararlanildi. Inkiibasyon sonunda reak-
siyon tiiplerinde CMC’az aktivitesine bagli olarak olugan indir-
gen seker miktariy, dinitrosalisilik asit (DNS) yontemiyle oOlclle-
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rek {4) bulundu. 1 Unite CMC’az aktivitesi, deney kosullarinda
1 saatte, 1 mgr indirgen seker (glukoz) olusturan enzim mikta-
11 olarak tanimilandi. Diferansiyel sentez hizi,

Enzim aktivitesi (U/ml)
Ureme (OD)

seklinde hesaplandi.

Ureme, diferansiyel sentez hizi ve indirgen seker dePerleri
kiiltiirasyonun 48’inci saatinde incelendi.

s

Bulgular

Calkalama hizimin, lireme, CMC’az diferansiyel sentez hiz
lizerine etkisinin incelendigi kiiltlirasyonlarda, calkalama hizinin
hiicresel lUremeyle dogru orantu: iliskisi gézlendi, ayrica CMC’az
sentez hiziyla lreme arasinda ters orantili iliski saptandl. Kiil-
tiirdeki Uremenin en yiiksek dilzeye ulastigi 250 rpm’de CMC’az
diferansiyel sentez hizinin en alt dizeye diistiigii, iiremenin en
duslik oldugu 100 rpm’de ise CMC’az diferansiyel sentez hizinin
en yliksek dilizeyde oldugu goruidi (Sek. 1).
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CALKALAMA HIZI {rpm]
Sekil 1 — Farkli Calkalama Hizlarinda CMQCaz Diferansiyvel Sentez Hin

(®-9), Ureme (X-X) ve Indirgen Seker (A - A). (maya ozii-
ti % 0.05, pH 7, sicaklik 309
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Kialtir ortamlarinda iireme aktivatéri olarak kullanilan ma-
ya Cztitinin farkl: derisimderini iceren ortamlarda yapilan k{l-
turasyonlarda CMC’az diferansiyel sentez hizi ile {ireme arasin-
da ters konumlu iliski saptandi (Sek. 2).

E_
1S s
UREME(OD 600nm) . =R R
— / ! )
= =)
2 / S 413 ¢
N \ / = B
&0 \ e J5 ~ o
\ e 2 {1 E
50+ N K d 5 1 =
| e . i~ 0 J
P R N T 03 X
AT L3 N\ 10 u
A o 107 °
[2p] Z
30 % \ P \ . L
R \ 2 gy ©
Y a ° o
20 / \ 105n 4 5
/ A\ _0 03 d
* % [ST
10 \ T
W “.(H
0 05 i 2

*/e MAYA OZUTU (Difco)

Sekil 2 — Farkli Derigimlerde Maya Oziitii Iceren Ortamlarda CMCaz
Diferansiyel Sentez Hizit (® - ®), Ureme (X -X) ve Indirgen Se-
ker (4 - 4. (Qalkalama hizi 150 rpm, pH 7, sicakhik 30°)

y@ndaz{i baslangic pH'larmn lreme, diferan &yel sentez
. deki etkilerl incelendiginde pH 4 ve pH 5°de lireme gi-
z‘iiimedi Lf ransiyel sentez mzimmin pH 8de en yiksek defers
ulagmasma Karsin Uremenin pH 7’de en yliksek degere ulagtify,
pH @da Uremenin ve enzim sentezinin distiigh gorildd (Sek. 3).
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Cesitli kultlrasyonu sicakliklarinin reme ve CMCaz dife-
ransiyel sentez iz lizerine etkisi arastirildiginda diger deney-
lerdeki ters konumlu iligki saptand: (Sek. 4).

Deneylerde Gremenin Ortamdaki indirgen seker miktarina
paralel artig gisterdigi (Sek. 1,2, 3.,4) ancak maya 6zt ile il-
gili deneyde 0,3 hensant.rasyondan sonra (Sek. 2) pH ile ilgili
deneyde ise pH 7'den sonra (Sek. 3) indirgen sekerin artmasma
karsin iiremenin dustigli gozlendi.
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Ureme Ortam: pHlannds OMCaz Diferansivel Sentez
). Ureme (X-X) ve Indirgen Seker (4 - 4. (maya
05, calkalama hizi 150 rpm, sicaklik 30®)
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Sekil 4 — Farklh Kilttirasyon Sicakhklarinin Ureme (X -X), CMCaz Di-
feransiyel Sentez (®-®) ve indirgen Seker (A - &). Uzerinde Et-
kisi. (maya 6zlitii % 0,05, pH 7, calkalama hizm 150 rpm)



32 MARMARA UNIVERSITESI ECZACILIK DERGISI
TARTISMA VE SONUC

C. flavigena ile yapuan bir calismada, calkalams hizi arttik-
ca Uremenin de arttigl bildirilmektedir (5). Nitekim C. celiula ea
ile yapilan bu calismada da ayni olgu goézlenmistir. C. flavigena
yapilan calismada (5) ve daha once karbon kKaynaklarinin etki-
sinin incelendigi C. ceilulasea ile “apﬂen calismada (1) da sap-
tanan, CMC’az hizmyla Ureme arasindaki ters konumlu iligki bu
cahigmada da saptanmigstic (Sek. 1;.

Metabolik aktiviteler Gzerinde etkill olan maya &zt
tir ortamindaki mzkxz derisimleri incelendifinde, % 0,2'ik ma-
ya ¢20tl derisiminin ktltdrin m@mesin deki artig icin maksimum

2

derisim degeri oldugu saptanirken, % 0.3’liik derisimin Ureme hi-
zinda dlismeye neden clduguy, bm;a hs;_@ut rak da CMC'az szn-

tez hizinda artma oldufu godzlenmisgtir ( 2). C.flavigena ile
vapilan calismada da % 0.15 maya ézmu d rigiminin kiltirin
{iremesindeki maksimum derisim r?ﬁ.ﬁ‘:h:fi oldugu ve daha yliksek
maya 6zUtl derigimlierinde CMC’az sentez hizindaki dismede bir
yavaglama oldugu belirtilmektedir { a}i

Kiltlir ortamlarimin baslangic pH’lannin treme ve CMCa
sentezi tizerindeki etkisi incelendiginde dislk pH deZerleriniy
(pH 4 ve 5) ortamin fazla asidik clmasi nedeniyle Uremeyi ve
enzim sentezini clumsuz yonde etkiledigi ve bu pH’larda {Ureme
olmadigi goérilmustir. Kiltirin maksimum dirzeyde Ureyebil-
mesi icin gerekli pH deferlerinin 7 civanndaki bir defer
gozlenmigtir (Sek. 3). Nitekim C.flavigena ile yaplan bir
mada da bu dejerin pH 7.3 ile pH 7.5
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arasinda cldugu bildirilmis-
tir (8). Uremenin yiiksek oldugu pH 7T'de CMC'az sentez hizinn
diisiik oldufu ve Uremenin dilgmeye bagladigy pH 8de CMClaz
sentezinin en yuksek sewve;: geldigi gériimistir (Sek. 3). Ni-
tekim C.flavigena ile yvaplan calismada da (6) Uremenin das-
tigli pH 8°'de CMC'az sentez hizini gosterir egrinin bir tepe olus-
cturdugu  belirtilmekte ve pH 9da Uremedeki disiisle birlikte
CMC’az sentez hizinda da dityme gériildiigu agiklanmaktadir. Bu
calismada da pH 9da tremenin diisr.eye devam ettigi ve CMC'az
sentezinin de dlstlgli gérilmistir (Sek. 3). Bu olgu yiksek al-
kali ortamin enzimi denatiire ettifi seklinde yorumlanmigtir,
Ureme ve enzim sentezi tizerindeki farkh kultiirasyon sicak-
Iiklarimin denendigi calismada da treme ve CMC’az sentezi arasin-
daki ters konumlu iliski acisindan (Sek. 4) difer deneyleri ve di-
ger calismalar: (1, 5, 6) dofgrulamistir.
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Metabolik aktiviteler {lizerinde etkili o.an fizyoloik etkenle-
rin incelendigi deneylerde goriilen CMC’az sentez hiziyla lireme
arasindaki ters konumlu iligki daha &nce cesitli karbon kaynak-
lariyla yapilan caligmayl (1) destekier mahiyettedir ve bu iliski
cegitli caligmalarda (7,8) belirtilen indiiktér-baskilayier meka-
nizmayla aciklanmigtir. Metabolik faaliyetleri yavaslatic: kosu
lar s0z konusu oldugunda ortamda CMC yavas metabolize clmak
ta ve inalktor bir etki gtstermektedir. Metabolik faaliyetleri ar-
tict kosullar stz konusu oldufunda ise katabolitler baski}ayim et-
ki gosterecek dizeye ulasmaktadir.

‘,_..A

Uremenin indirgen sekere paralel artiy gostermesi (Sek
2, 3, 4) ortamdaki sekerin besin kaynag: olarak {iremeyvi &:uz 1
etkisiyle aciklanirken, maya ¢zltli ile ilgili deneyde 0,3 E:Omam‘
rasyondan sonra (Sek. 2), pH'la ilgili deneyde ice pH 7’den sonra in-
dirgen sekerin artmasina kargin liremenin diismesi (Sek. 3), viik-
sek miktarda lreme sonucu ortamda iliremeyi engelleyen meta-
bolitierin birikmesine baglanmgtir.
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