T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZIi

PROTEAZ URETICiSIi MIKROORGANIZMALARIN 16S rRNA iLE
MOLEKULER TANIMLANMASI VE BU MiIKROORGANIZMALARIN
PROTEAZ ENZIMLERI UZERINE CALISMALAR

Karcan ISIK

HAZIRAN 2017



Biyoloji Anabilim Dalnda Karcan ISIK tarafindan hazirlanan PROTEAZ

URETICISI MIKROORGANIZMALARIN 16S rRNA ILE MOLEKULER

TANIMLANMASI VE BU MIKROORGANIZMALARIN PROTEAZ ENZIMLERI

UZERINE CALISMALAR adl Yiiksek Lisans tezinin Anabilim Dali standartlarina
uygun oldugunu onaylarim.

Prof. Dr. IThami TUZUN

Biyoloji Anabilim Dali Baskani

Bu tezi okudugumu ve tezin Yiiksek Lisans Tezi olarak biitiin gereklilikleri yerine
getirdigini onaylarim.

Prof. Dr. Aysun ERGENE

Danisman
Jiiri Uyeleri
Baskan : Prof. Dr. Niliifer CTHANGIR
Uye (Danisman) : Prof. Dr. Aysun ERGENE
Uye :Dog. Dr. Hikmet KATIRCIOGLU
...... [oviid coinii.

Bu tez ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek

Lisans derecesini onaylamistir.

Prof. Dr. Mustafa YIGITOGLU

Fen Bilimleri Enstitusi Muduri



OZET

PROTEAZ URETICISI MIKROORGANIZMALARIN 16 S rRNA iLE
MOLEKULER TANIMLANMASI VE BU MIKROORGANIZMALARIN
PROTEAZ ENZIMLERI UZERINE CALISMALAR

ISIK, Karcan
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek lisans tezi
Danigman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Haziran 2017, 178 sayfa

Bu ¢alismada, proteince zengin olan bir bolgeden alinan toprak 6rnegindeki proteaz
enzimi iireten mikroorganizmalar saflastirilmis ve bu mikroorganizmalarin {liretmis
oldugu proteaz enzimi ile calismalar yapilmstir. izole edilen mikroorganizmalarin en
uygun lireme sartlar1 belirlenlenmis ve biyokimyasal testleri yapilmistir. 16S rRNA
analizi yapilan mikroorganizmalarin 5 tanesi Bacillus cinsine ait, 1 mikroorganizma
ise Aeromonas salmonicida olarak tanimlanmistir. En uygun enzim iretim
sartlarinda 82,156 U/mL ile en yiiksek enzim aktivitesini gOsteren Aeromonas
salmonicida’dir. Enzim g¢alismalarina enzim aktivitesi 60,5 U/mL olan en yiiksek 2.
aktiviteli ORSK-4 (Bacillus cereus) ile devam edilmistir. Elde edilen proteaz
enziminin en uygun ¢alisma sicakligi 27 ile 60 °C arasinda, en uygun ¢alisma pH’s1
ise pH: 9.0 olarak belirlenmistir. Mn?* iyonunun enzim aktivatorii oldugu, benzen ve
H,O2’nin enzim aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Enzim EDTA ile % 72,28
oraninda inhibe olmustur. Enzimin molekiiler agirligi SDS PAGE analizinde 20 ve

30 kDa olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Protease, Bacillus sp., tretim sartlari, biyokimyasal
karakterizasyon, 16S rRNA



ABSTRACT

MOLECULAR IDENTIFICATION OF PROTEASE PRODUCER
MICROORGANISMS WITH 16S rRNA AND SOME STUDIES ON
PROTEASE

ISIK, Karcan
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
June 2017, 178 pages

In this study, the microorganisms of producing protease enzymes were purified from
a soil rich in protein and the protease enzyme produced by these microorganisms has
been studied. The optimum growth conditions of isolated microorganisms were
determined and biochemical tests were performed. 5 isolates were identified as
Bacillus species and 1 isolate was identified as Aeromonas salmonicida by using 16S
RNA gene analyses. Aeromonas salmonicida is shows the highest enzyme activity
with 82,156 U/mL under optimal enzyme production conditions. Enzyme studies
continued with ORSK-4 (Bacillus cereus) that has the second highest enzyme
activity as 60.5 U/mL. The optimum temperature of the obtained protease enzyme
was determined to be between 27 and 60 ° C and the optimum pH was 9.0. It is
determined that Mn 2 * ion is the enzyme activator and that the enzyme activity of
benzene and H,O; is increased. The enzyme was inhibited 72.28 % with EDTA. The
molecular weight of the enzyme has found 20 and 30 kDa by SDS PAGE analysis.

Key words: Protease, Bacillus sp., culture conditions, biochemical characterization,
16S rRNA



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasi esnasinda higbir yardimi esirgemeyen ve bizim gibi geng
arastirmacilara biiylik destek olan, tiim bilimsel deney imkanlarin1 sonuna kadar
bizlerin hizmetine sunan, danismam hocam, Sayin Prof. Dr. Aysun ERGENE’ye,
tezimin bir ¢ok asamasinda yardimini gordiigiim bana destek olan arkadasim Fatma
Seyma DUMAN’a, tez 6rneklerinin toplanmasinda ve deney asamalarinda yardimei
olan Tayfun COSKUN ve Murat CAKMAK’a ve son olarak bana her zaman her

konuda desteklerini esirgemeyen canim aileme ¢ok tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

1.1. Proteazlar

Proteazlar (proteinazlar veya peptidazlar) peptit baglarinin hidrolizini katalize eden
enzimlerdir. Metabolik ve fizyolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar, bu yilizden de
tim organizmalarda bulunurlar. Proteaz iireten mikroorganizmalarin uzun listesine
ragmen, sadece birkagi, ticari iiretim i¢in uygun tireticiler olarak kabul edilir; bunlar

genellikle toksik ve patojen olmayan mikroorganizmalardir [1, 2].

Bakteriyel proteazlar cogunlukla ekstraseliilerdir, daha biiylik miktarlarda kolayca
iretilirler, termostabil ve daha genis pH araliginda aktiftir. Bu 6zellikler bakteriyel
proteazlar1 daha genis endiistriyel uygulamalar i¢in en uygun hale getirir [3]. En
basindan beri bu enzimler Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus licheniformis'ten

baglayarak Bacillus tiirleri kullanarak iretilmistir [4].

Mikroorganizmalar, belirli fermentasyon yontemleri ile kisa siirede ve ¢okca
tireyebilirler. Bunun yaninda istenilen fermentasyon iirliniinii de bolca {iretirler.
Ayrica, mikrobiyal proteinler daha uzun bir raf dmriine sahiptir ve 6nemli bir faaliyet

kayb1 olmaksizin haftalarca ideal kosullar altinda depolanabilir [2].

Mikroorganizmalar, hiicre i¢i ve/veya hiicre dist olan genis bir proteaz dizisi
gelistirirler. Hiicre i¢i proteazlar sporiilasyon ve farklilasma, protein dongiisii,
enzimlerin ve hormonlarin olgunlagmasi ve hiicresel protein havuzunun bakimi gibi
cesitli hiicresel ve metabolik siirecler icin Onemlidir. Hiicre dis1 proteazlar ise
hiicresiz ortamlarda proteinlerin hidrolize edilmesi i¢in Onemlidir ve hiicrenin
hidrolitik tirtinleri absorbe ederek kullanmasini saglar [5]. Hiicre i¢i olarak salgilanan
proteazlarin fizyolojik 6nemine ek olarak, hiicre disina salgilanan enzimde; camasir
deterjanlari, otomatik bulasik yikama, yem katki maddeleri, gida hazirlama, deri,
teshis, tedavi ve ilag¢ endiistrileri gibi endiistriyel enzimatik uygulamalarda ¢okga

kullanilmaktadir [2, 4].



Proteazlar hem fizyolojik hem de ticari alanlarda uygulanmalar1 bakimindan 6nemli
bir konumda bulunan enzimlerin tek smifidir. Analitik tekniklerdeki ilerlemelerle,
proteazlarin sinirli proteoliz, kan pihtilasmasi ve fibrin pihtilarinin lizisiyle zimojen
formdaki  enzimlerin  aktivasyonu saglanabilmektedir. =~ Ayrica  proteazlar
membranlarda salgt proteinlerin islenmesi ve taginmasi gibi proteinlerin son derece

spesifik ve segici modifikasyonlarini gergeklestirdigi gosterilmistir [6].

Proteazlarin gida ve deterjan endiistrisinde uzun bir uygulama 6ykiisii vardir. Halen
kullanilan toksik kimyasallarin yerini almast i¢in derideki kilarin uzaklastirilmast ve
katlanilmas1 i¢in deri endiistrisindeki uygulamalari nispeten yeni bir gelismedir. Bu
durum proteazlarin biyoteknolojik 6nemi arttirmigtir. Proseslerin 6zgiilligiiniin
aksine, proteazlarin genis cesitliligi, fizyolojik ve biyoteknolojik uygulamalarim

kullanmaya yonelik girisimlerde diinya ¢apinda bir ilgi uyandirmistir [6].

Endiistriyel enzimlerin % 75'1 hidrolitiktir. Proteazlar endiistriyel enzimlerin en
biiyiik {i¢ grubundan birini temsil eder ve diinya ¢apinda toplam enzim satis1 oraninin
yaklagik % 6011 olusturur. Endiistriyel enzimlerin diinya ¢apindaki satiglarinin

tahmini degeri 1996 yilinda 1 milyar dolar1 bulmustur [6, 7].

Analitik ve
Farmakolojik
Enzimler

y
Lipaz

3%
Diger
Karbonhldratazlar

10%
Diger
Proteazlar
21%

Tripsin
3%

_

Sekil 1.1. Diinya Enzim Pazar1 [6]



1.1.1. Proteazlarin Siniflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birliginin Nomenklatiir Komitesine
gore, proteazlar grup 3'n alt grup 4'linde (hidrolazlar) (114a) olarak siniflandirilir.
Bununla birlikte, proteazlar (E.C 3.4), eylem ve yapimin cesitliligi nedeniyle enzim
terminolojisinin genel sistemi ile kolayca uymazlar. Su anda, proteazlar ii¢ ana
kritere dayanarak siiflandirilmistir;

1. Katalizlenen reaksiyon tipi,

2. Katalitik bolgenin kimyasal yapisi

3. Evrimsel yapu iligkisi [8].

Proteazlar, etki alanlarina bagl olarak biiyiik 6l¢giide iki ana gruba ayrilmistir.

Ekzopeptidazlar: Proteinin amino ve ya karboksil ucundaki peptid bagin1 pargalarlar.
Ekzopeptidazlar sadece polipeptit zincirlerinin u¢ ve uca yakin kisminda etkindir. N
veya C terminallerindeki hareket alanlarina gore sirasiyla amino ve karboksipeptidaz

olarak siiflandirilirlar [6].

Endopeptidazlar: Endopeptidazlar, N ve C terminallerinden uzaktaki polipeptid
zincirinin i¢ bdlgelerindeki peptid baglarindaki tercihli eylemi ile karakterize edilir.
Serbest amino veya karboksil grubunun varligi, enzim aktivitesi iizerinde negatif bir
etkiye sahiptir. Endopeptidazlar, katalitik mekanizmalar1 ve fonksiyonel gruplarina
gore

1. Serin proteazlar,

2. Aspartik proteazlar,

3. Sistein proteazlar

4. Metalloproteazlar

olarak temelde dort proteaz alt grubuna ayrilmistir [6, 9].

Amino asit sekanslarina dayanarak, proteazlar farkli ailelere siniflandirilabilir ve
ortak atadan ayrilan peptidaz setlerinide icerebilmek icin "klanlar" olarak daha da
boliinmiistiir. Her bir peptidaz ailesine serin proteazlar icin S, sistein proteazlar igin
C, aspartik proteazlar i¢cin A, metallo proteazlar i¢in M ve bilinmeyen tiim proteaz

tiirleri i¢in M ‘yi belirten bir kod harfi verilmistir [10, 11].



Standart siniflandirmaya tam olarak uymayan birkag cesitli proteazlar vardir, 6rnek

olarak aktivite icin ATP'ye ihtiya¢ duyan ATP'ye bagimli proteazlar verilebilir [12].

1.1.1.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar sadece polipeptit zincirinin u¢ kisimlarinda etkindir. N veya C
terminallerindeki hareket alanlarina gore aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar

olarak ikiye ayrilirlar [6].

1.1.1.1.1. Aminopeptidazlar

Aminopeptidazlar, polipeptit zincirinin serbest N ucunda hareket ederek tek bir
amino asit kalintisi, bir dipeptit veya bir tripeptidi serbest birakir. Aminopeptidazlar,
bakteri ve mantarlar1 igeren ¢ok ¢esitli mikrobik tiirlerde bulunur [13]. Genel olarak,
aminopeptidazlar hiicre i¢i enzimlerdir ancak Aspergillus oryzae tarafindan iiretilen
bir hiicre dis1 aminopeptidaz hakkinda tek bir rapor bulunmaktadir [14]. Bakterileri
ve mantarlardan elde edilen enzimlerin substrat 6zgiilliigli, organizmalarin hidroliz
tiriinlerinin profilleri birbirinden farklidir [15]. Ornegin; Escherichia coli‘den elde
edilen Aminopeptidase I’in molekiiler agirlig1 400,000 Da olan biiyiik bir proteazdir
ve optimum aktivitesi i¢in 7.5 ila 10.5'lik genis bir pH optimumuna ve Mg®* veya
Mn?* iyonlarma ihtiya¢ duyar. Bacillus licheniformis ‘in aminopeptidazinin
molekiiler agirligr ise 34,000 Da’dur ve enzim mol bagina 1 g Zn** atomu igerir ve
aktivitesi Co”" iyonu ile artmaktadir. Ote yandan, Bacillus stearothermophilus'tan
izole edilen aminopeptidaz II’nin molekiil agirligi ise 80.000-100.000 Da olan bir

dimerdir ve Zn**, Mn®* veya Co?* iyonlar: tarafindan aktive edilir [16, 17].



Proteazlar Kesim Noktalar1 E.C No

Exopeptidases

Aminopeptidases ®0-0-0-0--— 3.4.11
Dipeptidyl peptidase [ ¥ LigTeTolu 3.4.14
Tripeptidyl peptidase [ Y ¥ Lighguu 3.4.14

Carboxypeptidase (00 - 3.4.16-34.18
Serine type protease 3.4.16
Metalloprotease 3.4.17
Cysteine type protease 3.4.18
Peptidyl dipeptidase —0-0-00'e-e 3.4.15
Dipeptidases e'e 3.4.13
Omega peptidases * @100 3.4.19
—0-0-0 @ 3.4.19

Endopeptidases 0002000 34.21-3.4.34
Serine protease 3.4.21
Cysteine protease 3.4.22
Aspartic protease 3.4.23
Metalloprotease 3.4.24
Endopeptidases of unknown 3.4.99

catalytic mechanism

Sekil 1.2. Proteazlarin siniflandirilmasina gore kesim noktalari

1.1.1.1.2. Karboksipeptidazlar

Karboksipeptidazlar, polipeptit zincirinin C terminallerinde hareket ederler ve tek bir
amino asit veya bir dipeptid serbest birakacak sekilde peptid baglarin1 parcalarlar.
Karboksipeptidazlar, enzimlerin aktif bolgesindeki amino asit kalintilarinin yapisina
dayanan ¢ biliyilk gruba ayrlirlar. Bunlar serin  karboksipeptidazlar,
metallokarboksipeptidazlar ve sistein karboksipeptidazlardir [6]. Penicillium spp.,
Saccharomyces spp. ve Aspergillus spp. 'den izole edilen serin karboksipeptidazlar
substrat ozgiillikleri bakimmdan benzer olup pH optimumu, stabilitesi, molekiil
agirligl ve inhibitorlerin etkisi gibi diger 6zelliklerde biraz farklidir. Pseudomonas
spp ve Saccharomyces spp. 'den elde edilen metallokarboksipeptidazlar, faaliyetleri
icin Zn?* veya Co** gerektirir. Enzimler ayrica, peptidil grubunun yerini aldigi
peptitleri bir pteroil ya da agil/asil fonksiyonel gruplari ile hidroliz edebilir [6, 18,
19].



1.1.1.2. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, N ve C terminallerinden uzaktaki polipeptid zincirinin i¢
bolgelerindeki peptid baglarindaki tercihli eylemi ile karakterize edilir. Serbest
amino veya karboksil grubunun varligi, enzim aktivitesi tizerinde negatif bir etkiye
sahiptir. Endopeptidazlar, katalitik mekanizmalar1 ve fonksiyonel gruplarina gore

1. Serin proteazlar,

2. Aspartik proteazlar,

3. Sistein proteazlar

4. Metalloproteazlar

olarak temelde dort proteaz alt grubuna ayrilmistir [6, 9]

1.1.1.2.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar, aktif bolgede bir serin grubunun varligr ile tanimlanir. Virisler,
bakteriler ve oOkaryotlarin proteaz enzimleri arasinda yaygindirlar. Bu yiizden
organizmalar i¢in hayati Onem tasidiklari ileri siiriilmiistiir. Serin proteazlar
smiflandirildiklarinda, ekzopeptidaz, endopeptidaz, oligopeptidaz ve omega peptidaz
gruplart igersine alinabilmektedir. Yapisal benzerliklerinden yola c¢ikilarak, serin
proteazlar 20 aileye ayrilmistir ve bunlar da ortak atalar1 olan yaklasik alt1 klana

bolinmiistiir [8].

Serin proteazlar genellikle notr ve alkalin pH'da aktiftir. Optimum pH aralilar1 7 ile
11 arasindadir. Serin proteazlar esterolitik ve amidaz aktivitesi de dahil olmak iizere
genis substrat 6zelliklerine sahiptir. Serin proteazlarin izoelektrik noktalar1 genellikle
pH 4 ve 6 arasindadir. Yiiksek alkalin pH'ta aktif olan serin alkalin proteazlar serin

proteazlarinin en biiyiik alt grubunu temsil eder [6].



1.1.1.2.1.1. Serin Alkali Protezlar

Serin alkalin proteazlar birkag bakteri, kiif, maya ve mantar tarafindan {iretilir.
Molekiiler kiitleleri 15-30 kDa araligindadir. Alkalin proteazlarin optimum pH's1
yaklagik pH 10'dur ve izoelektrik noktast da yaklasitk pH 9'dur. Serin alkali
proteazlar, DFP veya bir patates proteaz inhibitorii tarafindan inhibe edilmekte,
ancak tosil-L-fenilalanin  klorometil keton (TPCK) veya Tosyl-L-lysyl-
chloromethane hydrochloride (TLCK) tarafindan inhibe edilmemektedir [6].

1.1.1.2.1.2. Subtilisinler

Alkalin serin proteazlar Arthrobacter, Streptomyces ve Flavobacterium spp. gibi
cesitli bakteriler tarafindan iretilmesine ragmen Bacillus spp. tarafindan iiretilen
subtilisinler serin proteazlarinin en biiyiik ikinci familyasini temsil ederler [6, 20].
Subtilisin Carlsberg ve subtilisin Novo (BPN9) olmak tizere iki farkli alkalin proteaz
tipi tanimlanmustir. Bacillus licheniformis tarafindan tretilen Subtilisin Carlsberg,
1947'de Carlsberg laboratuvarinda Linderstrom, Lang ve Ottesen tarafindan
kesfedilmistir. Subtilisin Novo veya BPN9, Bacillus amyloliquefaciens tarafindan
tiretilir. Subtilisin Carlsberg deterjanlarda yaygin olarak kullanilir. Yillik yaklasik
500 ton saf enzim iiretimi yapilir. Subtilisin BPN9 ticari olarak daha az 6nemlidir.
Her iki subtilisin molekil kitlesi 27.5 kDa'dir, ancak 58 amino asit ile birbirlerinden
farklidir. Bu iki enzim, 60 °C'lik bir optimal sicaklik ve optimum pH 10 da aktivite
gosterme gibi benzer Ozelliklere sahiptir. Her iki enzim de genis bir substrat
ozgilliigl gostermekte ve Ser221, His64 ve Asp32'den olusan ti¢lii aktif bir bolgeye
sahiptir. Carlsberg enzimi daha genis bir substrat 6zgiilliigiine sahiptir ve kararlilig1
icin Ca®"'e bagimh degildir. Conidiobolus coronatus mantarindan elde edilen serin
alkalin proteazin islevsel benzerliklerine ragmen subtilisin Carlsberg'den belirgin

sekilde farkli bir yapiya sahip oldugu gosterilmistir [6, 21].



1.1.1.2.2. Aspartik Proteazlar

Asidik proteazlar olarak bilinen Aspartik asit proteazlari, katalitik aktiviteleri igin
aspartik asit kalintilarina bagimli endopeptidazlardir. Cogu aspartik proteaz, diisiik
pH'da (pH 3 ila 4) maksimum aktivite gosterir ve pH 3 ila 4.5 aralifinda izoelektrik
noktalara sahiptir. Molekiil kiitleleri 30 ila 45 kDa araligindadir. Aspartik proteazlar
pepstatin tarafindan inhibe edilir. Bakir iyonlarinin mevcudiyetinde diazo-asetil-DL-
norlosin metil ester (DAN) ve 1,2-epoksi-3 (p-nitrofenoksi) propan (EPNP) gibi
diazoketon bilesiklerine de duyarhdirlar [6, 22]. Mikrobiyal aspartik proteazlar,
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve Neurospora tarafindan iiretilen pepsin benzeri
enzimler ve Endothia ve Mucor spp. Tarafindan iiretilen rennin benzeri enzimler

olmak tizere iki gruba ayrilabilir [6].

1.1.1.2.3. Sistein (Tiol) Proteazlar

Sistein proteazlar hem prokaryotlarda hem de okaryotlar tarafindan sentezlenir.
Sistein proteazlar yaklagik 20 aileye ayrilmistir. Tim sistein proteazlarinin aktivitesi,
sistein ve histidin igeren ikili bagin katalizine baglidir. Cys ve His (Cys-His veya
His-Cys) artiklarmin sirasi aileler arasinda farklilik gostermektedir [8]. Genellikle,
sistein proteazlar yalmizca HCN veya sistein gibi indirgeyici ajanlar varliginda
etkindir. Papain en cok bilinen sistein proteazdir. Sistein proteazlarinin noétr pH
optimumlarina sahip olmalarina ragmen, bunlardan birkaci, Grnegin, lizozomal
proteazlar, asidik pH'da maksimum derecede aktiftir. PCMB gibi siilthidril

maddelerden etkilenirler, ancak DFP ve metal inhibitor maddelerinden etkilenmezler

[6].



1.1.1.2.4. Metalloproteazlar

Metalloproteazlar Kkatalitik tipte proteazlardir [23]. Metalloproteazlarin aktivite
gosterebilmesi i¢in ortamda +2 degerlikli metal iyonu bulunmasi gerekmektedir.
Metaloproteazlarin 17 tanesi endopeptidaz, 12 tanesi ekzopeptidaz ve 1 tanesi hem

endo peptidaz hem de ekzopeptidazlari igceren yaklasik 30 familya taninmistir [6].

Etkilesimlerinin ~ 6zgiilligiine dayanilarak metalloproteazlar, noétr, alkalin,
Myxobacter | ve Myxobacter II olmak iizere dort gruba ayrilabilir. Notr proteazlar,
hidrofobik amino asitler i¢in 6zgiilliikk gosterirken, alkalin proteazlar ¢ok genis
spesifisiteye sahiptir. Myxobacter proteaz I, boliinme bagmin her iki yanindaki
kiigiik amino asit kalintilar1 i¢in spesifikken, Myxobacter proteaz 11, peptid baginin

amino tarafindaki lisin tortusu i¢in spesifiktir [6].

Hepsi, EDTA gibi kenetleme maddeleri tarafindan engellenir, ancak siilthidril ajanlar
veya DFP tarafindan inhibe edilmemektedir. Matris metalloproteazlar, doku
morfogenezi, farklilagma ve yara iyilesmesi sirasinda hiicre dist matrisin
parcalanmasinda belirgin bir rol oynar ve kanser ve artrit gibi hastaliklarin

tedavisinde yararli olabilir [6, 24].

Ozetle proteazlar, protein substratlar1 iizerine etki yerleri temelinde genis bir sekilde
endo veya ekzoenzimler olarak siiflandirilir. Ayrica katalitik mekanizmalarina baglh
olarak serin proteazlar, aspartik proteazlar, sistein proteazlar veya metalloproteazlar
olarak siniflandirilirlar. Ayrica, amino asit sekanslarina ve evrimsel iliskilerine bagl
olarak farkli ailelere ve klanlara simiflandirilirlar. En uygun aktivitelerinin pH'ma

gore, bunlar asidik, n6tr veya alkalin proteazlar olarakta adlandirilirlar.



1.1.2. Proteazlarin Kullanim Alanlar1

Alkalen proteazlar, endiistriyel enzim acisindan en Onemli proteaz smiflarindan
biridir ve toplam enzim pazarinin énemli bir boliimiinii isgal eder. Deterjanlarda aktif
maddeler olarak alkalin proteazlarin kullanilmasi bu enzimin en biiyiik
uygulamasidir. Ayrica, deri endistrisinde, tibbi teshislerde, glimilis rontgen
filmlerinde, ipekteki yapiskanligin giderilmesinde, gida ve yem sanayinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel siireglerdeki genis uygulamalari nedeniyle

birgok sirket proteazlar ticari diizeyde liretmeye baglamistir [25].

1.1.2.1. Deterjan Endiistrisi

Alkali proteazlar, modern ev ve endiistriyel deterjanlarin gelisimi i¢in biiyiik katkida
bulunmustur. Alkelen proteazlar modern yikama kosullarinda oldukg¢a basarilidir
clinkii genis sicaklik ve pH degerlerinde etkilidirler. Camasir endiistrisinde kullanilan
gesitli enzimler proteazlar, lipaz, seliilazlar, amilinler vb.‘dir [25, 26]. Bunlarin
arasindan, alkalin proteaz yiiksek pH kosullarinda kan, yumurta, sos, siit vb. gibi
yogun lekeleri hidrolize etme ve c¢ikarma kabiliyeti nedeniyle deterjan katki
maddeleri olarak onemli bir uygulama alani bulmaktadir [27]. Son zamanlarda,
Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Streptomyces spp, Bacillus licheniformis,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Bacillus brevis, Bacillus subtilis soylari, CaCl,
ve glisin gibi belirli stabilizatorler varliginda milkemmel uyumluluk sergilemislerdir
[28,29]. Deterjanlarda yiiksek alkalinite ve inhibitdr konsantrasyonunun asiri
konsantrasyonda aktivite gostermek i¢in, subtilisinler termostabilite, selatorlere karst
diren¢ bakimindan iyilestirilmistir [30]. Aktivitenin kaybin1 énlemek igin, alkalifilik
Bacillus suslarindan deterjanlarda kullanilmaya uygun birkag oksidatif stabil serin

proteaz da izole edilmistir [31].
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1.1.2.2. Deri Sanayi

Geleneksel olarak derinin 1slatilmasi, derilerin siipiiriilmesi ve killarin soyulmasi
yiiksek oranda atik  kirliligi  yaratan farkli  kimyasallar  kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Ancak pH 9-10 civarinda optimum pH degerine sahip
proteazlar kullanilarak derideki killarin uzaklastirilmasi saglanir ve deriye suyun
alinmasin1 kolaylastirilir. Bunun proteazlar deri 1slatma isleminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Elastik ve keratinolitik aktiviteye sahip proteazlar derinin,
yumusaklik ve deri sizdirmazligimi kisa siirede elde etmek i¢in kil giderme ve
kecelesme islemi i¢in kullanilir. B. subtilis'den keratinolitik aktivite gosteren yeni bir
proteaz, deri endiistrisinin kil giderme silirecinde sodyum siilfiirii degistirme

potansiyeli olarak aragtirilmigtir [32-34].

1.1.2.3. Kimyasal Endiistri

Peptit sentezinin biyokatalizlenmesi sirasinda kullanilan proteazlarin, organik
¢oziiclilerin varliginda yiiksek bir kararlilik gostermesi peptid sentezi igin igeren
uygulamalarda son derece istenen bir Ozelliktir. Aspergillus flavus, Bacillus
pseudofirmus, Pseudomonas aeruginosa PseA'dan elde edilen alkalin proteazlar,
organik ¢Ozlicii stabilitesi nedeniyle peptid sentezi potansiyeli acisindan umut verici
sonuglar vermistir [35-37]. Yiiksek organik tolerans gosterilmesine ilaveten, B.
pumilus sus CBS ve Streptomyces sp. sus ABI, diisikk su sistemlerinde peptit
sentezinde kullanilabilecek potansiyel giiclii adaydir [38]. Bacillus licheniformis'ten
izole edilen alkalin proteaz kullanilarak 2H-1-benzopiran-2-on tiirevlerinin sentezi de
bildirilmistir. Polimerize olabilen vinil guaifenesin esterinin rejiyoselektif sentezleri,

Bacillus subtilis'ten alkalin proteaz ile incelenmistir [38, 39].
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1.1.2.4. Tibbi Kullanimlar

Terapatik Ozelliklere sahip olan Bacillus subtilis'ten hareketsizlestirilmis alkalin
proteazin  kullanimi, yumusak jel temelli tibbi  formiillerin, merhem
kompozisyonlarinin, gazli bezlerin, dokunmamis dokularin ve yeni bandaj
materyalinin gelistirilmesinde kullanilmistir [40]. Aspergillus oryzae'den proteazlarin
agizdan uygulanmasi, belirli litik enzim eksikligi sendromlarim1 diizeltmek igin bir
tedavi yontemi olarak kullanilmistir [41]. Alkalin fibrinolitik proteazlar ise, fibrini
tercihen indirgedigi icin trombolitik tedavide ve kanser ilaglarinda gelecekte

uygulanabilecegini bildirilmistir [42, 43].

1.1.2.5. Atik Yonetimi

Kanathi hayvan isleme endiistrisinden ve deri endiistrisinden kaynaklanan atiklar,
keratin acisindan zengindir. Keratin atiklarinin kimyasal ve mekanik hidrolizi
basarilidir, ancak enerji agisindan yogun, kirletici ve esansiyel amino asit kaybina
neden olan bir¢ok dezavantaja sahiptir. Bu nedenle, keratinolitik aktiviteye sahip
alkalin proteazlar (keratinazlar) kullanarak enzimatik bozunma ¢ekici bir yontemdir
[44]. Bacillus tiirleri, tiiylerin pargalanmasi igin keratinazlarin en ¢ok bildirilen
bakteri kaynagidir [45-47]. Diger keratinazlarin bakteri kaynakli kaynaklari
Pseudomonas sp. MS21, Microbacterium sp., Chryseobacterium sp. Ve Streptomyces
sp.’dir  [68-71]. Aspergillus Oryzae, Chrysosporium indicum, Trichophyton
mentagrophytes, Microsporum sp., Trichophyton sp., Aspergillus terreus,
Scopulariopsis sp., Fusarium oxysporum'dan elde edilen fungal keratinazlar da
keratinin bozunmasina yonelik olarak incelenmistir [48,49]. Tiiylerin bozunmasindan
sonra elde edilen tiiy hidrolizatlar1 yemler, giibreler, yapistiricilar ve filmler i¢in
katki maddesi olarak kullanilabilir veya nadir amino asitlerin (serin, sistein ve prolin)

tiretimi igin kullanilir [50].
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1.1.2.6. Yem ve Gida Endiistrisi

Alkalin proteazlar, 40 yili agskin bir siiredir protein hidrolizatlarinin tiretimi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Hidrolizatlar, besin degerlerini iyilestirmek i¢in gida
ve karisik yem katki maddeleri olarak kullanilabilir. Tipta, sindirim bozukluklar1 ve
gida alerjileri olan hastalara verilir [25, 51]. Protein hidrosilatlar, peynir alt1 suyu, et,
soya ve kazein gibi ¢esitli substratlardan elde edilebilir. Alkali proteazlar et isleme
yontemlerinde de kullanilmaktadir. SEB Tender 70, ticari olarak temin edilebilen
proteazlar, etin yumusatilmasinda, kollajenleri yok ederek daha lezzetli hale getirmek

icin yaygin olarak kullanilir [25].

1.1.2.7. Giimiis Geri Kazanim

Glimiis, 6zellikle fotograf endiistrisinde bircok amagla kullanilan degerli metallerden
biridir. Jelatin i¢inde siyah metalik giimiis i¢ceren Xray / fotograf filmleri, diger film
tirleri ile karsilastirildiginda giimiis geri kazanimi igin ¢ok iyi bir kaynaktir. X-151n1
filmindeki giimiis miktar1, % 1.5 ila 2.0 arasinda degisir. Giimiisti geri kazanim igin
filmler direk olarak yakmakta, elektroliz sonrasinda metalik glimiisiin oksidasyonu,
farkli kimyasal soliisyonlar kullanilarak jelatin-giimiis katinin siyirilmasi gibi
geleneksel yontemler mevcuttur. Ancak bu yontemlerde ciddi cevresel faktorler
ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, jelatinin enzimatik hidrolizi, ¢cevre tizerindeki etkiyi
en aza indirgemek igin alternatif bir segenektir [52]. Glimiis rontgen filmlerinden
basarili bir sekilde geri kazanim, Bacillus subtilis, Conidiobolus coronatus,
Streptomyces avermectinus'dan elde edilen alkalin proteazlar tarafindan uygulandigi
bildirilmistir [53-55].
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1.1.2.8. ipek Temizligi

Ipek lifini orten proteinli bir madde olan seriselini ¢ikarmak igin ham ipler
temizlenmelidir. Geleneksel olarak, ipek temizligi, sabun iceren alkalin bir
soliisyonda yapilir. Bu sert bir muameledir, c¢iinkii soliisyonda ipek lifiinin
kendisinde zarar géormektedir. Ayn1 zamanda yliksek enerji ve zaman tiiketimi ve
kullanilan su miktarlarinin fazlalhigi, ipek parlakliginda azalma gibi dezavantajlar1 da
vardir [56]. Bununla birlikte, segilen alkalin proteolitik enzimlerin kullanim1 daha iyi
bir yontemdir. Clinkii proteazlar seriselini lifi etkilemeden ¢ikarmaktadirlar. Yiiksek
enzim konsantrasyonlarinda yapilan testlerde, lif hasarinin olmadigimmi ve ipek

ipliklerinin geleneksel yonteme gore daha gii¢lii oldugunu gostermektedir [25].

1.1.3. Alkali Proteazlarin Uretimi

Cogu alkalofilik mikroorganizma alkalin proteazlar iiretir, ancak ilgi yalnizca ytliksek
miktarlarda enzim iireten mikroorganizmalarla sinirlidir. Enzim iiretimini arttirmak
icin bu organizmalara optimal biiyiime kosullar1 saglanmasi esastir. Proteaz iiretimini
tesvik eden kiiltiir kosullarinin, hiicre biiylimesini destekleyen kiiltiir kosullarindan
onemli Olgiide farkli oldugu bulunmustur [57]. Endistriyel alkalik proteazlarin
tiretiminde, ¢ok yliksek konsantrasyonlarda (100-150 g kuru agirlik / litre) kompleks
karbonhidrat, protein ve diger medya bilesenleri iceren teknik ortamlar kullanilmigstir
[58]. Ekonomik olarak uygulanabilir bir teknoloji gelistirmek igin alkalen
proteazlarin verimleri iyilestilmeli, fermentasyon ortamlart ve {iretim kosullar

optimize edilmelidir [59].

1.1.3.1. Verimin Iyilestirilmesi

Verimin iyilestirilmesi, mikrobik fermentasyon islemlerinin ticari gelisiminde 6nemli

bir rol oynamaktadir. Kural olarak, yabani suslar genellikle, ticari uygulamalarda

yararlt olabilmesi icin ilk baslarda istenilen enzimin sinirli bir miktarlarini tretir
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[59]. Bununla birlikte, ¢cogu durumda, kiiltiiriin belirli ortamda tiremesi gibi basit
se¢cme yontemleri uygulanarak, verimde énemli bir artig gosteren kolonileri segmek

miimkiindiir [60].

Verimi arttirmak i¢in mutajenlerin veya antibiyotiklerin kullanilabilir ya da faydal
verimi yliksek suslarin saptanmasi icin 6zel teknikler veya prosediirlerin kabul
edilerek verim daha da gelistirilebilir. Ornegin Shah ve ark. uyguladigi gelismis
proteaz iiretimi ile B. licheniformis'in sistein oksotrofik mutant1 gelistirmistir [61].
Ayrica, vankomisin ve ristosetin gibi antibiyotiklere direncli Bacillus suslar

tarafindan artan alkalin proteaz verimi elde edilmistir [62].

Asporogenous mutant suslart ve Bacillus spp. endiistriyel olarak kullanilirlar. Bu
suslarda, ekstraseliiler proteazlar, son {irlinler, sporiilasyonla yoneltilmediginden,
daha uzun siire tretilir. Alkalin proteaz pozitif asporojenik mutantlarin kullanimi ile

enzim veriminde bes kat artis gozlenmistir [63, 64] .

1.1.3.2. Fermantasyon Ortaminin Optimizasyonu

Alkali proteazlar genellikle sulu fermentasyon ile tiretilir. Buna ek olarak, kati hal
fermentasyon siirecleri, bu enzimlerin iiretimi igin daha az kullanilmistir [65]. Ticari
uygulamada, besiyeri optimizasyonu, ¢esitli besiyerleri arasinda farkin belirlenmesi
icin yapilir ve bdylece fermentasyonda proteaz {iretimi ic¢in kullanilmayan
bilesenlerin miktarii en aza indirilir. Buna ek olarak, farkli mikrobik kaynaklardan
en iyi alkalin proteazlarin {iretilmesi i¢in tanimlanmig bir ortam bulunmamaktadir.
Her bir organizma veya sus, maksimum enzim lretimi i¢in kendi 6zel kosullarina

sahiptir [59].
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1.1.3.2.1. Azot Kaynag

Cogu mikroorganizma hem inorganik hem de organik azot bi¢gimlerini, amino asitler,
niikleik asitler, proteinler ve hiicre duvari bilesenleri iiretmek iizere metabolize eder.
Alkali proteaz % 15.6 azot igerir ve enzim iiretimi ortamda bulunan karbon ve azot
kaynaklarinin bulunmasina baglidir [66]. Karmasik azot kaynaklar1 genellikle alkalin
proteaz {tretimi icin kullanilir, ancak spesifik bir azot takviyesi gereksimi
organizmadan organizmaya farklilik gosterir. Uretim ortaminda inorganik azot
kaynaklarinin kullanimi ile diisiik diizeyde alkalin proteaz tiretimi bildirilmistir [66,
67]. Enzim sentezinin, ortamdaki amino asitler veya amonyum iyonu
konsantrasyonlar1 gibi hizli metabolize olabilen nitrojen kaynaklar1 tarafindan

bastirildigi bulunmustur [68, 69].

Bazi amino bilesiklerinin eklenmesinin, alkalofilik Bacillus sp. tiirleri tarafindan
ekstraseliiler enzimlerin iiretiminde azaltic1 etkye sahip oldugu gosterilmistir. Ortama
Cas aminoasitleri ve glisin eklenmesi hem amilaz hem de proteaz iiretimi {izerinde

engelleyici etkilere sahip oldugu goriilmiistiir [70, 71].

1.1.3.2.2. Karbon Kaynag

Yapilan caligmalar, glukoz ile katabolit baskiya bagli olarak, proteaz iiretiminde bir
diistis oldugunu gostermistir [66, 69]. Laktoz, maltoz, sukroz ve fruktoz gibi farkli
sekerler kullanan cesitli calisanlar tarafindan artan alkalin proteaz verimleri

bildirilmistir [67, 72-74].

Siit endiistrisinin ¢ogunlukla laktoz ve tuzlari igeren atik bir yan iirlinli olan peynir
alt1 suyunun, alkalin proteaz iiretimi i¢in potansiyel bir substrat olarak gosterilmistir
[75,76]. Benzer sekilde, ana karbon kaynagi olarak saf seliiloz (Solka-floc) kullanilan
Thermomonospora fusca YX'de maksimum alkalin proteaz salinimi gozlenmistir
[77].
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1.1.3.2.3. Metal iyonu Thtiyaci

Fermentasyon ortaminda alkalin proteazlarin optimum iiretimi i¢in kalsiyum, kobalt,
bakir, bor, demir, magnezyum, manganez ve molibden gibi iki degerlikli metal
iyonlar1 gereklidir. Bununla birlikte, spesifik metal iyonlarinin gerekliligi enzim

kaynagina baglidir [59].

1.1.3.2.4. pH ve Sicakhk

Cogu alkalofilik mikroorganizmanin 6nemli 6zelligi, hiicre biiylimesi ve enzim
tiretimi i¢in hiicre dis1 pH'ya bagimlhiligidir. Bu alkalofillerdeki artmis proteaz
verimleri i¢in, fermentasyon siiresi boyunca ortamin pH" 7,5'in iistiinde tutulmalidir

[58].

Sicaklik, organizmadan organizmaya kontrol edilmesi ve degistirilmesi gereken bir
bagka kritik parametredir. Enzim {iretiminin sicaklik kontrol mekanizmasi iyi
anlagilamamistir. Bununla birlikte basillerde enzim sentezi ve enerji metabolizmasi
arasinda sicaklik ve oksijen alimiyla kontrol edilen bir bag oldugunu gosterilmistir

[69, 78].

1.1.3.2.5. Havalandirma ve Calkalama

Calkalama hizindaki degisim, ¢alkalama sigelerinde veya biyoreaktordeki karistirma
derecesini etkiler ve besin maddesinin kullanilabilirligini de etkiler. Alkali proteazin
optimum verimleri B. subtilis ATCC 14416 ve B. licheniformis i¢in 200 dev/dak'da
tiretilir. Ortamda oksijen azalmasi proteaz sentezinde onemli bir sinirlayic1 faktor

oldugunu gosterilmistir [59, 67, 79].
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1.1.3.3. Biiyiime ve Proteaz Uretimi Arasindaki Iliski

Genel olarak, Bacillus tiiriindeki proteaz sentezi, yapisal ve tistel biiyiime ile duragan
faz arasinda gecis hali esnasinda islev goren sayisiz kompleks mekanizmalar
tarafindan kontrol edilir. Biiyiimenin duragan fazi boyunca ekstraseliiler proteazlarin
tiretimi birgok bakteri tiiriinde karakteristiktir. Bununla birlikte, enzim tiretimi sirasi
ve orani, spesifik organizma ile degiskenlik gostermektedir. Erken sabit evrede iki
veya daha fazla proteaz salgilanir ve tretilen proteaz miktarinin orani da Bacillus
suslart arasinda degisir [80-82]. Birgok durumda, salgilanan proteaz enzimin islevi
cok net degildir. Ancak proteaz sentezi, yiiksek bir protein dongiisiiniin ve genellikle

sporiilasyonun baslangici ile iligkilidir [59, 79].

1.1.4. Alkali Proteazlarin Saflastirilmasi

Alkali proteazlarin ham preparatlar1 genel olarak ticari kullanim i¢in kullanilir.
Bununla birlikte, alkalin proteazlarin saflastirilmasiyla, enzimin igleyisi hakkinda

daha iyi bir sekilde bilgi sahibi olunabilir [83, 84].

1.1.4.1. Enzimin Geri Alinmasi

Basarili bir fermentasyondan sonra, fermentasyon ortami cihazdan ¢iktiginda,
cevresel kosullarda siddetli bir degisiklige maruz kalir. Fermentasyon ortaminin
sicakligr hizli bir sekilde diiser. Enzim aktivitesini ve stabilitesini muhafaza etmenin
yani sira mikrobik kontaminasyonu 6nlemek vazgegilmez bir unsur haline gelir [59].
Fermentasyon sivisindaki bakterilerin ve artiklarin uzaklastirilmasi, yaygin olarak
vakum doner tamburlu filtreler ve santrifiijler kullanilarak yapilir. Bu islemler enzim
islemenin  birincil basamagidir. Kusurlu aritmadan kaynaklanan enzim
aktivitesindeki kayiplar1 onlemek icin ayristirmaya baslamadan once fermentasyon

stvisina bazi kimyasallar eklenerek 6n aritimin1 yapmak gereklidir [58] [85].
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1.1.4.2. izolasyon ve Saflastirma

Enzimleri ticari amaglarla endiistriyel 6l¢ekte izole ederken asil diisiince, son iirliniin
degeri ile iligkili olarak iiretim maliyeti olmustur. Bunun i¢in diisiik maliyetli

yontemler uygulanmaktadir.

1.1.4.2.1. Konsantrasyon

Bakterilerden ayrilan filtratta bulunan enzim miktar1 genellikle diisiiktiir bu ylizden
filtraktaki suyun cikarilmasi birincil hedeftir. Son zamanlarda, membran ayirma
islemleri yaygin olarak kullanilmaktadir [86]. Ultrafiltrasyon (UF), enzimlerin geri
kazanimi i¢in biiyilk o6l¢lide kullanilan bdyle bir membran islemidir ve
buharlastirmaya tercih edilen bir alternatif olusturmustur [87, 88]. Bu basinca dayali
ayirma islemi ucuzdur ve enzim aktivitesinde ¢ok az bir kayba neden olur. Ayrica
ultrafiltrasyon saflastirma ve konsantrasyonun yani sira tuzun giderilmesi igin

diafiltrasyon sunar [89-91].

1.1.4.2.2. Coktiirme

Coktiirme islemi, ham biyolojik karigimlardan proteinlerin izole edilmesi ve geri
kazanilmasi i¢in en sik kullanilan yontemdir [92]. Hem saflastirma hem de
konsantrasyon adimlarim1 gergeklestirir. Genellikle, tuz veya organik bir ¢6ziicli gibi
istenen proteinlerin sulu bir ¢ozeltide ¢oziliniirliigiinii diistiren reaktiflerin ilavesi ile
gerceklestirilir. Amonyum siilfatla ¢okeltme yillarca kullanilmasina ragmen, deterjan
enzimleri i¢in tercih edilen ¢okelme maddesi degildir. Amonyum siilfat, yalnizca
asidik ve notr pH degerlerinde genis yarar bulmus ve alkalin kosullar altinda ortamda
amonyak olusmasina sebep olmustur [58]. Bu nedenle ¢oktiirme islemlerinde,
sodyum siilfat veya bir organik solventin kullanilmasi tercih edilen uygulama haline

gelmistir. Sodyum stilfatin amonyum siilfata kiyasla daha iyi ¢okelme 6zelliklerine
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ragmen, tuzun disiik sicakliklarda zayif ¢oziiniirliighi kullanimimi kisitlamaktadir
[93].
1.1.4.2.3. iyon degisim kromatografisi (IEC)

Alkali proteazlar genellikle pozitif yiklidiir ve iyon degistirme kromotografisi ile
kolayca ayrilabilirler [94, 95]. Iyon degistirici kromotografide, katyon degistiriciler
akilc1 bir segim olabilir. Iyon degistirici kromotografiye bagli molekiiller artan bir

tuz veya pH gradyanti ile kolondan uzaklastirilirlar [96].

1.1.4.2.4. Afinite Kromatografisi

Farkl afinite kromatografik yontemleriyle alkalin proteazlar saflastirilabilir. Ornegin
afinite kromotografisinde adsorban olarak bir hidroksiapatitin kullanilarak, notr ve
alkalin Bacillus proteazlari ayirmak i¢in kullanilabilir [97, 98]. Diger afinite
matrisleri, sefadeks-4-fenilbutilamin, kazein agaroz veya agaroz adsorbanlarda
immobilize edilmis N-benzoiloksikarbonil fenilalanin’dir [70, 99, 100]. Bununla
birlikte, afinite kromatografisinin baslica sorunlar1 yiiksek maliyeti ve bazi afinite

ligandlarinin kararsiz 6zellikleridir [59].

1.1.4.2.5. Sulu Iki Fazh Sistemler
Bu teknik, alkolle ¢oktiirlen proteazlarin, polietilen glikol (PEG) ve dekstran ya da

PEG ile H3PO4, MgSOy gibi tuzlar igeren karisimlar kullanilarak saflagtirilmasi igin
uygulanmistir [101-103].
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1.1.5. Proteaz Uretici Mikroorganizmalarin Molekiiler Tanimlanmasi

1.1.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) aranmasi
amaciyla ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan kesfedilmistir. Yiiksek dlgiide
duyarli olan bu teknik Kary Mullis’e Nobel 6diiliinii kazanmistir [104]. PZR, bakteri,
arkea, mantar, protozoa, viriis gibi mikroorganizmalarin istenilen niikleik asit
zincirlerini in vitro kosullar altinda, c¢ogaltilmak istenilen genetik bolgeye 6zgii
primerler kullanilarak programlanabilir 1s1 dongii cihazlarn ile ¢ogaltilmasinm

saglayan 6zgiin ve glivenilir bir yontemdir [105].

PZR teknikleri enfeksiyonlarin teshisinde, 6zel amaglarla genlerin belirlenmesinde,
6zel DNA parcalariin klonlanmasinda biiyiikk kolaylik saglamistir. Bakteri
kontaminasyonu, genetigi degistirilmis DNA’nin varligi ve gida igeriklerinin
Ozgilinliigiiniin kontrolii gibi yeni alanlarda da incelemelere olanak saglamistir [106,

107].

PZR teknigi, temelde {ic asamadan olusmaktadir.

1. Denatiirasyon: Cift sarmal DNA’nin yiiksek sicaklikta (94-96 °C) ¢oziilerek

tek sarmal haline gelmesi.

2. Baglanma (annealing): Primer olarak kullanilan iki oligoniikleotidin, tek
iplikli hale gelen DNA’ya uygun sicaklikta (37-65 °C) spesifik olarak

baglanmasi.

3. Uzama (extension): Taq DNA polimeraz icin gerekli molekiil olan Mg2+
varliginda, kullanilan polimeraz enziminin optimum g¢aligma sicakliginda,

primerlere niikleotid eklenerek ve ¢ift iplikli DNA’nin sentezlenmesi [108].
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PZR’m herbir dongiisii bu basamaklar1 igerir. Her dongii sonunda PZR iirtinleri iki
katina ¢ikar. Boylece bir genin tek kopyasindan milyonlarca kopya yapilabilir. PZR
ile molekiiler tanimlamada kullanilan hedef gen, genellikle prokaryotlar i¢in 16S

rRNA ve dkaryotlar igin ise 18S rRNA’y1 kodlayan genlerdir [109, 110].

Bu genlerin, standart olarak kabul gérmesi ve ¢evresel 6rneklerdeki mikroorganizma

cesitliligini ortaya ¢ikarmak i¢in yaygin olarak kullanilma nedenleri sunlardir:

1. Tiim prokaryotik ve dkaryotik organizmalarda bulunmaktadir.
2. Yeterli biiyiikliikte ve islevsel olarak sabittir.
3. Tiim hiicrelerde hem yiiksek diizeyde korunmus hem de degisken ¢ok sayida

bolgeye sahiptirler [108, 111].

1.1.5.1.1. PZR Optimizasyonu

Orneklerde inhibe edici maddelerin bulunmasi, cevresel kontaminasyon riski,
kullanilan bilesenlerin miktarinin yanlis kullanilmasi, sicaklik parametrelerinin
ayarlanamamasi gibi problemler PZR yapilirken her zaman karsilasilabilecek
sorunlardir. PZR karisim  reaksiyonundaki; DNA  konsantrasyonu, Mg+2
konsantrasyonu, primer konsantrasyonu ve ozellikleri, dNTP konsantrasyonu PZR
isleminin dogrulugu adina ¢ok 6nemlidir. PZR’1n islevlerinde sorun yaratabilecek
bir diger etmen de mikrobiyal genomlarda olusan beklenmedik mutasyonlardir. PZR
islemlerinde spesifik olmayan baglanmalari 6nlemek i¢in mutlaka optimizasyon
gereklidir [106, 112, 113].
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1.1.5.2. ARDRA Yontemi

ARDRA (Amplified Ribozomal DNA Restriction Analysis) yonteminde PZR ile
cogaltilmig 16S rRNA parcalari, kesim (restriction) enzimleri ile spesifik bolgelerden
kesilir. Sonra jel elektroforezi ile birbirinden ayrili. ARDRA mikrobiyal
tanimlamada kullanilan basit, hizli ve etkin maliyetli bir yontemdir. Eger
mikroorganizmalar birbirinden farkli ise kesilen PZR dirtinleri farkli yerlerden
kesilmis olacaktir [114-116].

Ribozomal DNA kesim analizi (ARDRA) mikroorganizmalarin tiirleri hakkinda
hicbir bilgi vermemekle birlikte, genetik degisikliklerin degerlendirmesine ve

birbirinden farkli tiirleri hizli bir sekilde karsilastirilmasina olanak saglar [116-118].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

Bu ¢alismada, proteince zengin bir bolgeden alinan toprak Ornegindeki proteaz
iireticisi mikroorganizmalar izole edilmis ve izole edilen mikroorganizmanin liretmis
oldugu proteaz enzimi ilizerinde calismalar yapilarak, elde edilen proteaz enziminin
en uygun aktivite gosterdigi sartlar belirlenmistir. Boylece saflastirilan enzimin

endiistri i¢in uygunlugu test edilmistir.

2.1.1. Kullamilan Besiyerleri

2.1.1.1. Proteaz Ureticisi Belirleme Besiyeri (skimmilk’li)

Singh ve ark. (2001)’in tanimladigi besiyeri proteaz iireticisi mikroorganizmalari

se¢mek amactyla modifiye edilerek kullanilmigtir [119].

Pepton 10 g

Et 6ziitii 39
Maya oziitii 39

NaCl 59
Skimmilk 20 g
Agar 15¢
Distile su 1000 mL

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir. Skimmilk ayrica steril edilerek ortama ilave edilmistir.

24



2.1.1.2. N1 Agar Besiyeri

Saf kiiltiir olarak segilen bakteri izolatlarinin ¢ogaltilmasi ve saklanmasi amaciyla

kullanilmustir [120].

Pepton 10g
Et 6ziitii 10 g
Maya Ekstrati S5¢
Glikoz 19
Agar 15¢
Distile su 1000 MI

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.3. Proteaz Uretim Besiyeri (Enzim Besiyeri)

Daha oOnce proteaz Treticisi oldugu skimmilk’li besi yerinde gosterilen

mikroorganizmalarin enzim {retim yeteneklerini gostermek i¢in enzim {retim

besiyeri olarak kullanilmigtir [121].

Kazein 50
Pepton 50
Maya oziitii 29

NaCl 59
MgSO, 029
CaCl, 01g
K,HPO, 1g
Distile su 1000 mL
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Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

Mikroorganizmalarin; enzim besiyeri ile nutrient broth besiyerindeki proteaz iiretim

yetenekleri de karsilagtirilarak enzim besiyerinin dogrulugu kontrol edilmistir.

2.1.1.4. Nutrient Broth (NB) Besiyeri

izole edilen bakterilerin biiyiime egrisi, DNA izolasyonu, bakteri stabilitesi ve enzim

aktivitesi gibi deneyler i¢in kullanilmistir.

Pepton 59
Et 6ziitii 3g
Distile su 1000 mL

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.5. Biyokimyasal Testler i¢cin Kullanilan Besiyerleri

2.1.1.5.1. Dev-Triptofan Broth

Izole edilen bakterilein indol testi i¢in kullanilmustir.

Pepton 109
DL-triptofan 1049
NaCl 5090
Distile su 1000 mL

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.
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2.1.1.5.2. MR-VP. Broth

Izole edilen bakterilerin Metil-Red ve Voges Proskauer testi i¢in kullanilmistir.

Pepton 7049
D(+) Glukoz 5090
K,HPO, 500
Distile su 1000 mL

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.5.3. Simmons Sitrat Agar

Izole edilen bakterilerin sitrat testi i¢in kullanilmistir.

MgSOq4 029
NH4H,PO, 029

NaCl 59
NaNH;HPO, 08¢
Sodyum Sitrat 20
Brom Timol Mavisi 0.08¢g
Agar 15¢
Distile su 1000 mL

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.
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2.1.1.5.4. Nisasta Hidroliz Besiyeri

Izole edilen bakterilerin nisasta hidroliz yeteneklerini belirlemek amaciyla

kullanilmustir.
Pepton 5¢
Et oziiti 3g
Agar 159
Nisasta 10¢g
Distile su 1000 mL

Gerekli miktarda hazirlanan besiyeri kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.

2.1.1.5.5. Jelatin Hidroliz Besiyeri

Izole edilen bakterilerin nisasta hidroliz yeteneklerini belirlemek amaciyla

kullanilmuistir.
Pepton 5¢
Et 6ziitl 3g
Jelatin 10¢g
Distile su 1000 mL

Gerekli miktarda hazirlanan besi kullanimdan 6nce 121 °C’de 1 atm basingta

otoklavda steril edilmistir.
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2.1.2. Kullanilan Cozeltiler

2.1.2.1. Steril % 0.9’luk Serum Fizyolojik
Bakterilerin seri sulandirimlari i¢in kullanilmastir.
0.9 g NaCl tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Ardindan 121 °C 1.5 atm

basingta 15 dakika steril edilmistir.

2.1.2.2. Biyokimyasal Testlerde Kullanilan Cozeltiler

2.1.2.2.1. Kovacs’ Ayiraci

Indol testinin ayiraci olarak kullanilmustir.

1 g 4-dimetilaminobenzaldehit saf 15 mL izoamil alkol igersinde ¢oziiliir. 5 mL %
36’lik  HCl yavasca karisima karistirilarak eklenmistir. Koyu renkli sisede
buzdolabinda saklanmuistir.

2.1.2.2.2. Metil Red Ayiraci

Metil red testinin ayiraci olarak kullanilmistir.

0.1 g metil kirmizis1 300 mL % 95’lik etil alkolde ¢ozdiiriildiikten sonra lizerine 200
mL distile su eklenerek koyu renkli sisede buzdolabinda saklanir.

2.1.2.2.3. % 5°lik a-Naftol

Voges Proskauer testinde kullanilmistir.

0.5 g a-Naftol 5 mL saf etil alkol i¢inde eritilmistir. Ardindan saf etil alkol ile 10

mL’ye tamamlanmugtir.
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2.1.2.2.4. % 40°’hk KOH

Voges Proskauer testinde kullanilmistir.

4 ¢ KOH tartilip 10 mL distile suda ¢6ziilmiistiir.

2.1.2.2.5. % 3’liik H;0,

Katalaz testinde kullanilmistir.

% 30’luk hidrojen peroksitten (H20,) 1 mL alimp 10 mL’ye distile su ile
tamamlanmaistir.

2.1.2.2.6. % 5’lik Malasit Yesili

Spor boyama igleminde kullanilmaistir.

5 g malasit yesili oksalat, 100 mL distile su yavasca eklenerek ¢oziilmiis, bir gece

bekletip kagit filtreden gecirilerek kullanilmistir.

2.1.2.3. DNA izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler ve Tamponlar

2.1.2.3.1. 50 mM (pH:8.0) Tris-EDTA tamponu

0.3 g Tris ile 0.008 g EDTA tartilarak 200 mL distile suda ¢oziilmiis ve pH’s1

ayarlandiktan sonra 250 mL’ye tamamlanmaistir.

2.1.2.3.2. % 10’luk SDS cozeltisi

1 gr SDS tartilip distile su ile 10 mL’ye tamamlanmugtir.
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2.1.2.3.3. 5 M NacCl ¢ozeltisi

2 g NaCl ¢ozeltisi distile su ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

2.1.2.3.4. CTAB/NaCl Tamponu

0,41 g NaCl, 6 mL distile suda ¢oziilip 1 g CTAB (Cetyltrimethylammonium

bromide) yavasga eklenerek distile su ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

2.1.2.3.5. Kloroform/izoamil Alkol Karisimi

9,6 mL kloroform ile 0,4 mL izoamil alkol karistirilmustir.

2.1.2.3.6. Kloroform/izoamil/Fenol Karisimi

10 g fenol 10 mL 1 M pH:8.0 Tris-HCI1 tamponunda ¢6ziilmiis ve 2 saat beklenmistir.
Siire sonunda olusan {ist faz uzaklastirilmig ve alt faza yeniden 10 mL 1 M (pH:8.0)
Tris-HCI tamponu eklenip 5 dk faz olusumu beklenmis ve iist faz uzaklagtirilmistir.
Bu islem 4-5 kez daha tekrar edilmistir. Daha sonra olusan karistmdan 10 mL alip
tizerine 9,6 mL kloroform, 0,4 mL izoamil alkol ve 10 mL 1 M (pH:8.0) Tris-HCI

tamponu eklenir.

2.1.2.3.7. % 70’1ik Etil Alkol

Saf etil alkolden 7 mL alinip distile su ile 10 mL’ye tamamlanmuigtir.
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2.1.2.4. PZR Elektroforez Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2.1.2.4.1. 10X TBE (Tris-Borik Asit, EDTA) Tamponu

108 g Tris, 55 g Borik asit 900 mL distile suda ¢oziiliir. 40 mL 0.5 M EDTA eklenip

distile su ile 1 L’ye tamamlanir.

2.1.2.4.2. 6X Yiikleme Tamponu

4 g sukroz 6 mL 10X TBE tamponunda ¢oziildiikten sonra 25 mg bromfenol mavisi

eklenerek distile su ile 10 mL’ye tamamlanur.

2.1.2.4.3. EtBr Cozeltisi

Etidyum Bromiir ¢ozeltisi 5 pg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. Bunun i¢in 1 mg

etidyum bromiir 200 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

2.1.2.4.4. % T1’lik Agaroz Jel

0.3 g agaroz tartilip tizerine 30 mL 1X TBE tamponu eklenip mikrodalga firinda

kaynatilmistir. Agaroz karisimi biraz soguduktan sonra 3 pL EtBr eklenmis ve

karistirtlmistir. Daha sonra agaroz, jel tablasina dokiiliip taraklar yerlestirilmistir.

2.1.2.5. Proteaz Aktivitesi Hesaplamada Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

2.1.2.5.1. 50 mM (pH:9.0) Glisin NaOH Tamponu

0.375 g glisin tartilip distile su ile 90 mL’ye tamamlanip 1 N’lik NaOH c¢ozeltisi ile

pH’s1 ayarlanarak distile su ile 100 mL’ye tamamlanmuistir.
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2.1.2.5.2. TCA Cozeltisi

Toplam ¢6zelti igerisinde 0.1 M TCA, 0.22 M sodyum asetat ve 0.33 M asetik asit
olmalidir. Bunun i¢in 1,633 g TCA( trikloro asetik asit) ile 1,8 g sodyum asetat 98
mL igersinde ¢oziiliir. 0,198 mL asetik asit 10 mL distile su ile tamamlandiktan sonra
bu ¢ozeltiden 2 mL alinarak 98 mL’lik ¢o6zelti igerisine eklenir.

2.1.2.5.3. 0.5 M NayCOg; cozeltisi

5,3 g Na,COgsdistile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2.1.2.5.4. 50 mM Fosfat Tamponu

0,68 g KH,PO,4 100 mL distile suda ¢ozilir. 0,87 g K,HPO,4 100 mL distile suda

¢oziiliir. pH’lan Slgiilerek birbirine yavasca eklenerek istenilen pH’a getirilir.

2.1.2.6. Bradford Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 5 ml % 95’lik etil alkolde ¢oziiliip, 10 ml %

85’lik fosforik asit eklenmis ve 100 ml’ye distile su ile tamamlanmustir.

2.1.2.7. SDS-PAGE’ de kullanilan Tampon ve Cozeltiler

2.1.2.7.1. Stok % 30’luk Akrilamid-Bisakrilamid Karisimi

29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmistiir.
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2.1.2.7.2.1,5 M (pH: 8.8) Tris-HCI tamponu

18,17 g Tris 80 mL distile suda ¢6ziiliip pH’s1 8.8’¢ HCI ile ayarlandiktan sonra 100

mL’ye distile su ile tamamlanmustir.

2.1.2.7.3. 0,5 M (pH: 6.8) Tris-HCI tamponu

6,05 g Tris 70 mL distile suda ¢oziiliip pH’s1 6.8’e HCI ile ayarlandiktan sonra 100

mL’ye distile su ile tamamlanmuistir.

2.1.2.7.4. %10’luk Amonyumperoksidisiilfat (APS)
0,1 g amonyumperoksidisiilfat (APS) 1 mL distile suda ¢ozilmiistiir. Her seferinde

taze hazirlanmistir.

2.1.2.7.5. % 10’luk SDS Cozeltisi

1 g SDS tartilarak 10 mL distile suda ¢ozlilmiistiir.

2.1.2.7.6. % 10’luk Ayirma Jeli

3.3 mL stok % 30’luk akrilamid-bisakrilamid ¢ozeltisi
2,5mL 1,5 M (pH: 8.8) Tris-HCI

0,1 mL % 10’luk Amonyumperoksidisiilfat (APS)

0,1 mL % 10’luk SDS

0,005 mL TEMED (En son eklenmistir.)

4 mL distile su
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2.1.2.7.7. % 4’liik Yiikleme Jeli

1,35 mL stok % 30’luk akrilamid-bisakrilamid ¢6zeltisi
2,5mL 0,5M (pH: 6.8) Tris-HCI

0,1 mL % 10’luk Amonyumperoksidisiilfat (APS)

0,1 mL % 10’luk SDS

0,005 mL TEMED (En son eklenmistir.)

6 mL distile su

2.1.2.7.8. Ornek Yiikleme Tamponu

3,9 mL distile su

0,6 mL 0,5 M (pH: 6.8) Tris-HCI
2,5 mL gliserol

2 mL % 10’luk SDS

1 mL % 1’lik Brom Fenol mavisi

2.1.2.7.9. 5X Elektroforez Yiiriitme Tamponu

48,3 g Glisin

9 g Tris

3gSDS

600 mL distile su

2.1.2.7.10. Tespit (fiksasyon) Cozeltisi
500 mL % 95°1ik etil alkol

100 mL glassiyal asetik asit
400 mL distile su
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2.1.2.7.11. Fiksatif Yikama Cozeltisi

500 mL metil alkol
100 mL glassiyal asetik asit
400 mL distile su

2.1.2.7.12. Coomassie Brilliant Blue R-250 Boyasi

0,5 g Coomassie Brilliant Blue R-250

100 mL metil alkol

50 mL glassiyal asetik asit

350 mL distile su

2.1.2.7.13. Boya Giderici Cozelti

500 mL metil alkol

100 mL Glassiyal asetik asit
400 mL distile su
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2.2. METOT
2.2.1.Topraktan Bakteri izolasyonu

Proteaz iireticisi mikroorganizmalarin se¢imi i¢in proteinlerin yogun olarak
bulundugu bir alan belirlenmis ve bu alandaki toprak tabakasindan steril tiiplere
toprak 6rnegi alinmustir.

1g toprak % 0.9 luk steril serum fizyolojik ile seri sulandirim yapilmigtir. Yapilan
sulandirimlar Singh ve ark. kullanmis oldugu besi yeri modifiye edilmis ve bu
besiyerine 0,1 ml 6rnek yayma ekim teknigi kullanilarak ekilmistir. 37 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilan petrilerde proteaz iireticisi mikrooorganizmalari segmek i¢in
petride olusan zonlar kullanilmistir. En biiyiik zon olusturan ve koloni yapilar1 farkli
olan mikroorganizmalar segilip saflagtirilmigtir. Saflagtirilan mikrorganizmalar uzun
stire saklanmasi i¢cin N1 agara ekilmis ve bir gecelik inkiibasyon sonrasi +4 °C’de

saklanmistir.

2.2.2. izole Edilen izolatlarin En Uygun Ureme Sicakhig Ve Ureme pH’sinin

Belirlenmesi

Izole edilen izolatlarin en uygun iireme sicakligi ve iireme pH’sin1 belirlemek igin
Nutrient Broth besiyeri kullanilmistir. En uygun tlreme sicakligini ve pH’sim
belirleyebilmek igin besiyeri pH’st 5.0, 7.0, 9.0 ve 12.0’ye ayarlanarak ekim
yapilmustir. Ekim yapilan besi yerleri 17 °C, 27 °C, 37 °C, 50°C’de inkiibasyona
birakilmis ve ilk {i¢ giin icerisindeki iiremeleri kontrol edilmistir. inkiibasyon sonrasi
mikroorganizmalar 600 nm’ye ayarlanmis mikroplaka okuyucuda (Biotek,

PowerWave XS2) iireme yogunluklari 6l¢iilmiistiir.
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2.2.3. izole Edilen izolatlarin Biyokimyasal Testleri
2.2.3.1. IMVeC Testleri

Indol Testi; Mikroorganizmalar 5 ml steril DEV Tryptophan Broth besiyeri igeren
tiiplere ekilmis ve 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda tiiplere 4-
5 damla Kovacs’ indol ayiract damlatilmistir. Kirmiz1 halka olusan tiipler Indol (+)

pozitif, sar1 halka olusan tiipler Indol (-) olarak degerlendirilmistir.

Metil Red Testi; Mikroorganizmalar 5 ml steril MR-VP Broth besiyeri igeren
tiiplere ekilmis ve 37 °C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda tiiplere 7-8
damla Metil-Red ayiract damlatilmigtir. Kirmiziya donen tiipler Metil Red (+)
pozitif, sartya donen tlipler Metil Red (-) negatif olarak degerlendirilmistir.

Voges-Proskauer Testi; Mikroorganizmalar 5 ml steril MR-VP Broth besiyeri
iceren tiiplere ekilmis ve 37 °C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda
tiiplere 6nce 7-8 damla % 5°lik 1-naftol sonrasinda da 3 damla % 40’lik KOH
damlatilmistir. Tyice karistirilip 30 dk icinde kirmiziya dénen tiipler VP (+) pozitif,
sar1 olan tiipler VP (-) olarak degerlendirilmistir.

Sitrat Testi; Mikroorganizmalar 10 ml Simmons’ Citrate agara yatik olarak ekilmis
ve 37 °C’de 2-7 giin arasinda inkiibasyona birakilmistir. Maviye donen tiipler Sitrat

(+) pozitif, yesil kalan tiipler Sitrat (-) olarak degerlendirilmistir.

2.2.3.2. Nisasta Hidroliz Testi

Mikroorganizmalar % 10 nisasta igeren Nutrient agara ekilmis ve 37 °C’de 2 giin
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra petrilere Lugol ayiract damlatilmis ve mavi-

mor renk olanlar Amilaz (-) negatif lugoliin kendi rengi olarak sar1 kalanlar ise

Amilaz (+) pozitif, olarak degerlendirilmistir.
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2.2.3.3. Jelatin Hidroliz Testi

Mikroorganizmalar % 10 jelatin iceren Nutrient broth’a daldirma ekim yapilmis ve
37 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tiipler +4 °C’de, 90 dk.
bekletilmis ve siire sonunda katilagan tiipler jelatin (-) negatif, sivi kalan tiipler ise

jelatin (+) olarak degerlendirilmistir.

2.2.3.4. Katalaz Testi

Bir 6ze dolusu mikroorganizma bir damla distile su bulunan lamda siispanse edilmis
ve lizerine 1-2 damla % 3’liikk H,O; ¢6zeltisi damlatilmigtir. 2-3 saniye iginde lamda
hava kabarciklari olusturan mikroorganizmalar katalaz (+) pozitif, olusturmayan

mikroorganizmalar ise katalaz (-) negatif olarak degerlendirilmistir.

2.2.3.5. Gram Boyama

Bir gece Nutrient agarda iiretilen mikroorganizmalar iizerinde bir damla steril su
bulunan lama bir 6ze dolusu alinmistir. Mikroorganizmalar lama esit bir sekilde
yayildiktan sonra bek alevinin 20 cm kadar {izerinde tutarak lamdaki su
buharlastirilmis ve su tamamen buharlastiktan sonra lam atesten hizlica 2-3 kez
gecirilerek mikroorganizmalarin lama fiksasyonu saglanmistir. Daha sonra lam
tizerine kristal viole boyasi damlatilmis ve 60 saniye beklenmistir. Siire sonunda
preparattaki kristal viole nazik¢e akan suyun altinda yikanarak uzaklastirilmistir.
Daha sonra preparata lugol ¢ozeltisi damlatilmis ve 60 saniye bekletilip, preparat
tekrar su ile yikanarak lugolden uzaklastirilmigtir. Prepatin {izerine bu asamada %
96’lik etanol damlatilarak 15 saniye beklenmis ve ardindan preparat tekrar su ile
yikanmistir. Son agamada preparata bazik fuksin veya safranin boyalar1 damlatilarak
30 saniye bekletilmis ve su ile yikanmistir. Daha sonra kurumaya birakilan
preparatlar mikroskopta immersiyon yagi damlatilarak 100X’lik objektifte

incelenmistir.
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Inceleme sonuncunda mikroorganizmalarin morfolojisi ve Gram ozellikleri
belirlenmistir. Mavi-mor renkte goriinen mikroorganizmalar Gram pozitif (+) olarak
degerlendirilirken, kirmizi-pembe renkte goriinen mikroorganizmalar Gram negatif

(-) olarak degerlendirilmistir.

2.2.3.6. Spor Boyama

Bir gece Nutrient agarda 37 °C’de inkiibe edilen mikroorganizmalar {izerinde bir
damla steril distile su bulunan lama bir 6ze dolusu alinarak iyice siispanse edilerek
lama yayilmistir. Daha sonra bek alevinin 20 cm kadar {izerinde kurutulan lam, 3-4
kez ates icersinden gecirilerek bakteriler lama fiske edilmistir. Sonrasinda lam
tizerine % 5’lik malasit yesili damlatilarak bek alevinin 10 c¢m {izerinde tutulmus,
boya eksildikce ilave ederek sicaklik yardimiyla sporlarin boyayr almasi
saglanmistir. 10 dk boyunca ates lizerinde boya eklemesi yapilan lamlar yikanarak
fazla boyadan uzaklastirilmis ve mikroskopta immersiyon yagi kullanilarak sporlar

incelenmistir.

2.2.4. izolatlarin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

25 ml Nutrient broth igeren erlenmayerlere, mikroorganizmalar % 5 oraninda
inokulum yapilmis ve 0. Saatteki yogunluk 600 nm’ye ayarlanmis mikroplaka
okuyucuda okunmustur. Daha sonra belirli saatlerdeki bakteri yogunlugu ayni
sekilde 600 nm’ye ayarlanmis mikroplaka okuyucuda (Biotek, PowerWave XS2)

okunmus ve mikroorganizmalarin iireme egrileri ¢izilmistir.
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2.2.5. izole Edilen Mikroorganizmalarin 16S rRNA Analizi ile Molekiiler
Tanimlanmasi

2.2.5.1. DNA izolasyonu

Mikroorganizmalarin genomik DNA izolasyonunda Cutting ve Horn (1990)’un
uyguladig1 yontem modifiye edilerek uygulanmistir [122] .

Bu yonteme gore; bir gece nutrient broth’ta inkubasyona birakilan
mikroorganizmalardan, 1,5 mL’lik steril santrifiij tiiplerine konarak 10000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmis ve sonrasinda siipernatan kismi atilmigtir. Sonrasinda tiiplere
yeniden mikroorganizma ilavesi yapilarak tekrar 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmis siipernatan kismi1 yine atilmistir. Daha sonra tiipteki olusan pelete 400 pL 50
mM pH 8.0 Tris-EDTA tamponu ilave edilerek mikroorganizma peleti
¢Ozdiriilmiistiir. Olusan stispansiyona 30 uL % 10’luk SDS ve 3 pL proteinaz K
eklenerek iyice karistirilmis ve 37 °C‘de 1 saat bekletilmistir. Siire sonunda tiiplere
100 pL 5M’lik NaCl ¢ozeltisi eklenerek tiipler ters diiz edilmistir. Daha sonra 80 uL
CTAB/NaCl ¢ozeltisi eklenerek 65°C“de 10 dakika bekletilmistir. Daha sonra tiipteki
toplam sivi miktar1 kadar (esit hacimde) kloroform/izoamilalkol c¢ozeltisinden
eklenerek 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek iist fazlar yeni tiiplere alinmistir.
Bu islem 2-3 kez tekrar edilmistir. Yeni tliplerdeki toplam hacim kadar esit hacimde
fenol-kloroform/izoamilalkol ¢ozeltisinden ilave edilerek 10000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmis ve {ist fazlar yeni tiiplere alinmistir. Yeni tiiplere i¢indeki hacmin
0.6 kat1 kadar izopropanol eklenmis ve DNA ¢okiinceye kadar alt {ist edilirek 15000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatan kismu atilarak tiiplere 50 pL %
70’lik etanol eklenerek ugurulmustur. Son olarak tiiplerdeki DNA 50 pL 50 mM pH
8.0 Tris-EDTA tamponu igerisinde hafifce vurularak ¢ozdiiriilmiistiir.

Izole edilen DNA’lar % 1’lik agaroz jel elektroforezinde 80 Voltta 2 saat

yiiriitiilerek kontrol edilmis ve -20 °C’de saklanmustir.
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2.2.5.2. 16S rRNA Geninin Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemiyle

Cogaltilmasi

PZR isleminde 16S rRNA geninin niikleoitit dizisi belirlenerek, izole edilen
mikroorganizmalarin molekiiler tanimlanmas1 yapilacaktir. Gen bolgesinin Polimer
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltabilmek igin 27 F ve 1492 R universal primerleri
kullanilmustir. 27 F primerinin baz dizilimi
5-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ iken

1492 R primerinin baz dizilimi
5-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' diir.

Gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in 6rnek basina kullanilan 30 uL’lik PZR reaksiyon
karigimi agagidaki gibidir.

3 uL 10X PCR Buffer
1,4 uL ANTP
1 uL Forward primer
1 uL Reverse primer
0,2 uL Taq DNA polimeraz (5U/uL)
1 L MgCl,
4 uL DNA
18,4 uL distile su
Olusturulan PZR karisim1 Thermal Cycler’da yiiriilen prosediir asagidaki gibidir.

5 dakika 95 °C’de 6n 1s1tma; 1 Dongii

45 saniye 95 °C’de denaturasyon

45 saniye 52 °C’de primer baglanmasi ; 28 Dongl
90 saniye 72 °C’de uzama

5 dakika 72 °C’de son uzama; 1 Dongii
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2.2.5.2.1. PZR Optimizasyonu

PZR bir¢ok faktorden etkilenebildigi i¢cin 16S rRNA geninin niikleotid dizisini
cikartmakta kullanilacak olan PZR iirlinlerinin en uygun sekilde sentezlenmis olmasi
gerekmektedir. 1 mM ile 2,33 mM arasindaki bes MgCl, konsantrasyonu ve 50-55
°C arasindaki baglanma sicakliklart PZR optimizasyonu i¢in denenmistir.

En uygun baglanma sicakliklar1 ve MgCl, konsantrasyonlar1 belirlen izolatlarin,
uygun sartlarda 16S rRNA genleri PZR ile ¢ogaltilmis ve PZR {iriinlerinin dogrulugu
% 1’lik agaroz jel elektroforezinde 1000 baz cifti iceren markerla birlikte 80 Voltta
60 dakika yiritilerek kontrol edilmistir. Sekans analizi yapilana kadar PZR

ornekleri -20 °C’de saklanmustir.

2.2.5.3. 16S rRNA Sekans Analizi ile Bakterilerin identifikasyonu ve Filogenetik

Analiz

PZR ile ¢ogaltilan 16S rRNA geninin sekans analizi hizmet alimi seklinde
MedSanTek sirketine yaptirilmistir. Elde edilen sekans sonuglar1 National Center for
Biotechnology Information (NCBI)’nin 16S rRNA veritabanindaki verilerle
eslestirilmistir. Elde edilen sonuglarla akrabalik iligkilerini belirlemek amaciyla
Molecular Evolutionary Genetics Analysis 7 (MEGATY) programi kullanilmistir.
MEGAY7 ile oncelikle veri tabanindaki veriler ile orneklerimizin niikleotit dizileri
esitlenmis ve bu verilerle istatiktiksel giivenilirlik saglanarak uzaklik (distance)
matriksi ¢izilmistir. Daha onrasinda uzaklik matriksi kullanilarak Neighbor-Joining

metodu ile soyagaglari ¢izilerek yakinlik dereceleri belirlenmistir.

2.2.5.4. Mikroorganizmalarin ARDRA Yéntemi ile Birbirinden Ayrilmasi
16S rRNA analizi mikroorganizmalarin cinslerini belirlemede oldukca basarili

olmasina ragmen tiir diizeyinde ayrim 6zellikle Bacillus cinsinde olduk¢a zordur.

16S sekans analizi olduk¢a birbirine benzeyen Bacillus cinsinde ayrim yapabilmek
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icin 16S rRNA geninin restriksiyon enzimleriyle kesim ydntemi olan ARDRA
kullanilmis ve mikroorganizmalar arasindaki farkliliklara aragtirilmistir.
ARDRA yonteminde ii¢ tane restriksiyon enzimi (Haelll (BsuRI), Taql ve Alul)

kullanilmigtir. Bu enzimler ile kesim yaparken asagidaki prosediir uygulanmustir.

2.2.5.4.1. Haelll (BsuRlI) Restriksiyon Enziminin Kesim Prosediirii

10 uL 16S rRNA PZR iiriinii

18 uL niikleaz icermeyen distile su
2 uL Buffer R

2 pL BsuRI enzimi (10U/ pL)

Karigim hafifce karistirilarak 37 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda % 2,5’ luk
agaroz jelde 100 Voltta 100 bp ladder ile birlikte 1 saat yiiriitiilmiistiir.

2.2.5.4.2. Taql Restriksiyon Enziminin Kesim Prosediirii

10 uLL 16S rRNA PZR f{iriinii

18 uL niikleaz igermeyen distile su
2 uL Buffer Taql

2 pL Taql enzimi (10U/ pL)

Karisim hafifce karistirilarak 65 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda % 2,5’luk
agaroz jelde 100 Voltta 100 bp ladder ile birlikte 1 saat yiiriitiilmiistiir.

44



2.2.5.4.3. Alul Restriksiyon Enziminin Kesim Prosediirii

10 uLL16S rRNA PZR fiiriinii

18 uL niikleaz igermeyen distile su
2 uLTango Buffer

2 uL Alul enzimi (10U/ pL)

Karisim hafifce karistirilarak 37 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda % 2,5’ luk
agaroz jelde 100 Voltta 100 bp ladder ile birlikte 1 saat yiiriitiilmiistiir.

2.2.6. Mikroorganizmalarin Proteaz Enzimi Uretim Kapasitelerinin
Belirlenmesi
2.2.6.1. Proteaz Aktivitesinin Olciilmesi

Takami (1989)’nin kullanmis oldugu yontem modifiye edilerek kullanilmistir [123].
Bu yontemde uygun besiyerinde inkiibasyonu tamamlanan 6rnekler 5000 rpm’de 25
dakika santrifiij edilmis ve slipernatan kismi enzim kaynagi olarak kullanilmistir. 3
tekrarlt olacak sekilde 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine substrat olarak % 0,6 kazein
iceren (pH 9.0) 50 mM Glisin-NaOH tamponundan 0,5 mL alinarak daha dnceden
hazirlanmis olan 0.1 mL besiyeri iist sivisi (enzim kaynagi) eklenerek 37 °C’de 20
dakika inkiibe edilmistir. Ardindan reaksiyonu durdurmak ic¢in 0,5 mL TCA
soliisyonundan eklenip alt iist edildikten sonra 30 dakika oda sicakliginda
beklenmistir. Ardindan tiipler 12000 rpm’de 7 dakika santrifiij edilerek ortamda
kalan fazla subsrat uzaklastirilmistir.

Santrifiij sonrast 96’lik well plate’lere 3 tekrarli olarak; 25 pL siipernatan alinip
tizerine 125 pL 0,5 M NayCOs ile 25 pL 1 N Folin-ciocalteu’s phenol reaktifi
eklenmis ve 30 dakika oda sicakliginda olan karanlik ortamda bekletilmistir. Stire
sonunda well plate’ler 660 nm’ye ayarlanmis mikroplaka okuyucuda (Biotek,
PowerWave XS2) okutulmus ve sonuglar tekrarlarin ortalamalar1 alinarak
kaydedilmis, sonrasinda tirozin egrisinden aciga ¢ikan tirozin miktarlartyla enzim

tiniteleri belirlenmistir.
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2.2.6.2. Tirozin Standart Grafigi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan tirozinin ekstinksiyon katsayisinin
belirlenmesi i¢in 10 mg/mL tirozin pH 9.0 50 mM Glisin-NaOH tamponunda
¢Ozdiirlilerek stok hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 5, 10, 20, 50, 100, 150, 200
png/mL olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. Hazirlanan seyreltmelerden 3 tekrarl
olacak sekilde; 25 uL alinmis ve iizerine sirasiyla 125 plL0.5 M Na,COs ile 25 uL IN
Folin-ciocalteu’s phenol reaktifi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda karanlik
ortamda inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda her seyreltmenin 660 nm’deki optik
yogunlugu olgiilerek tekrarlarin ortalama sonuglartyla standart grafik cizilmistir.
Standart grafikteki egim, (formiildeki X degerinin katsayisi) Ekstinksiyon katsayisi

olarak alinmustir.

Bir tinite (U/mL) proteaz enzimi, 37 °C’de, dakikada 1 pg tirozinin agiga ¢ikmasi
icin gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Aktivitenin hesaplanmasi asagidaki

formiile gore yapilmistir [124].

(OD660/egim) X Toplam Hacim
Enzim Aktivitesi(U/ml) = (2.1)
Enzim Hacmi (ml) X Inkiibasyon Siiresi

2.2.6.3. Enzim Uretimi I¢in Optimum Sicaklik, pH ve Siirenin Belirlenmesi

Her mikroorganizma i¢in pH’s1 7.0, 9.0 ve 12 olan; 6 mL Enzim besiyeri ve 6 mL
Nutrient broth besiyeri tiiplerde steril edildikten sonra 0.5 Mc-Farland degerine
ayarlanmis mikroorganizma siispansiyonlar1 tliplere % 5 oraninda asilanmistir.
Besiyerleri sicakligr 17, 27, 37 ve 50 °C olan galkalamali etlivlerde 140 rpm’de 24,
48 ve 72 saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda 2.2.6.1°de belirtilen Proteaz aktivitesi

deneyi yapilarak enzim iiniteleri hesaplanmistir.
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2.2.7. Farkh Ureme Ortamlarimin Proteaz Aktivitesine EtKisi

2.2.7.1. Kullanilan Enzim Besiyeri Icerik Degisikliklerinin Aktiviteye Etkisi

Proteaz Uretimi igin Gessesse ve ark. (1997)° nin onerdigi besiyerini olusturan
organik ve inorganik bilesenlerin miktarlar1 degistirilerek enzim aktivitesine etkisi
belirlenmistir [121]. inkiibasyon siiresi sonunda enzim aktiviteleri béliim 2.2.6.1°da

aciklanan yontem kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Organik bilesiklerin enzim aktivitesine etkisi belirlenirken besiyerinde bulunan
organik bilesikler (pepton, maya ekstrati ve kazein) miktarlari; yok, 2 ve 5 kati
olacak sekilde hazirlanmistir. Kontrol olarak Gessesse ve ark.(1997)’nin 6nerdigi

besiyeri kullanilmustir.

Inorganik bilesiklerin enzim aktivitesine etkisi belirlenirken besiyerinde bulunan
inorganik bilesikler (NaCl, MgSO,, CaCl,, ve K;HPO,4) miktarlari; yok, 2 ve 5 kati
olacak sekilde hazirlanmistir. Kontrol olarak Gessesse ve ark.(1997)’nin 6nerdigi

besiyeri kullanilmistir.

2.2.7.2. Organik Bilesik Olarak Sadece Azot Kaynagi Kullamlan Besiyerlerinin
Enzim Aktivitesi

Gessesse ve ark. (1997) de kullanmis oldugu besiyerindeki inorganik bilesikler olan
NaCl, MgSO,, CaCl,, ve K;HPO,4 miktarlart ayni sekilde kullanilip, organik bilesik
olarak maliyeti diisiirmek adina sadece tek azot kaynagi eklenerek besi yeri
hazirlanmis ve mikroorganizma ekilen ortamlar uygun sartlarda inkubasyona
birakilip enzim aktiviteleri boliim 2.2.6.1’da agiklanan yontem kullanilarak

Olclilmiistiir.
Azot kaynagi olarak pepton, maya 06ziitli, et ozitii, jelatin, kazein, skimmilk, iire,

tripton ve soya unu kullanilmistir. Azot kaynaklarinin miktar1 ise 5 g/L ve 12 g/L

olacak sekilde hazirlanmistir.
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2.2.7.3. Farkh Karbon Kaynaklarinin Proteaz Aktivitesine Etkisi

Gessesse ve ark. (1997) de kullanmis oldugu besiyeri igerisine farkli karbon
kaynaklar1 eklenerek karbon kaynaklarinin enzim aktivitesine etkisi arastirilmistir.
Karbon kaynagi olarak; glukoz, nisasta, laktoz, fruktoz, sukroz ve galaktoz
kullanilmistir. Karbon kaynaklarinin miktart ise 1 g/ ve 5 g/L olacak sekilde
hazirlanmistir. Mikroorganizma ekilen besiyerleri uygun sartlarda inkubasyona
birakilip enzim aktiviteleri bolim 2.2.6.1’da agiklanan yontem kullanilarak

Olciilmiistiir.

2.2.7.4. Farkh Inorganik Azot Kaynaklarimin Proteaz Aktivitesine Etkisi

Gessesse ve ark. (1997) de kullanmis oldugu besiyeri igerisine farkli inorganik azot
tuzlar1 eklenerek inorganik azot kaynaklarinin enzim aktivitesine etkisi
arastirilmistir. Azot tuzlari olarak amonyum siilfat ((NH4),SO,), amonyum asetat
(C2H7NO,), sodyum nitrat (NaNO3) ve kalsiyum nitrat (Ca(NOs),) kullanilmistir.
Besiyeri icersine litrede 0,1 gram ve 1 gram olacak sekilde ayr1 ayr1 eklenmistir.
Mikroorganizma ekilen ortamlar uygun sartlarda inkubasyona birakilip enzim

aktiviteleri boliim 2.2.6.1°da agiklanan yontem kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

2.2.7.5. Optimize Edilmis Modifiye Besi Yerinde Enzim Aktivitesi

2.2.7.1°de ki yontemle elde edilen sonuglar dikkate alinarak modifiye besiyeri
hazirlanmistir. Besiyeri igeriklerinden aktiviteyi kontrole gore % 20 oranindan fazla
arttiranlar ayr1 ayr1 secilerek bu besiyeri olusturulmustur. Bu besiyerine
mikroorganizma asilamas1 yapilan tlipler uygun sartlarda inkiibasyona birakilip
enzim aktiviteleri enzim aktiviteleri boliim 2.2.6.1°da agiklanan yontem kullanilarak

Olclilmiistiir. Modifiye besiyeri igerigi asagida verilmistir.

48



Pepton 259

Maya 0ziitii 10 g
Kazein 109
NaCl 59
MgSO, 0,29
CaCl, 0,19
K,HPO, 19
Distile Su 1000 mL

2.2.7.6. Et-Kazein Besi Yerinde Enzim Aktivitesi

2.2.7.2’de ki yontemle elde edilen sonuglar dikkate alinarak Et-Kazein besiyeri
hazirlanmistir. Besiyeri igeriklerinden aktiviteyi kontrole gore % 20 oranindan fazla
arttiranlar ayr1 ayr1 segilerek bu besiyeri olusturulmustur. Bu besiyerine
mikroorganizma asilamasi yapilan tiipler uygun sartlarda inkiibasyona birakilip
enzim aktiviteleri boliim 2.2.6.1°da agiklanan yontem kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Et-

Kazein besiyeri igerigi asagida verlmistir.

Et Oziitii 69
Kazein 60
NaCl 59
MgSOq4 0.2g¢g
CaCl, 01g
K,HPO, 19
Distile Su 1000 mL
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2.2.8. Rekabetin Proteaz Enzimi Uzerine Etkisi

Mikroorganizmalar arasindaki rekabet sartlar1 olustugunda bu durumun proteaz
enzimi iiretimine etkisini arastirmak amaciyla, enzim besi yerine izole edilen Gram
pozitif bir izolat ile baska bir izole edilen Gram pozitif izolat ve izole edilen Gram
pozitif bir izolat ile gram negatif bir izolati rekabete sokmak amaciyla enzim besi
yerine iki izolat ekilmis ve uygun sartlardaki inkiibasyon sonrasi enzim aktiviteleri

enzim aktiviteleri boliim 2.2.6.1°da agiklanan yontem kullanilarak ol¢iilmiistiir.

2.2.9. Asillama Miktariin Aktiviteye Etkisi

Asilama (inokulum) miktarinin enzim aktivitesine etkisini arastirmak amaciyla,
enzim besiyerimize % 1, % 5, % 10 ve % 20 oraninda asilama yapilmis ve uygun
sartlarda inkiibasyona birakarak enzim aktiviteleri enzim aktiviteleri bdliim

2.2.6.1°da agiklanan yontem kullanilarak l¢iilmiistiir.

2.2.10. Baz1 Bacillus Cinsi Mikroorganizmalar ile izole Edilen izolatin Proteaz

Aktivitesinin Karsilastirilmasi

Endiistride en fazla kullanllan mikroorganzima olan Bacillus  cinsi
mikroorganizmalardan Bacillus cereus ATCC 10876 ve Bacillus subtilis ATCC 6633
enzim aktivitesi kendi izole ettifimiz mikroorganizmanin proteaz aktivitesi ile

karsilastirilmistir.

2.2.11. Proteaz Enziminin Kararhhg:

Enzim kaynagi olarak enzim besiyerinde uygun sartlarda {retilmis
mikroorganizmamizin inkubasyon sonrast 5000 rpm’de 25 dakika santifiij

edilmesiyle olusan iist s1v1 (slipernatan) enzim kaynagi olarak kullanilmis ve enzim

kararliligiin belirlenmesinde bu tist s1vi kullanilmistir.
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2.2.11.1. Enzimin Optimum Calisma Sicakliinin Saptanmasi

Elde ettigimiz enzimimizin en uygun c¢alisma sicakligini belirleyebilmek amaciyala,
17 °C, 27 °C, 37 °C (kontrol), 50 °C, 60 °C, 70°C ve 80 °C’de substrat (% 0.6’lik
kazein) - enzim (slipernatan) karistmi 20 dakika tutularak enzim aktiviteleri

Olciilmiistiir.

2.2.11.2. Enzimin Optimum Caliyma pH’sinin Saptanmasi

Proteaz enzimimizin en uygun aktivite gosterdigi pH degerini saptamak icin Besi
yeri st stvist pH’s1 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 ve 12.0 olarak ayarlanmig % 0,6 kazein
iceren 50 mM Glisin-NaOH tampunda boliim 2.2.6.1°da belirtilen proteaz

aktivitesinin Sl¢iilmesi yontemine gore yapilmistir.

2.2.11.3. Enzim Aktivitesine Metal iyonlarl, Siirfektanlar, inhibitorler,
Deterjan, Organik c¢oziiciiler, Oksidan ve Farkh Substratlarin Etkisi

2.2.11.3.1. Metal Iyonlarinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Metal iyonlarinin proteaz aktivitesine etkisini belirleyebilmek amaciyla +1 degerlikli
(LiCl, NaCl, KCI), +2 degerlikli (Co(NOg3)2, ZnSOs, Fe(NH4)2(SO4),, Sr(NOs3),,
MnSO,, Pb(NOs),, NiSOg4, SrCl,, CuCl,, MgSQO,4, ZnNOs, CaCl,, MgCly) ve +3
degerlikli (Cr(NO3)s, AlCl3 , FeCls) metal tuzlar1 kullanilmistir. Enzim aktrivitesini
belirlerken 0,1 mL enzim kaynagi ile 0,5 mL % 0,6 kazein iceren 50 mM pH 9’daki
Glisin-NaOH tamponu birlestirilerek son konsantrasyonu 2 mM ve 10 mM olacak
sekilde metal iyonu igeren tuzlar eklenmis ve 20 dk 37 °C’de inkiibe edilip boliim

2.2.6.1 de belirtilen yonteme bu sekilde devam edilerek aktivite dl¢lilmiistiir.
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2.2.11.3.2. inhibitorlerin Proteaz Aktivitesine Etkisi

Inhibitdrlerin proteaz enzim aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla serin proteaz
inhibitorii PMSF, Metalloproteaz inhibitérii EDTA, CuSO4 ve DPPH kullanilmistir.
Inhibitdrler, 0,1 mL enzim kaynagi (besi yeri iist sivis1) ile 0,5 mL % 0.6 kazein
iceren 50 mM pH 9’daki Glisin-NaOH tamponu birlestirilerek son konsantrasyonlari
2 mM ve 10 mM olacak sekilde eklenmis ve 20 dk 37 °C’de inkiibe edilip bolim

2.2.6.1 de belirtilen yonteme bu sekilde devam edilerek aktivite 6l¢tilmiistiir.

2.2.11.3.3. Organik Coziiciilerin Proteaz Aktivitesine Etkisi

Organik ¢oziiciilerin proteaz enzim aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla; Toluen,
heptan, metanol, aseton, DMSO (dimetilsiilfoksit), etanol, 2-propanol, hegzan,
asetonitril ve benzen kullanilmistir. Organik ¢oziiciiler, 0,1 mL enzim kaynag: (besi
yeri st sivist) ile 0,5 mL % 0.6 kazein igeren 50 mM pH 9°daki Glisin-NaOH
tamponu birlestirilerek son konsantrasyonlart % 10 (v/v) ve % 25 (v/v) olacak
sekilde eklenmis ve 20 dakika 37 °C’de inkiibe edilip bolim 2.2.6.1 de belirtilen

yonteme bu sekilde devam edilerek aktivite dl¢lilmiistiir.

2.2.11.3.4. Siirfektanlarin, Deterjanlarin ve Oksidanlarin Proteaz Aktivitesine
Etkisi

Siirfektanlarin, deterjanlarin ve oksidanlarin proteaz enzim aktivitesine etkisini
belirlemek amaciyla; Tween-80, Triton X-100, SDS ve H,0, kullanilmistir.
Siirfektanlar, deterjan ve oksidanlar, 0,1 mL enzim kaynag: (besi yeri st sivisi) ile
0,5 mL % 0.6 kazein iceren 50 mM pH 9°daki Glisin-NaOH tamponu birlestirilerek
son konsantrasyonlart % 1 (v/v) ve % 5 (v/v) olacak sekilde eklenmis ve 20 dakika
37 °C’de inkiibe edilip bmlim 2.2.6.1 de belirtilen yonteme bu sekilde devam

edilerek aktivite olgiilmiistiir.
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2.2.11.3.5. Farkh Substratlarin Proteaz Aktivitesine Etkisi

Farkli Substratlarin proteaz enzim aktivitesine etkisini belirlemek amaciyla substrat
olarak jelatin, bovine serum albubin (BSA), ovalbumin ve soya unu kullanilmistir.
0.1 mL enzim kaynagi(besiyeri iist sivisi) ile 0,5 mL % 0.6 farkli subsratlar1 (jelatin,
sigir serum albumini (BSA), ovalbumin ve soya unu) iceren 50 mM pH 9’daki
Glisin-NaOH tamponu birlestirilerek 20 dk 37 °C’de inkiibe edilip boliim 2.2.6.1°de
belirtilen yontem devam edilerek aktivite dl¢iilmiistiir. Kontrol olarak % 0.6 kazein

iceren 50 mM pH 9’daki Glisin-NaOH tamponundaki aktivite kullanilmistir.

2.2.12. Bradford Yontemi ile Protein miktarlarinin hesaplanmasi

Bradford Cozeltisi hazirlarken 10 mg coomassie brilliant blue G-250 5 mL % 95°lik
etil alkolde ¢ozdiiriiliip, 10 mL % 85’lik fosforik asit eklenmis ve 100 mL’ye

tamamlanmustir [125].

Daha sonra 50 uL o6rnek alinip 200 pL Bradford ¢ozeltisinden eklenip 3 dakika
beklendikten sonra 595 nm ye ayarlanmis mikroplaka okuyucuda absorbanslari

belirlenmistir.

2.2.12.1. Bradford Standart Grafigi

1 mg/mL stok sigir serum albumini (BSA) hazirlanip 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50
pg/mL, 75 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mL ve 200 pg/mL olacak sekilde
sulandirimlar yapilmistir. Bu sulandirimlardan 50 pL alinarak tizerine 200 pL
Bradford ¢ozeltisinden eklenip 3 dakika beklendikten sonra 595 nm ye ayarlanmis
mikroplaka okuyucuda absorbanslart belirlenip standart grafigi ¢izilmistir. Standart
grafikteki egim, (formiildeki X degerinin katsayisi) Ekstinksiyon katsayisi olarak

alinmastir.
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( OD595)/Egim
Protein miktar1 (pg/mL) = (2.2)
1000

2.2.13. Uretilen Proteaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi

Saflagtirma isleminde uygun sartlarda iiretilen mikroorganizmalar 5000 rpm’de 25
dakika santriflij edilmis ve iist sivi enzim kaynagi olarak kabul edilerek bu iist siviya
saflagtirma islemleri uygulanmistir. Elde edilen iist siviya saflastirma islemleri
sirasiyla;

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Diyaliz

DEAE iyon degistirici kromotografi islemleri yapilmistir.

Bu islemlere tabi tutulan enzimin protein miktarlari Bradford Yontemi ile belirlenmis
ve saflastirilan proteinlerin - molekiiler buyiikliikkleri SDS-PAGE analizi ile

saptanmustir [125].

2.2.13.1. Amonyum siilfat(NH,4),SO,4) Coktiirmesi ile Kismi Saflastirma

Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde oncelikle % 30 ve % 80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapilmistir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde gerekli olan tuz miktarlarin1 hesaplamak i¢in

asagidaki formiil kullanilmastir.

[50.6 X (S5-S1)]

100 mL siv1 igin gerekli Amonyum stilfat miktari= (2.3)
[1- (0,3 X S7)]

5000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmis ve list sivi enzim kaynagi olarak kabul
edilen st siviya % 30 ‘luk Amonyum siilfat ¢oktiirmesi igin gerekli tuz miktar

hesaplanarak +4 °C’de iist siviya yavas yavas amonyum siilfat eklenerek manyetik
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karistiricida tuzlar iyice ¢oziinene dek yavasca karigtirllmistir. Tiim tuz ¢ozdiirtiliince
karistm 11000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir. Ust sividan protein miktar1 ve
enzim aktivitesi i¢in yeterli miktarda ayrilip kalan siv1 i¢in % 80’lik amonyum stilfat

¢oOktiirmesi i¢in gerekli amonyum siilfat miktar1 formiilden hesaplanmistir.

Hesaplanan amonyum siilfat % 30’luk ¢oktiirme yapilan siviya yine + 4 °C’de,
manyetik karistiricida yavas yavas eklenerek ¢ozdirilmiis ve bir gece +4 °C‘de
bekletilmistir. % 80’lik ¢oktiirme yapilan 6rnek sonrasinda 11000 rpm’de 30 dakika
santrifiij edilmis ve iist stvidan protein miktari ve aktivite i¢in gerekli miktarda 6rnek
alinip st sivi atilmig, pelet 50 mM (pH 7.0) fosfat tamponunda en diisiik hacimde

¢Ozdlrilmiistiir.

2.2.13.2. Diyaliz ile Kismi Saflastirma

Oncelikle diyaliz membranlarmi kullanima hazir hale getirebilmek igin iiretici

firmanin (D9527 SIGMA\) belirledigi prosediirle diyaliz tiipleri hazirlanmisgtir.

Bu prosediire gore, Diyaliz membranlarinin igersinden gliseroliin uzaklastirilmasi
amaciyla Oncelikle 4 saat akan suyu ile yikanmistir. Yikama sonrasinda kiikiirtlii
bilesikleri uzaklastirmak i¢in 80 °C’de son konsantrasyonu % 0.3 (w/v) olacak
sekilde sodyum siilfit eklenmistir ve 1 dakika kaynatilmistir. 60 °C’de 2 dakika sicak
distile su ile yikandiktan sonra, son konsantrasyonu % 0.2 (v/v) olacak sekilde
stilfirik asit eklenmistir. Daha sonra sicak su ile yikanarak siilfirik asit uzaklastirilmig

ve diyaliz membranlar1 kullanima hazir hale getirilmistir.

Kullanima hazir hale gelen diyaliz membranlarina % 80’lik ¢oktlirme yapilan fosfat
tamponunda ¢ozdiiriilmiis pelet eklenerek, ayni tampona karst 120 rpm’de +4 °C’de
12 saat diyaliz islemi gergeklestirilmistir. Her 4 saatte bir diyaliz tamponu

degistirilmistir.
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2.2.13.3. DEAE iyon Degistirici Kromotografi ile Kismi Saflastirma

5 mL DEAE-Sepharose iyon degistirici kolon materyali (DCL6B100 SIGMA)
almarak tizerine 50 mL, 50 mM (pH 7.0) fosfat tamponu eklenmis ve iyice

karistirilarak kolon materyali kullanima hazir hale gelmistir.

Kromotografi kolonunu hazir hale getirmek igin kolon 250 mL 50 mM pH 7 fosfat
tamponu gecirilerek yikanmistir. Hazirlanmis DEAE-Sepharose iyon degistirici
kolon materyalinden 50 mL kolona yavasg¢a eklenip 5 kat1 (250 mL) fosfat
tamponuyla yikanmistir. Kolon dolgu materyali yerlesip dengelenince diyalizden
cikan ornek kolona yiiklenmis ve lizerine 10 mL fosfat tamponu eklenerek 1ml/dk
akis hizinda kolon kurumayacak sekilde fraksiyonlar 1,5 mL’lik tiiplere toplanmistir.
Daha sonra tuz yogunlugunu degistirerek 10 mL 10 mM NacCl iceren fosfat tamponu
eklenerek 1 mL/dk akis hizinda kolon kurumayacak sekilde fraksiyonlar 1,5 mL’lik
tiiplere toplanmistir. Tuz yogunlugu 100 mM ¢ikartilarak 10 mL 100 mM NaCl
iceren fosfat tamponu eklenerek 1 mL/dk akis hizinda kolon kurumayacak sekilde
fraksiyonlar 1,5 mL’lik tiiplere toplanmaya devam edilmistir. Son olarak 10 mL 1 M
NaCl igeren fosfat tamponu eklenerek 1 mL/dk akis hizinda 1,5 mL’lik tiiplere
toplanmistir. Her fraksiyonun protein miktarlar1 Bradford yontemi ile dl¢iilmiis ve

proteaz aktiviteleri hesaplanmistir.

2.2.14. SDS-PAGE ile Proteaz Enziminin Molekiiler Biiyiikliigiiniin

Belirlenmesi

Saflagtirilan proteaz enziminin molekiiler biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla SDS-
PAGE elektroforezi yapilmistir. Camlar distile su ile iyice yikandiktan sonra
plirlizsliz olmast i¢in % 70’lik etil alkol ile yikanmis ve hava ile kurutulmustur.
Camlarin arasina %0 % 10’luk ayirma jeli ilave edip bir saat polimerlesmesi
beklenmistir. Siire sonunda % 4’lik yiikleme jeli camlar arasinda kalan kisma
dokiliip taraklar yerlestirilmis ve 30 dakika jelin polimerlesmesi beklenmistir. Bu
arada 10 pL 4X ornek yilikleme tamponu ile 10 pL 6rnek karigtirilarak 5 dakika

kaynayan su iizerinde bekletilmistir. Yiikleme jelide polimerlestikten sonra, camlar
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elektroforez tankina yerlestirilmis ve yiiriitme tamponu eklendikten sonra taraklar
dikkatlice ¢ikarilmigtir. Ornek yiiklemeleri yapildiktan sonra 150 Voltta 1 saat

yuritilmistir.

Yirtitme sonrast Coomassie Brilliant Blue R-250 boyamasi yapilmistir. Boyama
isleminde Oncelikle proteinlerin jele tutulu kalmasi igin 1 saat tespit ¢Ozeltisinde
fiske edilmistir. Daha sonra jel fiksatif yikama ¢ozeltisi ile birka¢ kez yikandiktan
sonra 4 saat Coomassie Brilliant Blue R-250 boyasinda bekletilmistir. Siire sonunda
boyadan uzaklastirmak icin Boya giderici ¢ozelti ile boya uzaklasana kadar
beklenmis ara boya giderici soliisyon degistirilmistir. Boya uzaklastiktan sonra jel

beyaz 151k ilizerinde incelenmistir.
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3.BULGULAR

3.1. Topraktan Bakteri Izolasyonu

1 g toprak 6rneginin % 0.9 luk steril serum fizyolojik ile seri sulandirimlari yapilmis
ve her bir seyreltilmis 6rnekten 100 pL alinarak ayirt edici besiyeri olarak kullanilan
skimmilk agar besiyerine yayma ekim yapilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilan petrilerde proteaz {ireticisi mikrooorganizmalar1 segmek i¢in petride olusan
zonlar kullanilmistir. En biiyiik zon olusturan ve koloni yapilar1 farkli olan 6 tane
izolat secilip saflastirilmistir. 6 izolat; ORSK-2, ORSK-4, ORSK-5, ORSK-7,
ORSK-9 ve ORSK-11 olarak kodlanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Saflastirma sonras1 proteaz iireticisi mikroorganizmalar

3.2. izolatlarin En Uygun Ureme Sicakh@inin ve pH Degerinin Belirlenmesi

Izolatlarin en uygun iireme sicakligi ve pH degerini belirlemek i¢in Nutrient Broth
besiyerine saflastirilan izolatlar ekilmistir. En uygun {ireme sicakligin
belirleyebilmek i¢in besiyeri pH’s1 5.0, 7.0, 9.0 ve 12.0 a ayarlanarak 17 °C, 27 °C,
37 °C, 50 °C’de inkiibasyonlara birakilarak ilk ii¢ giin igerisindeki iiremeleri kontrol
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 mikroorganizmalar 600 nm ye ayarlanmis mikroplaka

okuyucuda iireme yogunluklar1 l¢tilmiistiir.
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ORSK-2 izolatinin farkli tireme kosullarindaki iireme yogunluklari Sekil 3.2°de

verilmistir.

ORSK-2 izolat1 17 °C’de sadece pH 7.0 de iireme gostermistir. 27 °C de pH 12.0
disindaki pH degerlerinde iireme gosterirken en yogun {iremeyi pH 7.0 de
gostermistir. 37 °C de pH 12.0 disinda iireme gosterirken en yogun tiremeyi pH 7.0
de gostermistir. 50 °C de pH 5.0 ve pH 12.0 iireme gostermezken en yogun iiremeyi
pH 9.0 da gostermistir. ORSK-2 izolatt pH 7.0’de tiim sicakliklarda {ireme
gosterirken optimum iireme gosterdigi ortam sartlar1 27 °C pH 7.0’de 0,638 OD
olarak bulunmustur (Sekil 3.2.).

ORSK-4 izolatinin farkli iireme kosullarindaki iireme yogunluklar1 Sekil 3.3°de

verilmigtir.

ORSK-4 izolati; 17 °C de pH 5.0 ve pH 12.0 iireme gostermezken en yogun iiremeyi
pH 9.0 da gostermistir. 27 °C de pH 5.0 de iireme gdstermezken en yoZun liremeyi
pH 9.0 da gostermistir. 37 °C de pH 5.0 de lireme gostermezken en yogun iiremeyi
pH 7.0 da gostermistir. 50 °C de hi¢bir pH’ta iireme gostermemistir. ORSK-4
izolatinin optimum iireme ortami 37 °C pH 7.0 de 0.368 OD olarak bulunmustur

(Sekil 3.3).

ORSK-5 izolatinin farkli tireme kosullarindaki tireme yogunluklari Sekil 3.4’de

verilmistir.

ORSK-5 izolati; 17 °C de sadece pH 7.0 de 2.giinde lireme gostermistir. 27 °C de pH
7.0 ve pH 9.0 da 1.giinde lireme gostermistir. Diger pH larda 3 giin i¢inde lireme
gozlenmemistir. 37 °C de pH 12.0 disinda tim pH derlerinde ilk giinde iireme
gostermistir. 50 °C de pH 5.0 ve pH 12.0 derlerinde lireme gostermezken pH 7.0 ve
pH 9.0 da iireme ilk giinde iireme gdstermistir. ORSK-5 izolatinin optimum tireme

ortam1 50 °C pH 7.0’de 0,351 OD olarak bulunmustur (Sekil 3.4).

ORSK-7 izolatinin farkli iireme kosullarindaki iireme yogunluklari Sekil 3.5°de

verilmistir.
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ORSK-7 izolati; 17 °C de pH 5.0 ve pH 12.0 degerlerinde iireme gostermezken, pH
7.0 ve pH 9.0 da iireme ilk giinde tireme gostermistir. 27 °C de pH 5.0 ve pH 12.0
degerlerinde ilireme gostermezken, pH 7.0 ve pH 9.0 da iireme ilk giinde iireme
gostermistir. 37 °C de pH 12.0 degerlerinde lireme gostermezken, diger pH
degerlerinde ilk giinde tireme gostermistir. 50 °C’de sadece pH 7.0 degerlerinde
tireme gosterirken, diger pH degerlerinde ii¢ giinde lireme gostermemistir. ORSK-7
izolatinin optimum {ireme ortami 37 °C pH 5.0’ta 0,378 OD olarak bulunmustur

(Sekil.3.5).

ORSK-9 izolatinin farkli iireme kosullarindaki iireme yogunluklar1 Sekil 3.6°de

verilmistir.

ORSK-9 izolat1; 17 °C’de pH 7.0 ve pH 9.0 degerlerinde lireme gosterirken diger
pH’larda {i¢ giinde iireme gostermemistir. 27 °C’de pH 5.0 pH 7.0 ve pH 9.0
degerlerinde ilk giinde iireme gosteritken, pH 12.0°da ikinci giinde iireme
gostermigtir. 37 °C’de pH 5.0 pH 7.0 ve pH 9.0 degerlerinde ilk giinde iireme
gosterirken, pH 12.0°da {igiincii giinde iireme gostermistir. 50 °C’de ilk ii¢ glinde
hicbir pH’ta lireme gostermemistir. ORSK-9 izolatinin optimum tireme ortami 37 °C

pH 12.0°de 0,374 OD olarak bulunmustur (Sekil 3.6).

ORSK-11 izolatinin farkli iireme kosullarindaki iireme yogunluklart Sekil 3.7°de

verilmistir.

ORSK-11 izolat1; 17 °C’de sadece pH 7.0 ve pH 9.0 degerlerinde lireme gostermistir.
27 °C’de pH 5.0, pH 7.0 ve pH 9.0 degerlerinde lireme gosterirken diger pH 12.0°da
i¢ giinde de tireme gostermemistir. 37 °C’de pH 7.0 ve pH 9.0 da birinci giinde
ireme gosterirken, pH 5.0’de ikinci glinde, pH 12.0 de {i¢iincli giinde {lireme
gostermistir. 50 °C’de ilk ti¢ glinde hicbir pH’ta lireme gostermemistir. ORSK-11
izolatinin optimum iireme ortami1 37 °C pH 5.0’ta 0,272 OD olarak bulunmustur

(Sekil 3.7).
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0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

600 nm OD

0,2

0,1

pH | pH | pH | pH pH | pH | pH | pH pH | pH | pH | pH pH | pH | pH | pH
50| 7.0 9.0 120 50| 7.0 9.0 120 50| 7.0 9.0 120 50| 7.0 9.0 120
17°C 27°C 37°C 50 °C

B1.GUN| 0 0 0 0 0 0 10,638/0,288 0 0 10,229(0,303/0,149| 0O 0 0 0,166/ O 0

m2.GUN| 0 0 0 0 0 0,206/ O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,255/ O

@3.GUN| 0 (0,114 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Sekil 3.2. ORSK-2 izolatinin en uygun tireme kosullarinin belirlenmesi
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0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

600 nm OD

0,15

0,1

0,05

=1.GUN| 0 |0,0820,211 O 0 0 10,238/0,307| O 0 0 10,368/0,199 0 0 0 0 0 0
=2 GUN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0151 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
=3.GUN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10,245 O 0 0 0 0

Sekil 3.3. ORSK-4 izolatinin en uygun tireme kosullarinin belirlenmesi
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0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

600 nm OD

0,15

0,1

0,05

17 °C 27 °C 37 °C 50 °C
=1.GUN| 0 0 0 0 0 0 0,267, 0,15| O 0 |0,251/0,073/0,095/ 0 0 0 10,3510,135 O

m2.GUN| 0 |0,113] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
=3.GUN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Sekil 3.4. ORSK-5 izolatinin en uygun iireme kosullarinin belirlenmesi
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0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

600 nm OD

0,15

0,1

0,05

=1.GUN| 0 |0,094/0,117 0 0 0 10,3340,345 O 0 1/0,378/0,277/0,192| O 0 0 0,136/ O
m2.GUN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
®3.GUN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Sekil 3.5. ORSK-7 izolatinin en uygun iireme kosullarinin belirlenmesi
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0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

600 nm OD

0,15

0,1

0,05

50| 70|90 120 50| 7090|120 50| 7090 120 50| 7.0 9.0 |120
17 °C 27 °C 37 °C 50 °C
=1.GUN| 0 |0,186/0,134 0 0 1/0,106/0,283/0,24| 0 0 1/0,321/0,314/0,226| O 0 0 0

0
=2 GUN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0,164/ O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
=3.GUN| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0374 O 0 0 0

Sekil 3.6. ORSK-9 izolatinin en uygun iireme kosullarinin belirlenmesi
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0,3

0,25 I
0,2 I
a
o)
E 015 I
o
o
©
0.1 I
0,05 I
0 e ——— &= - .- — e —
pH | pH | pH | pH pH | pH | pH | pH pH | pH | pH | pH pH | pH | pH | pH
50 | 7.0 | 9.0 [12.0 50 | 7.0 | 9.0 [12.0 50 | 7.0 | 9.0 [12.0 50 | 7.0 | 9.0 [12.0
17 °C 27 °C 37°C 50 °C
®1.GUN| 0 0,138/ 0,1 | 0 0,16 |0,225/0,255 0 0 0260194 0 | 0 | 0 | O | 0| O
m2.GUON| 0 | 0 | 0 | O 00|00 0272 0 | 0 | 0| 0| 0| 0| O0]O
“3.GUN| 0 | 0 | 0 | O 00|00 0|0 | 0110400000

Sekil 3.7. ORSK-11 izolatinin en uygun lireme kosullariin belirlenmesi
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3.3. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar

Izole edilen mikroorganizmalari biyokimyasal test sonuglari Cizelge 3.1° de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Izole edilen mikroorganizmalarin biyokimyasal test sonuglari

Ornek no/Test | Gram Spor Jelatin Nisasta Katalaz
adi Ozelligi Varhg Hidrolizi Hidrolizi Ozelligi
ORSK-2 + + + + +
ORSK -4 + + + - +
ORSK -5 + + + + +
ORSK -7 - - - - -
ORSK -9 + + + + +
ORSK -11 + + + - +
Ornek No/Test | indol Metil Red | Voges Proskauer Sitrat

Adi Testi Testi Testi Testi
ORSK -2 - - + +

ORSK -4 - - + -

ORSK -5 - - + +

ORSK -7 + - + +

ORSK -9 - + + +

ORSK -11 - + + +

(+) Pozitif sonucu, (-) negatif sonucu ifade etmektedir.
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3.4. izolatlarin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

ORSK-2 izolatinin iireme egrisi Sekil 3.8’de verilmistir.

0,9

08 —

0,7 —

06 i

05 —

0.4 /

03 /

02 A
’ /

0.1

7/

600 nm OD

0.saat | 6. saat sla%t 24.saat | 48.saat | 72.saat | 96.saat

|—600anD 0,064 | 0,517 | 0,569 | 0,742 | 0,804 | 0,775 | 0,778

Sekil 3.8. ORSK-2 izolatinin iireme egrisi

ORSK-2 izolat1 48. saatte logaritmik ilireme fazin1 tamamlayarak Oliim fazina

girmistir.

ORSK-4 izolatinin iireme egrisi Sekil 3.9°de verilmistir.

1,2
’ P
A 08
O 0,6 / \
E ' / \
c 04
o /
8 02 7
0 10
O.saat | 6. saat saét 24.saat | 48.saat | 72.saat | 96.saat
—600 nm OD| 0,072 | 0,603 | 0,701 | 0,962 | 0,689 | 0,543 | 0,51

Sekil 3.9. ORSK-4 izolatinin lireme egrisi
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ORSK-4 izolat1 24. saatte logaritmik iireme fazini1 tamamlarken sonra 6liim fazina

girmistir.

ORSK-5 izolatinin tireme egrisi Sekil 3.10°da verilmistir.

0,9
0,8 /’ _‘\
0,7 7 N
O 0,5 7 —_—
E 04
c /
o 0,3 7
3 0,2 7
0,1 7
0 10
O.saat | 6. saat saét 24 .saat | 48.saat | 72.saat | 96.saat
|—600nm OoD| 0,079 | 0,604 | 0,838 | 0,831 | 0,622 | 0,522 | 0,485

Sekil 3.10. ORSK-5 izolatinin iireme egrisi

ORSK-5 izolat1 10. saatte logaritmik tireme fazin1 10. saatte tamamlarken 24. Saatte

kadar lag fazinda kaldiktan sonra 6liim fazina girmistir.

ORSK-7 izolatinin tireme egrisi Sekil 3.11°de verilmistir.

1
0,8 //\\
a 0,6 —_
O /
g 04 /
S 02
s ° /
© 0
O.saat | 6. saat slagt 24.saat | 48.saat | 72.saat | 96.saat
—600 nm OD| 0,058 | 0,477 | 0,561 | 0,759 | 0,908 | 0,577 | 0,498

Sekil 3.11. ORSK-7 izolatinin lireme egrisi

ORSK-7 izolat1 48. saatte logaritmik iireme fazini1 tamamladiktan sonra 6liim fazina

girmistir.
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ORSK-9 izolatinin iireme egrisi Sekil 3.12°de verilmistir.

1,2
1 TN
() ! f
(@) 0,6 /
S 0,4
c J /
o 0,2 /
o
© 0
0.saat | 6. saat sla%t 24 saat | 48.saat | 72.saat | 96.saat
—600nm OD| 0,074 | 0,748 | 0,93 | 1,076 | 0,777 | 0,742 | 0,715

Sekil 3.12. ORSK-9 izolatinin {ireme egrisi

ORSK-9 izolat1 24. saatte logaritmik tireme fazin tamamlarken ardindan 6liim fazina

girmistir.

ORSK-11 izolatinin tireme egrisi Sekil 3.13’de verilmistir.

1,2

1 PpaN
g 0.8 N\
£ 06 [ AN
S /
8 0,4 /

0,2 /

0

0.saat | 6. saat sla(;t 24 .saat | 48.saat | 72.saat | 96.saat

|—600anD 0,062 | 0,74 0,81 | 1,094 | 0,542 | 0,52 | 0,501

Sekil 3.13. ORSK-11 izolatinin lireme egrisi

ORSK-11 izolat1 24. saate logaritmik lireme fazin1 tamamladiktan sonra 6liim fazina

girmistir.
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3.5. Izole Edilen Mikroorganizmalarin 16S rRNA Analizi ile Molekiiler
Tanimlanmasi

3.5.1. DNA izolasyonu

izole edilen kromozamal DNA’lar % 1’lik agaroz jel elektroforezinde 80 Voltta 1

saat yuritiilmiis gortintiileri Sekil 3.14’de gosterilmistir.

s 11N

ORSK-2
ORSK-4
ORSK-5

ORSK-7

ORSK-9

ORSK-11

Sekil 3.14. DNA’larin % 1’lik agaroz jel elektroforez goriintiileri

3.5.2. 16S rRNA Geninin Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemiyle

Cogaltilmasi

PZR isleminde 16S rRNA geninin niikleoitit dizisi belirlenerek, izole edilen
mikroorganizmalarin molekiiler tanimlanmasi yapilmistir. Gen bolgesinin Polimer
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltabilmek i¢in 27 F ve 1492 R universal primerleri

kullanilmistir.
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3.5.3. PZR Optimizasyonu

PZR bir¢ok faktorden etkilenebildigi i¢in 16S rRNA geninin sekans analizinde
kullanilacak olan PZR fiiriinlerinin en uygun sekilde ¢ogaltilabilmesi i¢cin 1 mM ila
2,33 mM arasindaki bes MgCl, konsantrasyonu ve 50-55 °C arasindaki baglanma

sicakliklart PZR optimizasyonu i¢in denenmistir.

En uygun baglanma sicakliklarindan sonra uygun MgCl; konsantrasyonlar1 belirlen
izolatlarin, bu sartlarda 16S rRNA genleri PZR ile ¢ogaltilmis ve PZR f{iriinlerinin
dogrulugu % 1’lik agaroz jel elektroforezinde 1000 baz gifti iceren markerla birlikte
80 Voltta 60 dakika yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Sekans analizi yapilana kadar
PZR ornekleri -20 °C’de saklanmustir.

3531 ORSK-2 izolatimn Baglanma Sicakhg ve Son MgCl,

Konsantrasyonlarimin Optimizasyonu

ORSK-2 izolatinin baglanma sicakligt ve son MgCl, konsantrasyonlarinin

optimizasyon sonuglart Sekil 3.15’de verilmistir.

2000bp 1000 bp 2000.bp. 1000 bp 500 bp
1500 bp . 500 bp

wooer {1 | |

s 1T |

50 °C 1mM '.
51°C
1,33mM
52 °C
1,67mM
53 °C
2mM
54 °C

oo 2,33mM

(a) (b)

Sekil 3.15. ORSK-2 izolatinin baglanma sicaklig1 ve son MgCl, konsantrasyonlari
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ORSK-2 izolatinin en uygun baglanma sicakliginin 54 °C (a), 54 °C’deki en uygun

son MgCl; konsantrasyonunun 1,33 mM (b)oldugu belirlenmistir.
35.3.2. ORSK-4 1lzolatmmn Baglanma Sicakhgi ve Son MgCl,
Konsantrasyonlarinin Optimizasyonu

ORSK-4 izolatinin baglanma sicakligt ve son MgCl, konsantrasyonlarinin

optimizasyon sonuglar sekil 3.16’da verilmistir.

2000 bp 1000 bp 2000 bp 1000 bp 500bp
1500 bp 500 bp ! 1500bp

LADDER | |
ImM
1,33mM

1,67mM

2mM

233mM

(@ (b)
Sekil 3.16. ORSK-4 izolatinin baglanma sicaklig1 ve son MgCl, konsantrasyonlari

ORSK-4 izolatinin en uygun baglanma sicakliginin 50 °C (a), 50 °C’deki en uygun
son MgCl; konsantrasyonunun 1,67 mM (b) oldugu belirlenmistir.

73



35.33. ORSK-5 1Izolatmn Baglanma Sicakhgi ve Son MgCl,

Konsantrasyonlarinin Optimizasyonu

ORSK-5 izolatinin baglanma sicakligt ve son MgCl, konsantrasyonlarinin

optimizasyon sonuglart Sekil 3.17°de verilmistir.

2000bp  1000bp  500bp 2000bp  1000bp 500 bp

ooer || | T LADDER an | ¥ |

50°C l (i

51 /€
52°C

1,67mM
53°C

1,33 mM '
|

2mM ‘I
54°C

3 233mM l

(@) (b)
Sekil 3.17. ORSK-5 izolatinin baglanma sicaklig1 ve son MgCl, konsantrasyonlari

ORSK-5 izolatinin en uygun baglanma sicakliginin 53 °C (a), 53 °C’deki en uygun

son MgCl; konsantrasyonunun 1,33 mM (b) oldugu belirlenmistir.
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35.34. ORSK-7 1Izolatmn Baglanma Sicakhgni ve Son MgCl,

Konsantrasyonlarinin Optimizasyon Sonugclar:

ORSK-7 izolatinin baglanma sicakligt ve son MgCl, konsantrasyonlarinin

optimizasyon sonuglart Sekil 3.18’de verilmistir.

2000bp  1000bp  500bp 2000 bp 1000 bp 500 bp

el T Tl YIS

30°C 1 mM

51 °C
1,33mM
52 °C

1,67 mM

53 °C
2mM
54 °C

55 °C 2,33 mM

(@) (b)
Sekil 3.18. ORSK-7 izolatinin baglanma sicakligi ve son MgCl, konsantrasyonlari

ORSK-7 izolatinin en uygun baglanma sicakliginin 54 °C (a), 54 °C’deki en uygun
son MgCl; konsantrasyonunun 1,33 mM (b) oldugu belirlenmistir
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35.35. ORSK-9 1izolatmn Baglanma Sicakhgi ve Son MgCl,

Konsantrasyonlarinin Optimizasyon Sonug¢lar:

ORSK-9 izolatinin baglanma sicakligt ve son MgCl, konsantrasyonlarinin

optimizasyon sonuglart Sekil 3.19°da verilmistir.

2000 bp 1000 bp 500 bp 2000 bp 1000 bp 500 bp
1500 bp " I 1500 bp

HJDDER Ml ‘ k1 LADDER _ |

50°C |

ImM

51°C ‘

1,33mM
52 C

1,67mM
53°C

54 9 2mM

55 °C 233mM

(@) (b)

Sekil 3.19. ORSK-9 izolatinin baglanma sicakligi ve son MgCl, konsantrasyonlari

ORSK-9 izolatinin en uygun baglanma sicakliginin 50 °C (a), 50 °C’deki en uygun
son MgCl; konsantrasyonunun 1,67 mM (b) oldugu belirlenmistir.
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35.3.6. ORSK-9 1Izolatimn Baglanma Sicakhgi ve Son MgCl,

Konsantrasyonlarinin Optimizasyon Sonuclari

ORSK-11 izolatinin baglanma sicakligt ve son MgCl, konsantrasyonlarinin

optimizasyon sonuglart Sekil 3.20°de verilmistir.

2000 bp 1000 bp 500 bp 2000 bp 1000 bp 500 bp
LADDERﬂm I 3
50 °C ’

|

1500 bp
» »

voor | |77 |

1mM ‘
51°C

- 1,33 mM '
52 €
. 1,67 mM l
53°C

51 °C 2 mM

55E 2,33 mM

(@) (b)
Sekil 3.20. ORSK-11 izolatinin baglanma sicakligi ve son MgCI2 konsantrasyonlari

ORSK-11 izolatinin en uygun baglanma sicakliginin 53 °C (a), 53 °C’deki en uygun

son MgCl; konsantrasyonunun 1,33 mM (b) oldugu belirlenmistir.
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PZR optimizasyonu sonucu belirlenen optimum baglanma sicakligt ve optimum

MgCl; konsantrasyonu Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. izolatlarin optimizasyon sonuglari

Izolat En Uygun Baglanma En Uygun Son MgCl,
Numarasi Sicakhig: Konsantrasyonu
ORSK-2 54 °C 1,33 mM
ORSK-4 50 °C 1,67 mM
ORSK-5 53°C 1,33 mM
ORSK-7 54 °C 1,33 mM
ORSK-9 50 °C 1,67 mM
ORSK-11 53°C 1,33 mM

3.5.4. izolatlarm 16S rRNA Geninin Niikleotit Dizisinin Cikartilmas: ile

Molekiiler Olarak Tanimlanmasi

PZR ile c¢ogaltilan 16S rRNA geninin sekans analizi hizmet alimi seklinde
MedSanTek sirketine yaptirilmistir. Elde edilen sekans sonuglart National Center for
Biotechnology Information (NCBI)’nin 16S rRNA veritabanindaki verilerle
eslestirilmistir. NCBI 16S rRNA veritabaninda tiim izolatlar i¢in en yakin homoloji
gosterilen 14 farkli tiir secilmis ve elde edilen sonuclarla akrabalik iligkilerini
belirlemek i¢in Molecular Evolutionary Genetics Analysis 7 (MEGA7) programi

kullanilmistir.
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https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjpuP_f-P7SAhXKC5oKHfn-DhQQFggbMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEOu39WKX3irKwSl_cuNAU9JVaHQA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjpuP_f-P7SAhXKC5oKHfn-DhQQFggbMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEOu39WKX3irKwSl_cuNAU9JVaHQA

3.5.4.1. ORSK-2 izolatinin 16S rRNA ile Molekiiler Tanimlanmasi

ORSK-2 izolatina ait 16S rRNA sekans analiz sonucu ile birlikte NCBI’nin 16S
RNA veri tabanindan elde edilen 14 farkli tiir mikroorganizmanin niikleotit dizisi
MEGAT7 programinda birbirine hizalanmistir. Hizalama sonuglarina gore istatistiksel
giivenirlilik saglanarak (1000 tekrarli bootstrap analizi) uzaklik matriksi (distance
matrix) cizilmistir (Cizelge 3.3). Uzaklik matriksi sonuglar1 kullanilarak Neighbor-
Joining metodu ile soyagaglari gizilerek evrimsel olarak yakinlik dereceleri
belirlenmistir (Sekil 3.21).

{ MRE_115063.1 Brevibacterium halotolerans
MRE_115929.1 Bacillus axarquiensis
NR_115282.1 Bacillus malacitensis

NR_112725.1 Bacillus mojavensis

NR_112116.1 Bacillus subtilis
L MNR_104919.1 Bacillus tequilensis
MNR_104873.1 Bacillus subtilis
MNR_113994.1 Bacillus vallismortis
MRE_116022.1 Bacillus amyloliquefaciens
MR_115325.1 Bacillus nematocida

NR_116240.1 Bacillus methylotrophicus

{ NR_117274.1 Bacillus siamensis
NR_112723.1 Bacillus atrophaeus
MNR_118996.1 Bacillus licheniformis

Sekil 3.21. ORSK-2 Izolatinin Neighbor-Joining metodu ile olusturulan dendogrami

ORSK-2 izolatiu hizalanmis uzaklik matriksi sonuglarina gore Bacillus mojavensis

ile en yakin akraba oldugu belirlenmistir (0,01073).
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Cizelge 3.3. ORSK-2 izolatinin uzaklik matriksi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

TURLER

ORSK-2

NR_112725.1 Bacillus mojavensis
NR_104873.1 Bacillus subtilis
NR_115063.1 Brevibacterium halotolerans
NR_115929.1 Bacillus axarquiensis
NR_112116.1 Bacillus subtilis
NR_115282.1 Bacillus malacitensis
NR_104919.1 Bacillus tequilensis
NR_113994.1 Bacillus vallismortis
NR_116022.1 Bacillus amyloliquefaciens
NR_112723.1 Bacillus atrophaeus
NR_115325.1 Bacillus nematocida
NR_116240.1 Bacillus methylotrophicus
NR_117274.1 Bacillus siamensis

NR_118996.1 Bacillus licheniformis

0,01073

0,01163

0,01163

0,01163

0,01163

0,01163

0,01344

0,01434

0,01434

0,01616

0,01616

0,01616

0,01890

0,02999

0,00089

0,00089

0,00089

0,00267

0,00089

0,00266

0,00355

0,00355

0,00534

0,00534

0,00534

0,00803

0,01891

0,00177

0,00177

0,00178

0,00177

0,00178

0,00266

0,00266

0,00445

0,00445

0,00445

0,00713

0,01800

0,00000

0,00355

0,00000

0,00178

0,00266

0,00444

0,00623

0,00623

0,00623

0,00892

0,01981

0,00355

0,00000

0,00178

0,00266

0,00444

0,00623

0,00623

0,00623

0,00892

0,01981

0,00355
0,00178
0,00445
0,00445
0,00624
0,00624
0,00445
0,00713

0,01984

0,00178

0,00266

0,00444

0,00623

0,00623

0,00623

0,00892

0,01981

0,00266

0,00445

0,00623

0,00624

0,00444

0,00713

0,01983

0,00177

0,00355

0,00356

0,00356

0,00624

0,02073

10

0,00356
0,00356
0,00178
0,00445

0,01891

11

0,00534

0,00534

0,00803

0,01708

12 13 14

0,00356
0,00624 0,00267

0,02258 0,02074 0,02350

15
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3.5.4.2. ORSK-4 izolatinin 16S rRNA ile Molekiiler Tanimlanmasi

ORSK-4 izolatina ait 16S rRNA sekans analiz sonucu ile birlikte NCBI'nin 16S
rRNA veri tabanindan elde edilen 14 farkli tiir mikroorganizmanin niikleotit dizisi
MEGAT7 programinda birbirine hizalanmistir. Hizalama sonuglarina gore istatistiksel
giivenirlilik saglanarak ( 1000 tekrarli bootstrap analizi) uzaklik matriksi (distance
matrix) ¢izilmistir (Cizelge 3.4). Uzaklik matriksi sonuglar1 kullanilarak Neighbor-
Joining metodu ile soyagaglari gizilerek evrimsel olarak yakinlik dereceleri
belirlenmistir (Sekil 3.22).

NR_025373.1 Bacillus shackletonii
_|:NR_041942.1 Bacillus acidicola
WR_118437.1 Bacillus marisflavi
MR_133704.1 Bacillus tianshenii
NR_074914.1 Bacillus cytotoxicus
MR_125530.1 Bacillus manliponensis

MR_113981.1 Bacillus pseudomycoides
NR_116644.1 Bacillus gaemokensis
NE_117414.1 Bacillus marcaorestinctum
NR_024697 1 Bacillus weihenstephanensis
_|:NR_113990.1 Bacillus mycoides
,—NR_114581.1 Bacillus thuringiensis
|—NR_121TE1.1 Bacillus toyonensis

NR_074540.1 Bacillus cereus
ORSK4

Sekil 3.22. ORSK-4 izolatinin Neighbor-Joining metodu ile olusturulan dendogrami

ORSK-4 izolatinin hizalanmig uzaklik matriksi sonuglarina gore Bacillus cereus ile
en yakin akraba oldugu belirlenmistir (0,04112).
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Cizelge 3.4. ORSK-4 izolatinin uzaklik matriksi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

TURLER

ORSK-4

NR_074540.1 Bacillus cereus
NR_114581.1 Bacillus thuringiensis
NR_121761.1 Bacillus toyonensis
NR_117414.1 Bacillus marcorestinctum
NR_113991.1 Bacillus pseudomycoides
NR_024697.1 Bacillus weihenstephanensis
NR_113990.1 Bacillus mycoides
NR_116644.1 Bacillus gaemokensis
NR_125530.1 Bacillus manliponensis
NR_074914.1 Bacillus cytotoxicus
NR_133704.1 Bacillus tianshenii
NR_041942.1 Bacillus acidicola
NR_025373.1 Bacillus shackletonii

NR_118437.1 Bacillus marisflavi

0,04112
0,04180
0,04180
0,04320
0,04397
0,04527
0,04527
0,04818
0,05305
0,05464
0,06601
0,06740
0,06804

0,06831

0,00060
0,00060
0,00180
0,00363
0,00362
0,00362
0,00729
0,01159
0,01287
0,02380
0,02506
0,02568

0,02576

0,00000
0,00120
0,00423
0,00301
0,00301
0,00668
0,01221
0,01349
0,02444
0,02570
0,02631

0,02640

0,00120
0,00423
0,00301
0,00301
0,00668
0,01221
0,01349
0,02444
0,02570
0,02631

0,02640

0,00545
0,00301
0,00301
0,00669
0,01346
0,01474
0,02447
0,02701
0,02763

0,02772

0,00729
0,00729
0,00607
0,01161
0,01037
0,02384
0,02245
0,02306

0,02314

0,00000
0,00730
0,01533
0,01662
0,02641
0,02896
0,02958

0,02968

0,00730
0,01533
0,01662
0,02641
0,02896
0,02958

0,02968

0,01664
0,01538
0,02647
0,02430
0,02492

0,02499

10

0,01347
0,02695
0,03031
0,03092

0,03233

11

0,02700
0,02186
0,02183

0,02702

12 13 14

0,03243
0,03376 0,00423

0,02776 0,01413 0,01601

15
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3.5.4.3. ORSK-5 izolatinin 16S rRNA ile Molekiiler Tanimlanmasi

ORSK-5 izolatina ait 16S rRNA sekans analiz sonucu ile birlikte NCBI’nin 16S
rRNA veri tabanindan elde edilen 14 farkli tiir mikroorganizmanin niikleotit dizisi
MEGA?7 programinda birbirine hizalanmistir. Hizalama sonuglarina gore istatistiksel
giivenirlilik saglanarak ( 1000 tekrarli bootstrap analizi) uzaklik matriksi (distance
matrix) ¢izilmistir (Cizelge 3.5). Uzaklik matriksi sonuglar1 kullanilarak Neighbor-
Joining metodu ile soyagaglari gizilerek evrimsel olarak yakinlik dereceleri
belirlenmistir (Sekil 3.23).

MNR_115929.1 Bacillus axarquiensis
{ NR_115282.1 Bacillus malacitensis
MNR_115063.1 Brevibacterium halotalerans
MNR_024693.1 Bacillus mojavensis
MNR_104919.1 Bacillus tequilensis
MNR_113994.1 Bacillus vallismortis
MNR_112723.1 Bacillus atrophaeus
NR_116022.1 Bacillus amyloliguefaciens
NR_115325.1 Bacillus nematocida
MNR_116240.1 Bacillus methylotraphicus

MNR_104873.1 Bacillus subtilis subsp. inaguosorum

MR_113993.1 Bacillus sonarensis
MNR_118996.1 Bacillus licheniformis
MNR_042338.1 Bacillus aerius
ORSK-5

Sekil 3.23. ORSK-5 Izolatinin Neighbor-Joining metodu ile olusturulan dendogrami

ORSK-5 izolatmin hizalanmig uzaklik matriksi sonuglarma goére Bacillus

licheniformis ile en yakin akraba oldugu belirlenmistir (0,01626).
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Cizelge 3.5. ORSK-4 izolatinin uzaklik matriksi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

TURLER

ORSK-5

NR_118996.1 Bacillus licheniformis
NR_113993.1 Bacillus sonorensis
NR_042338.1 Bacillus aerius
NR_024693.1 Bacillus mojavensis
NR_104873.1 Bacillus subtilis
NR_112723.1 Bacillus atrophaeus
NR_115063.1 Brevibacterium halotolerans
NR_115929.1 Bacillus axarquiensis
NR_115282.1 Bacillus malacitensis
NR_104919.1 Bacillus tequilensis
NR_113994.1 Bacillus vallismortis
NR_116022.1 Bacillus amyloliquefaciens
NR_116240.1 Bacillus methylotrophicus

NR_115325.1 Bacillus nematocida

0,01626
0,01627
0,01808
0,01928
0,01929
0,02047
0,02048
0,02048
0,02048
0,02050
0,02108
0,02109
0,02170

0,02231

0,00226
0,00170
0,01151
0,01035
0,01092
0,01151
0,01151
0,01151
0,01152
0,01209
0,01093
0,01270

0,01328

0,00398
0,01268
0,01151
0,01209
0,01268
0,01268
0,01268
0,01269
0,01326
0,01209
0,01387

0,01446

0,01329
0,01212
0,01270
0,01329
0,01329
0,01329
0,01330
0,01388
0,01270
0,01449

0,01508

0,00113
0,00283
0,00113
0,00113
0,00113
0,00226
0,00283
0,00283
0,00455

0,00397

0,00170
0,00113
0,00113
0,00113
0,00113
0,00170
0,00170
0,00341

0,00283

0,00283
0,00283
0,00283
0,00283
0,00113
0,00113
0,00284

0,00227

0,00000
0,00000
0,00113
0,00170
0,00283
0,00455

0,00397

0,00000
0,00113
0,00170
0,00283
0,00455

0,00397

10

0,00113
0,00170
0,00283
0,00455

0,00397

11

0,00170
0,00283
0,00340

0,00398

12 13 14

0,00113
0,00284 0,00170

0,00227 0,00227 0,00284

15
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3.5.4.4. ORSK-7 izolatinin 16S rRNA ile Molekiiler Tanimlanmasi

ORSK-7 izolatina ait 16S rRNA sekans analiz sonucu ile birlikte NCBI’nin 16S
rRNA veri tabanindan elde edilen 14 farkli tiir mikroorganizmanin niikleotit dizisi
MEGA7 programinda birbirine hizalanmistir. Hizalama sonuglarina gore istatistiksel
giivenirlilik saglanarak (1000 tekrarli bootstrap analizi) uzaklik matriksi (distance
matrix) ¢izilmistir (Cizelge 3.6). Uzaklik matriksi sonuglar1 kullanilarak Neighbor-
Joining metodu ile soyagaglari gizilerek evrimsel olarak yakinlik dereceleri
belirlenmistir (Sekil 3.24).

MNR_118946.1 Aeromonas eucrenophila
—|: MNR_118043.1 Aeromonas tecta
MNR_136629.1 Aeromonas aguatica
MNR_074841.1 Aeromonas hydrophila

— NR_118042.1 Aeromonas encheleia
L MNR_115351.1 Aeromonas molluscorum
— MNR_025317.1 Aeromonas popoffi
L MNR_043885.1 Aeromonas bivalvium
— MNR_116880.1 Aeromonas rivuli
L MNR_112837.1 Aeromonas sobria

MNR_104935.1 Haemophilus piscium

MNR_026089.2 Aeromonas bestiarum
—|: MNR_116935.1 Aeromonas piscicola
MNR_118547.1 Aeromonas salmonicida
ORSK-7

Sekil 3.24. ORSK-7 Izolatinin Neighbor-Joining metodu ile olusturulan dendogrami

ORSK-7 izolatinin hizalanmis uzaklik matriksi sonuglarima goére Aeromonas

salmonicida ile en yakin akraba oldugu belirlenmistir (0,02076).
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Cizelge 3.6. ORSK-7 izolatinin uzaklik matriksi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

TURLER

ORSK-7

NR_118547.1 Aeromonas salmonicida
NR_104935.1 Haemophilus piscium
NR_116935.1 Aeromonas piscicola
NR_026089.2 Aeromonas bestiarum
NR_118042.1 Aeromonas encheleia
NR_115351.1 Aeromonas molluscorum
NR_116880.1 Aeromonas rivuli_strain
NR_112837.1 Aeromonas sobria
NR_136829.1 Aeromonas aquatica
NR_118946.1 Aeromonas eucrenophila
NR_025317.1 Aeromonas popoffii
NR_043885.1 Aeromonas bivalvium
NR_118043.1 Aeromonas tecta

NR_074841.1 Aeromonas hydrophila

0,02076
0,02259
0,02259
0,02259
0,02350
0,02350
0,02444
0,02628
0,02717
0,02906
0,02907
0,03002
0,03088

0,03277

0,00178
0,00178
0,00178
0,00267
0,00267
0,00356
0,00535
0,00624
0,00804
0,00804
0,00895
0,00983

0,01164

0,00000
0,00000
0,00445
0,00445
0,00535
0,00714
0,00445
0,00984
0,00625
0,01075
0,01163

0,00984

0,00000
0,00445
0,00445
0,00535
0,00714
0,00445
0,00984
0,00625
0,01075
0,01163

0,00984

0,00445
0,00445
0,00535
0,00714
0,00445
0,00984
0,00625
0,01075
0,01163

0,00984

0,00000
0,00624
0,00804
0,00356
0,00535
0,00625
0,00715
0,00714

0,00894

0,00624
0,00804
0,00356
0,00535
0,00625
0,00715
0,00714

0,00894

0,00178
0,00983
0,01165
0,00803
0,00715
0,01344

0,01527

0,00983
0,01165
0,00983
0,00804
0,01344

0,01708

10

0,00535
0,00446
0,00805
0,00714

0,00894

11

0,00986
0,00987
0,00715

0,01074

12 13 14

0,00535
0,01165 0,01166

0,01167 0,01621 0,01617

15
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3.5.4.5. ORSK-9 izolatinin 16S rRNA ile Molekiiler Tanimlanmasi

ORSK-9 izolatina ait 16S rRNA sekans analiz sonucu ile birlikte NCBI’nin 16S
rRNA veri tabanindan elde edilen 14 farkli tiir mikroorganizmanin niikleotit dizisi
MEGAT7 programinda birbirine hizalanmistir. Hizalama sonuglarina gore istatistiksel
giivenirlilik saglanarak ( 1000 tekrarli bootstrap analizi) uzaklik matriksi (distance
matrix) ¢izilmistir (Cizelge 3.7). Uzaklik matriksi sonuglar1 kullanilarak Neighbor-
Joining metodu ile soyagaglari gizilerek evrimsel olarak yakinlik dereceleri
belirlenmistir (Sekil 3.25).

MR_121761.1 Bacillus toyonensis

MR_114581.1 Bacillus thuringiensis
{ NR_041245.1 Bacillus anthracis
MNR_074540.1 Bacillus cereus

MNR_117414 1 Bacillus marcorestinctum

— MR_024697.1 Bacillus weihenstephanensis
L MNR_113990.1 Bacillus mycoides
NR_116644.1 Bacillus gaemakensis
MNR_113991.1 Bacillus pseudomycoides

— MNR_074914 1 Bacillus cytotoxicus
L MR_125530.1 Bacillus manliponensis
MR_025511.1 Bacillus luciferensis

{ MR_041942 1 Bacillus acidicola
MR_115933.1 Bacillus coahuilensis

Sekil 3.25. ORSK-9 izolatinin Neighbor-Joining metodu ile olusturulan dendogrami

ORSK-9 izolatmin hizalanmig uzaklik matriksi sonuglarma goére Bacillus

thuringiensis ile en yakin akraba oldugu belirlenmistir (0,01596).
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Cizelge 3.7. ORSK-9 izolatinin uzaklik matriksi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

TURLER

ORSK-9

NR_114581.1 Bacillus thuringiensis
NR_121761.1 Bacillus toyonensis
NR_074540.1 Bacillus cereus
NR_041248.1 Bacillus anthracis
NR_117414.1 Bacilluscmarcorestinctum
NR_024697.1 Bacillus weihenstephanensis
NR_113990.1 Bacillus mycoides
NR_113991.1 Bacillus pseudomycoides
NR_116644.1 Bacillus gaemokensis
NR_125530.1 Bacillus manliponensis
NR_074914.1 Bacillus cytotoxicus
NR_025511.1 Bacillus luciferensis
NR_115933.1 Bacillus coahuilensis

NR_041942.1 Bacillus acidicola

0,01596
0,01596
0,01696
0,01799
0,01799
0,02101
0,02101
0,02206
0,02717
0,03641
0,03747
0,05667
0,06082

0,06200

0,00000
0,00098
0,00196
0,00196
0,00492
0,00492
0,00591
0,01088
0,01988
0,02090
0,03948
0,04561

0,04674

0,00098
0,00196
0,00196
0,00492
0,00492
0,00591
0,01088
0,01988
0,02090
0,03948
0,04561

0,04674

0,00098
0,00295
0,00590
0,00590
0,00493
0,01187
0,01888
0,01990
0,03845
0,04664

0,04777

0,00394

0,00690 0,00492
0,00690 0,00492
0,00394 0,00790
0,01288 0,01089
0,01786 0,02191
0,01888 0,02293
0,03739 0,04157
0,04557 0,04565

0,04670 0,04885

0,00000
0,01088
0,00988
0,02290
0,02595
0,04258
0,04875

0,05092

0,01088
0,00988
0,02290
0,02595
0,04258
0,04875

0,05092

0,01088
0,01789
0,01687
0,03641
0,04460

0,04573

10

0,02497
0,02394
0,04054
0,04566

0,04992

11

0,02087
0,03744
0,04877

0,05202

12 13 14

0,03955
0,05722 0,05098

0,04682 0,04661 0,04053

15
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3.5.4.6. ORSK-11 izolatinin 16S rRNA ile Molekiiler Tanimlanmasi

ORSK-11 izolatina ait 16S rRNA sekans analiz sonucu ile birlikte NCBI’nin 16S
rRNA veri tabanindan elde edilen 14 farkli tiir mikroorganizmanin niikleotit dizisi
MEGAT7 programinda birbirine hizalanmistir. Hizalama sonuglarina gore istatistiksel
giivenirlilik saglanarak ( 1000 tekrarli bootstrap analizi) uzaklik matriksi (distance
matrix) ¢izilmistir (Cizelge 3.8). Uzaklik matriksi sonuglar1 kullanilarak Neighbor-
Joining metodu ile soyagaglari gizilerek evrimsel olarak yakinlik dereceleri
belirlenmistir (Sekil 3.26).

{ DRSK-11
MR_121761.1 Bacillus toyonensis

MR_112780.1 Bacillus thuringiensis
MR_117414.1 Bacillus marcorestinctum

— MR_074540 1 Bacillus cereus

L MR_041248.1 Bacillus anthracis

— MR_113990.1 Bacillus mycoides

L MR_024697 1 Bacillus weihenstephanensis
MR_116644.1 Bacillus gaemokensis
MR_113991.1 Bacillus pseudomycoides
MR_125530.1 Bacillus manliponensis
MR_074914.1 Bacillus cytotoxicus
MR_041942 1 Bacillus acidicola

_|: MR_025511.1 Bacillus luciferensis
MR_133704.1 Bacillus tianshenii

Sekil 3.26. ORSK-11 izolatimin Neighbor-Joining metodu ile olusturulan

dendogrami1

ORSK-11 izolatinin hizalanmis uzaklik matriksi sonuglarina gore Bacillus toyonensis
ile en yakin akraba oldugu belirlenmistir (0,01391).
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Cizelge 3.8. ORSK-11 izolatinin uzaklik matriksi

10.

11.

12.

13.

14.

15.

TURLER

ORSK-11

NR_121761.1 Bacillus toyonensis
NR_112780.1 Bacillus thuringiensis
NR_074540.1 Bacillus cereus
NR_117414.1 Bacillus marcorestinctum
NR_041248.1 Bacillus anthracis
NR_113990.1 Bacillus mycoides
NR_024697.1 B. weihenstephanensis
NR_113991.1 Bacillus pseudomycoides
NR_116644.1 Bacillus gaemokensis
NR_125530.1 Bacillus manliponensis
NR_074914.1 Bacillus cytotoxicus
NR_133704.1 Bacillus tianshenii
NR_025511.1 Bacillus luciferensis

NR_041942.1 Bacillus acidicola

0,01391
0,01391
0,01491
0,01492
0,01592
0,01792
0,01792
0,02099
0,02507
0,03422
0,03736
0,05859
0,05967

0,06170

0,00000
0,00098
0,00098
0,00197
0,00394
0,00394
0,00691
0,01090
0,01988
0,02294
0,04364
0,04470

0,04775

0,00098
0,00098
0,00197
0,00394
0,00394
0,00691
0,01090
0,01988
0,02294
0,04364
0,04470

0,04775

0,00197
0,00098
0,00492
0,00492
0,00592
0,01189
0,01888
0,02193
0,04261
0,04367

0,04672

0,00295
0,00492
0,00492
0,00791
0,01190
0,02090
0,02397
0,04471
0,04577

0,04883

0,00591
0,00591
0,00493
0,01290
0,01787
0,02091
0,04154
0,04260

0,04565

0,00000
0,01089
0,01089
0,02189
0,02700
0,04572
0,04679

0,05194

0,01089
0,01089
0,02189
0,02700
0,04572
0,04679

0,05194

0,00990
0,01890
0,01788
0,04266
0,04164

0,04250

10

0,02500
0,02600
0,04686
0,04584

0,04553

11

0,02291
0,04148
0,04266

0,05094

12 13 14

0,04879
0,04373 0,03424

0,04257 0,05637 0,05327

15
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3.5.5. Mikroorganizmalarin ARDRA Yéntemi fle Birbirinden Ayrilmasi

16S sekans analizi oldukga birbirine benzeyen Bacillus cinsinde ayrim yapabilmek
icin 16S rRNA geninin restiksiyon enzimleriyle kesim ydntemi olan ARDRA

kullanilmis ve mikroorganizmalarin arasindaki farkliliklar aragtirilmigtir.

ARDRA yonteminde ii¢ tane restriksiyon enzimi (Haelll(BsuRI), Taql ve Alul)

kullanilmustir.

3.5.5.1. ORSK-2 (Bacillus mojavensis) izolatinin ARDRA Profili

100 bp g

200 bp sw——

300 bp ™

400 bp

600 bp i

1000 bp
1500 bp — e

ORSK-2 Alul Haelll Taql

Sekil 3.27. ORSK-2 (Bacillus mojavensis) izolatinin Alu I, Hae Il ve Taq |
enzimleriyle kesilmis ARDRA Profili

ORSK-2 (Bacillus mojavensis) izolatinin 16S rRNA gen bolgesinin; Alu 1
restriksiyon enzimi kesimi sonucu 460, 270, 220, 180, 170 ve 80 baz cifti
uzunlugunda 6 bant, Hae III restriksiyon enzimi kesimi sonucu 610, 470, 310 ve 120
baz ¢ifti uzunlugunda 4 bant, Taq I restriksiyon enzimi kesimi sonucu 510, 410, 390

ve 190 baz ¢ifti uzunlugunda 4 bant agiga ¢cikmustir.
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3.5.5.2. ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin ARDRA Profili

ORSK-4 Alul Haelll Taql

Sekil 3.28. ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatmin Alu I, Hae 11l ve Taq | enzimleriyle
kesilmis ARDRA Profili

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin 16S rRNA gen bolgesinin; Alu I restriksiyon
enzimi kesimi sonucu 680, 240 ve 180 baz ¢ifti uzunlugunda 3 bant, Hae III
restriksiyon enzimi kesimi sonucu 590, 480, 310 ve 120 baz cifti uzunlugunda 4
bant, Taq I restriksiyon enzimi kesimi sonucu 800, 560 ve 140 baz ¢ifti uzunlugunda

3 bant agiga ¢ikmustir.
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3.5.5.3. ORSK-5 (Bacillus licheniformis) izolatinin ARDRA Profili
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Sekil 3.29. ORSK-5 (Bacillus licheniformis) izolatinin Alu I, Hae IIl ve Taq I
enzimleriyle kesilmis ARDRA Profili

ORSK-5 (Bacillus licheniformis) izolatinin 16S rRNA gen bolgesinin; Alu I
restriksiyon enzimi kesimi sonucu 900, 280, 180 ve 150 baz ¢ifti uzunlugunda 4
bant, Hae Il restriksiyon enzimi kesimi sonucu 610, 470, 310 ve 120 baz cifti
uzunlugunda 4 bant, Taq I restriksiyon enzimi kesimi sonucu 550, 400, 360 ve 200

baz ¢ifti uzunlugunda 4 bant agiga ¢ikmistir.
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3.5.5.4. ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) izolatinin ARDRA Profili

ORSK-9 Alul Haelll Taql

Sekil 3.30. ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) izolatinin Alu 1, Hae Il ve Taq |
enzimleriyle kesilmis ARDRA Profili

ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) izolatinin 16S rRNA gen bolgesinin; Alu I
restriksiyon enzimi kesimi sonucu 680, 240 ve 180 baz ¢ifti uzunlugunda 3 bant, Hae
I11 restriksiyon enzimi kesimi sonucu 590, 480, 310 ve 120 baz cifti uzunlugunda 4
bant, Taq | restriksiyon enzimi kesimi sonucu 800, 560 ve 140 baz ¢ifti uzunlugunda

3 bant agiga ¢ikmistir.
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3.5.5.5. ORSK-11 (Bacillus toyonensis) izolatinin ARDRA Profili
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Sekil 3.31. ORSK-11 (Bacillus toyonensis) izolatimin Alu 1, Hae 11l ve Taq |
enzimleriyle kesilmis ARDRA Profili

ORSK-11 (Bacillus toyonensis) izolatinin 16S rRNA gen boélgesinin; Alu I
restriksiyon enzimi kesimi sonucu 680, 240 ve 180 baz ¢ifti uzunlugunda 3 bant, Hae
I11 restriksiyon enzimi kesimi sonucu 590, 480, 310 ve 120 baz cifti uzunlugunda 4
bant, Taq | restriksiyon enzimi kesimi sonucu 800, 560 ve 140 baz ¢ifti uzunlugunda

3 bant aciga ¢ikmuistir.
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3.5.5.6. B. cereus ATCC 10876’iin Referans ARDRA profili

B.cereus Alul Haelll Taql
ATCC
10876

Sekil 3.32. B. cereus ATCC 10876 susunun Alu I, Hae Ill ve Taq | enzimleriyle
kesilmis ARDRA Profili

B.ccereus ATCC 10876 susunun 16S rRNA gen bdlgesinin; Alu I restriksiyon
enzimi kesimi sonucu 680, 240 ve 180 baz ¢ifti uzunlugunda 3 bant, Hae III
restriksiyon enzimi kesimi sonucu 590, 480, 310 ve 120 baz ¢ifti uzunlugunda 4
bant, Taq I restriksiyon enzimi kesimi sonucu 800, 560 ve 140 baz ¢ifti uzunlugunda

3 bant aci8a ¢ikmustir.
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3.5.5.7. B. subtilis ATCC 6633’iin Referans ARDRA profili
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Sekil 3.33. B. subtilis ATCC 6633 susunun Alu I, Hae III ve Taq I enzimleriyle
kesilmis ARDRA Profili

B. subtilis ATCC 6633 susunun 16S rRNA gen bolgesinin; Alu I restriksiyon enzimi
kesimi sonucu 680, 240 ve 180 baz ¢ifti uzunlugunda 3 bant, Hae III restriksiyon
enzimi kesimi sonucu 590, 480, 310 ve 120 baz cifti uzunlugunda 4 bant, Taq I
restriksiyon enzimi kesimi sonucu 800, 560 ve 140 baz ¢ifti uzunlugunda 3 bant

aci8a cikmustir.
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3.5.5.8. izolatlarin Farkli Kesim Enzimlerle Kesim Yiiriitmeleri

3.5.5.8.1. Alu | Enzimi
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Sekil 3.34. Alu I kesim enziminin referans suslar ve tiim izolatlardaki ARDRA
Profili

Referans suslar ve 5 izolatin 16S rRNA gen bolgelerinin Alu I restriksiyon enzimiyle
kesilmesi sonucu ORSK-2 (B.mojavensis) ve ORSK-5 (B.licheniformis) izolatlarinin
B.cereus ATCC 10876 ve B.subtilis ATCC 6633 susundan farkli kesim profili
sergiledigi bulunmustur. ORSK-4 (B.cereus), ORSK-9 (B.thuringiensis) ve ORSK-

11 (B.toyonensis) izolatlari ise referans suslarla ayni kesim profilini gostermistir.
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3.5.5.8.2. Hae 1l Enzimi
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Sekil 3.35. Hae III kesim enziminin referans suslar ve tim izolatlardaki ARDRA

Profili

Referans suslar ve 5 izolatin 16S rRNA gen bolgelerinin Hae III restriksiyon
enzimiyle kesilmesi sonucu ORSK-2 (B. mojavensis) ve ORSK-5 (B.licheniformis)
izolatlarinin B.cereus ATCC 10876 ve B.subtilis ATCC 6633 susundan farkli kesim
profili sergiledigi bulunmustur. ORSK-4 (B.cereus), ORSK-9 (B.thuringiensis) ve
ORSK-11 (B.toyonensis) izolatlar1 ise referans suslarla ayni kesim profilini

gostermistir.
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3.5.5.8.3. Taq | Enzimi
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Sekil 3.36. Taq I kesim enziminin referans suslar ve tim izolatlardaki ARDRA
Profili

Referans suslar ve 5 izolatin 16S rRNA gen bolgelerinin Taq I restriksiyon enzimiyle
kesilmesi sonucu ORSK-2 (B. mojavensis) ve ORSK-5 (B.licheniformis) izolatlarinin
B.cereus ATCC 10876 ve B.subtilis ATCC 6633 susundan farkli kesim profili
sergiledigi bulunmustur. ORSK-4 (B.cereus), ORSK-9 (B.thuringiensis) ve ORSK-

11 (B.toyonensis) izolatlari ise referans suslarla ayni kesim profilini gostermistir.

3.6. Mikroorganizmalarin Proteaz Enzimi Uretim Kapasitelerinin Belirlenmesi

3.6.1. Proteaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi
Takami (1989)’nin kullanmis oldugu yontem modifiye edilerek kullanilmigtir. Bu

yontemde uygun besiyerinde inkiibasyonu tamamlanan 6rnekler 5000 rpm’de 25

dakika santrifiij edilmis ve siipernatan kismi enzim kaynagi olarak kullanilmistir.
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3.6.2. Tirozin Standart Grafigi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan tirozinin ekstinksiyon katsayisinin
belirlenmesi i¢in 10 mg/ml tirozin pH 9’luk 50 mM Glisin-NaOH tamponunda
¢Ozdiirlilerek stok hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 5, 10, 20, 50, 100, 150, 200
ng/mL olacak sekilde seyreltmeler yapilmistir. Hazirlanan seyreltmelerden 3 tekrarli
olacak sekilde; 25 puL alinmis ve lizerine sirastyla 125 pl 0.5 M Na,COg ile 25 uLIN
Folin-Ciocalteu’s Phenol reaktifi eklenerek 30 dakika oda sicakliginda karanlik
ortamda inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda her seyreltmenin 660 nm’deki optik
yogunlugu oOlciilerek tekrarlarin ortalama sonuglariyla standart grafik cizilmistir
(Sekil 3.37). Standart grafikteki egim, (formiildeki X degerinin katsayisi)

Ekstinksiyon katsayisi olarak alinmustir.

Bir {inite (U/ml) proteaz enzimi, 37 °C’de, dakikada 1 pg tirozinin agiga ¢ikmasi
icin gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Aktivitenin hesaplanmasi asagidaki

formiile gore yapilacaktir.

(OD660/egim) X Toplam Hacim
Enzim Aktivitesi(U/ml) = (3.2)
Enzim Hacmi (ml) X Inkiibasyon Siiresi

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

y =0,0016x + 0,0099
2=0,9946

660 nm OD

0 50 100 150 200 250
Tirozin Konsantrasyonu (png/ml)

Sekil 3.37. Tirozin Standart Grafigi
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3.6.3. Proteaz Enzimi Uretiminde Kullanilan Besiyeri

Proteaz enzimi tiretimi i¢in Gessese ve ark. (1997) kullandig1 besi yeri kullanilmis ve

bu besiyerindeki proteaz enzimi iiretimi ile nutrient broth besiyerindeki proteaz

enzimi iretimleri karsilagtirilmistir.

3.6.4. Optimum Enzim Uretim Sicakhginin, pH’sinin ve Giiniiniin Belirlenmesi

3.6.4.1 ORSK-2 (Bacillus mojavensis) izolatimn Optimum Enzim Uretim

Sartlarimin Belirlenmesi

ORSK-2 (Bacillus mojavensis) izolatinin enzim besiyerindeki (E.B) ve Nutrient

broth (N.B) besiyerindeki optimum proteaz enzim aktiviteleri Cizelge 3.9 ve Sekil

3.38 ‘te verilmistir.

Cizelge 3.9. ORSK-2 (Bacillus mojavensis) izolatinin optimum enzim iiretim sartlar

17 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)

pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Gin | 2.Gin | 3.Gin | | 1.Gin | 2.Giin | 3.Gin | | 1.Gin | 2.Gin | 3.Gin |
N.B Enzim
Aktivitesi 0 12,718 0 0 0 0 0 0
E.B Enzim
Aktivitesi 0 17,187 0 0 0 0 0 0
27 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2.Gin | 3.Gin | | 1.Gin | 2.Gin | 3.Giin | | 1.Giin | 2.Gin | 3.Gin |
N.B Enzim 26,468 33 30,037 24406 27,843 29,906 0 0 0
Aktivitesi
iEtE/’I‘tZe'ST 2475 42625 52593 29,968 33 50875 0 0 0
37 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2.Gin | 3.Giin | | 1.Gin | 2.Giin | 3.Giin | | 1.Giin | 2.Gin | 3.Gin |
N.B Enzim 25093 25437 250903 20,068 22,687 26,812 0 0 0
Aktivitesi
E.B Enzim
AKtivitesi 29562 53,968 43,312 24062 36,093 37,812 0 0 0
50°C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2.Gin | 3.Gin | | 1.Gin | 2.Giin | 3.Gin | | 1.Giin | 2.Giin | 3.Gin |
N.B Enzim 18562 20,625 22,343 0 25003 23375 0 0 0
Aktivitesi
E.B Enzim 37468 39,875 41,593 0 43312 45718 0 0 0
Aktivitesi
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Sekil 3.38. ORSK-2 (Bacillus mojavensis) izolatinin optimum enzim iiretim sartlari

En yiiksek enzim aktivitesi, enzim besiyerinde, 37 °C, pH 7.0 ve 2 giinliik inkiibasyon siiresinde 53,964 U/mL olarak bulunmustur.
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3.6.4.2. ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatimin Optimum Enzim Uretim Sartlarimin

Belirlenmesi

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin enzim besiyerindeki (E.B) ve Nutrient broth

besiyerindeki (N.B) optimum proteaz enzim aktiviteleri Cizelge 3.10 ve Sekil 3.39

‘te verilmistir.

Cizelge 3.10. ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin optimum enzim aktiviteleri

17 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)

pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2. Giin | 3.Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
NBENZIM 3106 20281 25003 | 14,003 26468 25781 0 0 0
Aktivitesi
EBEnzIm 0060 47437 40906 | 18218 38,843 38,843 0 0 0
Aktivitesi
27 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
N.BENZIM o) o5 25437 15125 | 34375 23031 18218 0 23718 19593
Aktivitesi
EBEnZIm . co5 36781 605 | 17,187 20218 52,593 0 2475 29218
Aktivitesi 2’ ’ ’ ’ * ! : *
37 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
NBENZIM o503 00687 2475 | 22,687 21656 29,218 0 0 17,187
Aktivitesi
EBEnzim 5,515 50187 38156 | 275 40562 36,437 0 0 22343
Aktivitesi
50°C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin | 2. Giin | 3.Giin | | 1. Gin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
N.B Enzim
Aktivitesi 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.B Enzim
Aktivitesi 0 0 0 0 0 0 0 0
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Sekil 3.39. ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin optimum enzim iiretim sartlari

En yiiksek enzim aktivitesi, enzim besiyerinde, 27 °C, pH 7.0 ve 3 giinliik inkiibasyon siiresinde 60,5 U/mL olarak bulunmustur.
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3.6.4.3. ORSK-5 (Bacillus licheniformis) izolatimn Optimum Enzim Uretim

Sartlarimin Belirlenmesi

ORSK-5 (Bacillus licheniformis) izolatinin enzim besiyerindeki (E.B) ve Nutrient

broth besiyerindeki (N.B) optimum proteaz enzim aktiviteleri Cizelge 3.11 ve Sekil

3.40°ta verilmistir.

Cizelge 3.11. ORSK-5 (Bacillus licheniformis) izolatinin optimum enzim iiretim

sartlari
17 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin |2. Giin |3. Giin | | 1. Giin |2. Giin |3. Giin | | 1. Giin |2. Giin | 3. Giin |
N.B
Enzim 0 0 15,125 | 0 0 0 0 0 0
Aktivitesi
E.B Enzim
Aktivitesi 0 19,937 | 0 0 0 0 0 0
27 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin |2. Giin |3.Giin | | 1. Giin | 2. Giin |3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
N.B
Enzim 19,937 30,593 25,781 | 24,75 28,187 25781 | 0 0 0
Aktivitesi
E.B
Enzim 17,875 35406 44,323 | 13,75 34,718 45375 | 0 0 0
Aktivitesi
37 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin |2. Giin |3. Giin | [ 1. Giin |2. Giin |3. Giin | | 1. Giin |2. Giin | 3. Giin |
N.B
Enzim 45,718 43,656 36,437 | 34,375 38,156 36,093 | 0 0 0
Aktivitesi
E.B
Enzim 29,218 40,562 39,187 | 29,562 29,218 37,468 | 0 0 0
Aktivitesi
50°C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin |2. Gin |3.Giin | | 1. Giin |2. Giin |3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
N.B
Enzim 19,25 33 37,125 | 32,312 40,218 39,531 | 0 0 0
Aktivitesi
E.B
Enzim 30,25 33 39,531 | 49,5 43,312 42,968 | 0 0 0
Aktivitesi
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Enzim Aktivitesi U/mL

B Nutrient Broth Enzim Aktivitesi B Enzim Besiyeri Enzim Aktivitesi

Sekil 3.40. ORSK-5 (Bacillus licheniformis) izolatinin optimum enzim {iretim sartlari

En yiiksek enzim aktivitesi, enzim besiyerinde, 50 °C, pH 9.0 ve 1 ginliikk inkiibasyonda 49,5 U/mL olarak bulunmustur.
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3.6.4.4. ORSK-7 (Aeromonas salmonicida) Izolatimin Optimum Enzim Uretim

Sartlarimin Belirlenmesi

ORSK-7 (Aeromonas salmonicida) izolatiin enzim besiyerindeki (E.B) ve Nutrient

broth besiyerindeki (N.B) optimum proteaz enzim aktiviteleri Cizelge 3.12 ve Sekil

3.41‘te verilmistir.

Cizelge 3.12. ORSK-7 (Aeromonas salmonicida) izolatinin optimum enzim {iretim

sartlari
17 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2. Giin | 3.Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
NBENZIm o106 27156 37125 | 18218 24406 38,843 0 0 0
Aktivitesi
E.B Enzim
S04 17,187 33,343 41,25 15,812 44,343 48,812 0 0 0
Aktivitesi
27 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2.Giin | 3.Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
NBENZIM oy 156 42068 42625 | 44343 40562 49,843 0 0 0
Aktivitesi
EBEnzim ) 20 45031 56375 | 27,843 63593 82156 0 0 0
Aktivitesi ! ' ' ' ! '
37 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
NBEnzim o, 031 35781 3025 | 33343 30937 29218 0 0 0
Aktivitesi
EBEnzim 50201 40562 38843 | 33343 37,125 39,187 0 0 0
Aktivitesi
50°C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2. Giin | 3.Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
N.BEnzim /261 24406 19,937 0 0 0 0 0 0
Aktivitesi
EBEnzim o 515 49156 38843 0 0 0 0 0 0
Aktivitesi
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Sekil 3.41. ORSK-7 (Aeromonas salmonicida) izolatinin optimum enzim iiretim sartlari

En yiiksek enzim aktivitesi, enzim besiyerinde, 27 °C, pH 9.0 ve 3 giinliik inkiibasyonda 82,156 U/mL olarak bulunmustur.
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3.6.4.5. ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) izolatimm Optimum Enzim Uretim

Sartlarimin Belirlenmesi

ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) izolatinin enzim besiyerindeki (E.B) ve Nutrient

broth besiyerindeki (N.B) optimum proteaz enzim aktiviteleri Cizelge 3.13 ve Sekil

3.42 ‘te verilmistir.

Cizelge 3.13. ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) izolatinin optimum enzim {iretim

sartlari
17 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2. Giin | 3.Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
NBENZIm 7107 24062 25781 | 15812 24,062 25003 0 0 0
Aktivitesi
EBEnzim ) a5 406 3575 | 17,187 32,312 35,062 0 0 0
Aktivitesi
27 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
NBEnZIm oo 07 975 27156 | 23718 25781 23375 0 19593 21,656
Aktivitesi
EBENZIM 0 a0 37468 46406 | 28531 42,625 51,562 0 275 25781
Aktivitesi : ’ ’ ’ ’ ’ : :
37 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
NBEnzim -, 0so 23187 23718 | 3025 23718 22 0 0 20625
Aktivitesi
EBEnzim »4 905 48812 385 33 40,906 37812 0 0 17,875
Aktivitesi
50°C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1.Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
N.B Enzim
Aktivitesi 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E.B Enzim
Aktivitesi 0 0 0 0 0 0 0 0
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Sekil 3.42. ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) izolatinin optimum enzim iiretim sartlar

En yiiksek enzim aktivitesi,
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enzim besiyerinde, 27 °C, pH 9.0 ve 3 giinliik inkiibasyonda 51,562 U/mL olarak bulunmustur.




3.6.4.6. ORSK-11 (Bacillus toyonensis) izolatimn Optimum Enzim Uretim

Sartlarimin Belirlenmesi

ORSK-11 (Bacillus toyonensis) izolatiin enzim besiyerindeki (E.B) ve Nutrient

broth besiyerindeki (N.B) optimum proteaz enzim aktiviteleri Cizelge 3.14 ve Sekil

3.43‘te verilmistir.

Cizelge 3.14. ORSK-11 (Bacillus toyonensis) izolatinin optimum enzim iiretim

sartlari
17 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin| | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
'\kﬁtsg‘é's? 1025 22 2475| 18218 19937 26125 0 0 0
i'i’tf/?tze';" 16,843 26,812 3025 | 17.875 26468 33343| 0 0 0
27 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin| 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
'\*Eﬁ'\zl?ég" 28,187 31,968 24,406| 29562 33,343 18,562 0 0 0
iﬁtii?é'sr? 20562 47,781 42,281| 31,625 5225 47,781 0 0 0
37 °C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
'\kfﬂsg‘tze's? 20218 25093 21312| 28531 23375 20625| 0 0 16,156
EA'Eﬁ'f/?é'S”i" 33 44,343 40218| 29,562 38,156 42281 0 0 24,406
50°C Enzim Aktivitesi (U/mL)
pH 7.0 pH 9.0 pH 12.0
| 1. Giin| 2. Giin | 3. Giin | | 1. Giin | 2. Giin| 3. Giin| | 1. Giin | 2. Giin | 3. Giin |
N.B Enzim
Aktivitesi O 0 0 0 0 0 0 0 0
E.B Enzim
Aktivitesi 0 0 0 0 0 0 0 0
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Enzim Aktivitesi U/mL

B Nutrient Broth Enzim Aktivitesi
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Sekil 3.43. ORSK-11 (Bacillus toyonensis) izolatinin optimum enzim iiretim sartlari

En yiiksek enzim aktivitesi, enzim besiyerinde, 27 °C, pH 9.0 ve 2 giinliik inkiibasyonda 52,25 U/mL olarak bulunmustur.
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6 izolat arasindan en yiliksek proteaz enzimi aktivitesini ORSK-7 izolat1 gostermistir.
Ancak ORSK-7 izolatinin molekiiler tanimlanma sonucu Aeromonas salmonicida
¢ikmistir. Aeromonas salmonicida patojen bir sus oldugu i¢in endiistride kullanimi
uygun degildir. Bundan dolay1r sonraki islemlere en yiiksek 2. Proteaz enzimi

aktivitesine sahip ORSK-4 izolat1 (Bacillus cereus) lizerinden devam edilmistir.

3.6.5. Farkh Ureme Ortamlarimin Proteaz Aktivitesine Etkisi
3.6.5.1. Kullamlan Enzim Besiyeri Icerik Degisikliklerinin ORSK-4 (Bacillus
cereus) Enzim Aktivitesine Etkisi

Organik enzim besiyeri igerik degisikliklerinin ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz

enzimi aktivitesine etkisi Sekil 3.44’te verilmistir.

80 78.031
270
2 %0 51,562 48,468
% 90 1 40,906 41,93741,25
£ 40 134718 34,031 34031
<30 - 25,003
£ 20 -
D 10 -
O T T T T T T T T T T T T T
N
& & ‘39/ ‘J;) ) &@ﬂb @5 "\D' "\b
OQ 0'Q ‘\.0'Q \,OQ 0’@' "6\'0 "\S,\'Q’ Q)& @® Q)&
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Sekil 3.44. Organik enzim besiyeri icerik degisikliklerinin ORSK-4 (Bacillus cereus)
enzim aktivitesine etkisi

Organik bilesiklerin degistirilmesi sonucu proteaz enzimi aktivitesini en c¢ok

yiikselten bilesik kontrole gdre 5 kat arttirilmis pepton miktaridir. Ortamda kazein

olmamasi da proteaz enzim aktivitesini en fazla diistiren etmendir.

114



Inorganik enzim besiyeri igerik degisikliklerinin ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz

enzimi aktivitesine etkisi Sekil 3.45°te verilmistir.

45 -
40,219
40 - 38,156
35,062 34,719

~ 35 131,968 31,625
£30- 27,156 28,18
825 - 21,656 22,343
= 19,25
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c
L

10 -

5 .
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N
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Sekil 3.45. Inorganik enzim besiyeri icerik degisikliklerinin ORSK-4 (Bacillus

cereus) enzim aktivitesine etkisi
Inorganik bilesiklerin degistirilmesi sonucu proteaz enzim aktivitesini en ¢ok

yiikselten bilesik kontrole gore 5 kat arttirlmis Ko,HPO4 miktaridir. Ortamda CaCl,

olmamasi da proteaz enzim aktivitesini en fazla diistiren etmendir.
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3.6.5.2. Organik Bilesik Olarak Sadece Azot Kaynad Kullanilan Besiyerinin
ORSK-4 (Bacillus cereus) Enzim Aktivitesine Etkisi

Organik bilesik olarak sadece azot kaynagi kullanilan besiyerinin ORSK-4 (Bacillus

cereus) proteaz enzimi aktivitesine etkisi Sekil 3.46’te verilmistir.
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Sekil 3.46. Sadece azot kaynagi kullanilan besiyerinin ORSK-4 (Bacillus cereus)
enzim aktivitesine etkisi

Tek basmma Azot kaynagi olacak sekilde hazirlanan besiyerinde proteaz enzimi
aktivitesi en yiiksek olan bilesik kazein 12 g/L ve et oziitii 12 g/L’dir. Ortamda

sadece iire oldugunda ise proteaz enzim aktivitesi yok denilecek kadar azdir.
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3.6.5.3. Farkh Karbon Kaynaklarinin ORSK-4 (Bacillus cereus) Enzim
Aktivitesine Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz enzimi aktivitesine
etkisi Sekil 3.47°de verilmistir.

m Enzim Aktivitesi
60 -
53,281
50 49,156 49,5 46.406
a4 42,281 44,343
1 10,562 41,593 !
E 40 38,843
3 36,437
E 2,312
=]
S 30 -
2 23,718
<
£ 20 -
N
C
w
10 -
0 .
3 — Te) — v — Te) — o — Te) — o)
= |88 2/g BB |B Bl BB |&B
MERELE 22| O|EIE O[22 22
[CANC) Z| Z 4|4 | L n|ln 3|3
g/L

Sekil 3.47. Farkli karbon kaynaklarinin ORSK-4 (Bacillus cereus) enzim aktivitesine
etkisi

Besiyeri igersine glukoz ve fruktoz eklenmesi ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz
enzimi aktivitesini belirgin sekilde diisiiriirken, besiyerine nisasta, laktoz, sukroz ve

galaktoz eklenmesi ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin proteaz enzimi aktivitesini

arttirmaktadir.
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3.6.5.4. Farkli Inorganik Azot Kaynaklarimin ORSK-4 (Bacillus cereus) Enzim
Aktivitesine Etkisi

Farkli inorganik azot kaynaklarmin ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz enzimi

aktivitesine etkisi Sekil 3.48’de verilmistir.

46,406

S b~
o N
1 1

45,031

o
o
1

44

I
N
1

43,312
42,281 42,281

I
N
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41,25
40,562 40,906

Enzim aktivitesi (U/mL)
w w A N o
0 © O - w

w
~

Kontrol

Amonyum asetat 1
Sodyum nitrat 0.1
Sodyum nitrat 1
Kalsiyum nitrat 0.1
Kalsiyum nitrat 1

Amonyum siilfat 1

Amonyum siilfat 0.1
Amonyum asetat 0.1

g/L

B Enzim Aktivitesi

Sekil 3.48. Farkli inorganik azot kaynaklarmin ORSK-4 (Bacillus cereus) enzim
aktivitesine etkisi

Farkl1 inorganik azot kaynaklarimindan amonyum asetatin ve sodyum nitratin 0,1 g/L
enzim besiyerine eklenmesi ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin proteaz enzimi
aktivetisini en fazla arttirirken; Amonyum siilfatin 0,1 g/L ve kalsiyum nitratin 1 g/L
olarak eklenmesi ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin proteaz enzimi aktivetisini

azda olsa azaltmustir.
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3.6.5.5. Optimize Edilmis Modifiye Besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus) Enzim
Aktivitesi

Optimize edilmis modifiye besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz enzimi
aktivitesi Sekil 3.49°da verilmistir.

87,656
= 100 -
E2 80 - 32,312
e 8 60 -
L S 40 -
< 20 -
[
0 . .
Enzim Besiyeri Optimize Edilmis Modifiye
Enzim Besiyeri

Sekil 3.49. Optimize edilmis modifiye besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus) enzim
aktivitesi

Optimize edilmigmis modifiye besiyerinde proteaz enzimi aktivitesi normal enzim

besiyerine gore yaklasik 3 kat daha yliksek olarak dl¢lilmiistiir.

3.6.5.6. Et-Kazein Besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus) Enzim Aktivitesi
Et-kazein besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus) enzim aktivitesi Sekil 3.50°de

verilmigtir.
3 50,187
)
—_ 60 .
23 32,312
< E
3] 5 40 -
e
N
Lﬁ 20 -
O T 1
Enzim Besiyeri Et-Kazein Besiyeri

Sekil 3.50. Et-kazein besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus) enzim aktivitesi
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Et-Kazein besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz enzimi aktivitesi normal

besiyerine gore yaklasik 2 kat daha yiiksek Sl¢iilmiistiir.

3.6.6. Rekabetin Proteaz Enzimi Uzerine Etkisi

Rekabetin proteaz enzimi iizerine etkisi Sekil 3.51°de verilmistir.

® Enzim Aktivitesi

4 53,625 51,218
£ 39,187
=) 50 32 312
= 40
2 10
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& o
N &

Sekil 3.51. Rekabetin proteaz enzimi iizerine etkisi

[zolatlarlar arasinda rekabet ortaminin yaratilmasi her iki rekabet sartinda da proteaz

enzim aktivitesini diisiirmektedir.

3.6.7. Asilama Miktarimin ORSK-4 (Bacillus cereus) Enzim Aktivitesine Etkisi

Asilama miktarinin ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz enzimi aktivitesine etkisi
Sekil 3.52°de verilmistir.

B Enzim Aktivitesi

= 41,4317 42,281

8 32,312 29,562
>~

E -

s 5 '

E2

c %1 %5 %10 %20
i

Inokulum Inokulum Inokulum Inokulum

Sekil 3.52. Asilama oraninin ORSK-4 (Bacillus cereus) enzim aktivitesine etkisi
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En yiiksek proteaz aktivitesi asilama (inokulum) oraninin % 1 oldugu sartlarda en

yiiksek bulunmustur.

3.6.8. Baz1 Bacillus Cinsi Mikroorganizmalar ile izole Edilen ORSK-4 (Bacillus

cereus)’un Proteaz Aktivitesinin Karsilastirilmasi

Baz1 Bacillus cinsi mikroorganizmalar ile izole edilen ORSK-4 (Bacillus cereus) 'un

proteaz aktivitesinin karsilagtirilmasi Sekil 3.53’te verilmistir.

mEnzim Aktivitesi

50,187 43,312 40,218

D

N b
o O O o

ORSK-4 B. cereus ATCC B. subtilis ATCC
10876 6633

Enzim aktivitesi
(U/mL)

Sekil 3.53. Bazi Bacillus cinsi mikroorganizmalar ile izole edilen ORSK-4 (Bacillus

cereus)’un proteaz aktivitesinin karsilastiriimasi

ORSK-4 izolatinin enzim aktivitesi karsilagtirilan ATCC suslarina gore daha yiiksek

aktivite gostermektedir.
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3.6.9. izole edilen ORSK-4 (Bacillus cereus)’ten Elde Edilen Proteaz Enziminin

Kararhih@

3.6.9.1. Enzimin Optimum Calisma Sicakligimin Saptanmasi

Enzimin optimum ¢alisma sicakliginin saptanmast Sekil 3.54°te verilmistir.

B Enzim aktivitesi
3 30,25
, 29 562 29,906 28,531

—~ 30 -
—El 25,093
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<
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17 °C 27 °C 37°C 50 °C 60 °C 70°C 80 °C

Sekil 3.54. Enzimin optimum ¢alisma sicakliginin saptanmasi
izole edilen ORSK-4 (Bacillus cereus)’ten elde edilen proteaz enziminin 27 °C ile 60

°C derece arasinda benzer aktivite gosterdigi ancak 70 ve 80 °C ‘de aktivitesinin

azaldig1 gézlemlenmistir.
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3.6.9.2. Enzimin Optimum Caliyma pH’sinin Saptanmasi

Enzimin optimum ¢alisma pH’sinin saptanmast Sekil 3.55’de gosterilmistir.

B Enzim Aktivitesi

mL)
w w b b
o o1 O O

N
(6]
1

41,937
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14,093
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[ERN
(6]
1

Enzim aktivitesi (U/
= 3

(6]
1

Sekil 3.55. Enzimin optimum ¢alisma pH’sinin saptanmasi
Izole edilen ORSK-4 (Bacillus cereus)’ten elde edilen proteaz enziminin pH 9.0’da
en yiiksek aktivite gosterdigi ancak pH 10.0°da ve sonrasinda aktivitesinin azaldig:

gozlemlenmistir.
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3.6.9.3. Enzim Aktivitesine Metal Iyonlar, Siirfektanlar, Inhibitorler, Deterjan,
Organik Coziiciiler, Oksidan ve Farkh Substratlarin Etkisi

+1 ve +3 degerlikli metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisi Sekil 3.56’da

verilmigtir.
® Enzim Aktivitesi
~ 5 34,031 31,968
E 30 8187 26,812 55791 26,4
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Sekil 3.56. +1 ve +3 degerlikli metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisi
Enzim Aktivitesini, LiCI’'nin 2 mM konsantrasyonu 10 mM’dn daha fazla
artttrmistir. 10 mM KCI enzim aktivitesini arttiriken AlClz ve Cr(NOs), iyonlart

enzimi inhibe etmistir.

+2 degerlikli metal iyonlarimin enzim aktivitesine etkisi Sekil 3.57°de verilmistir.
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Sekil 3.57. +2 degerlikli metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisi

MnSQ, enzim aktivetisini iki kat arttirken, Fe(NO3), CuCl, ve Pb(NO3),’nin 10 mM konsantrasyonlari enzimi inhibe etmistir.
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Inhibitérlerin enzim aktivitesine etkisi Sekil 3.58’da verilmistir.

B Enzim Aktivitesi
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Sekil 3.58. Inhibitdrlerin enzim aktivitesine etkisi

Inhibitor Inhibisyon Yiizdesi
PMSF 2 mM 12,87 %

PMSF 10 mM 33,66 %

DPPH 2 Mm 23,76 %

DPPH 10 mM 29,52 %

EDTA 2 mM 42,21 %

EDTA 10 mM 72,28 %

CuSQO4 2 mM 4,95 %

CuSO410 mM 49,50 %

Enzimin EDTA varliginda % 72.28 e varan aktivite kaybi elde edilen proteazin
Metalloproteaz oldugunu gostermektedir. Ancak PMSF varliginda da % 33’lik
inhibisyon orani serin proteaz varliginida gostermektedir. ORSK-4 (Bacillus cereus)
izolat1 hiicre digina biiyiikk oranda metalloproteaz salgilarken bunun yaninda serin
proteazda sentezlemektedir.

Organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesine etkisi Sekil 3.59’da verilmistir.
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Sekil 3.59. Organik ¢o6ziiciilerin enzim aktivitesine etkisi

Heptan, hegzan ve benzen proteaz enziminin aktivitesini arttirirken diger ¢oziicliler proteaz enziminin aktivitesini azaltmustir.
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Siirfektan, deterjan ve oksidanlarin enzim aktivitesine etkisi Sekil 3.60’da verilmistir.
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Sekil 3.60. Siirfektan, deterjan ve oksidanlarin enzim aktivitesine etkisi

Hidrojen peroksit proteaz enzim aktivitesini % 250 arttirirken Triton-X100 proteaz

enzimini % 100 oraninda inhibe etmistir.

Farkli substratlarin enzim aktivitesine etkisi Sekil 3.61°de verilmistir.
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Sekil 3.61. Farkli substratlarin enzim aktivitesine etkisi

En yliksek proteaz enzim aktivitesi kazeinin subsrat oldugu tamponda gozlenirken,

jelatinin oldugu tamponda hi¢ proteaz aktivitesi gézlenmemistir.
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3.6.10. Bradford Yontemi Ile Protein Miktarlarinin Hesaplanmasi

3.6.10.1 Bradford Standart Grafigi

Bradford standart grafigi Sekil 3.62°de verilmistir.
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Sekil 3.62. Bradford standart grafigi

3.6.11. ORSK-4 (Bacillus cereus)’ten Elde Edilen Proteaz Enziminin Kismi
Saflastirilmasi ve Protein Miktarlar:

Amonyum siilfat ¢oktlirme 6ncesi ve sonrasi; enzim aktiviteleri ile protein miktarlar
Sekil 3.63 ve Sekil 3.64’te DEAE iyon degistirici kromotografi sonrasi enzim

aktivitesi ve protein miktarlar1 Sekil 3.65°da ve Cizelge3.15’da verilmistir.
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Sekil 3.63. Amonyum siilfat ¢coktlirme dncesi ve sonrasi enzim aktiviteleri
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Baslangigta 80,781(U/mL) olan enzim aktivitesi % 80’lik amonyum siilfat ¢oktiirme
sonrast st sivida 46,75 (U/mL)’ye diismiistiir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile %
42,13 oraninda proteaz enzimi ¢oktiiriilmiistlir. Diyaliz sonrasi ise enzim aktivitesi

uzaklasan iyonlar nedeniyle 20,281 (U/mL)’ye diismiistiir.
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Sekil 3.64. Amonyum siilfat ¢oktiirme 6ncesi ve sonrasi protein miktarlar
Baslangigta 161,429 ng/mL olan protein miktar1 % 80°lik amonyum siilfat ¢oktiirme

sonrast Ust sivida 41,428 pg/mL’ye dismistiir. Proteinlerin amonyum stilfat

coktlirme sonrasi diyalizindeki protein miktar ise 463,81 pg/mL olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 3.65. DEAE Iyon degistirici kromotografi sonrasi enzim aktivitesi ve protein miktarlari
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Cizelge 3.15. DEAE Iyon degistirici kromotografi sonrasi enzim aktivitesi ve protein

miktarlart ile spesifik aktivite degerleri

Fraksiyonlar 2 6 17 24

Enzim
Aktivitesi 41,25 41,25 48,125 48,125
(U/mL)

Protein
Miktan 6,19 3,33 4,536 8,095

(ng/mL)

Spesifik
Aktivite 6.664 12.388 10.610 5.946
(U/mg)

3.6.12. SDS PAGE ile Proteaz Enziminin Molekiiler Biiyiikliigiiniin Belirlenmesi

Kromatografi sonrasi 2. ve 24. fraksiyonlara SDS PAGE yapilmustir. 2. fraksiyonda
ve 24. fraksiyonda birer bant gozlenmistir. 2. fraksiyondaki proteazin molekiiler
agirhgr 20 kDa oldugu saptanmustir. 24. fraksiyondaki proteazin ise molekiiler
agirligr 30 kDa olarak bulunmustur. SDS PAGE yiiriitme goriintiisii Sekil 3.66’da

verilmigtir.
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Sekil 3.66. DEAE Iyon degistirici kromotografi sonrasi SDS-PAGE yiiriitme

goruntiisu
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismamizda proteince zengin olan bir bolgeden alinan toprak ornegindeki
proteaz lireticisi mikroorganizmalar saflastirilarak bu mikroorganizmalarin; en uygun
lireme sartlar1 ve en uygun proteaz enzimi liretim sartlari belirlenmis, {iretilen proteaz

enzimi lizerine bir takim c¢aligmalar yapilmuistir.

Izolatlar skimmilkli besiyerinde olusturduklari zon biiyiikliiklerine gére ve koloni

morfolojisi farkliliklarina gore 6 izolat elde edilmistir.

Agasthya ve ark (2013) topraktan zon biiyiikliigline gore izole ettigi proteaz {ireticisi
mikroorganizmalari1 16S rRNA analizi ile B. thuringiensis olarak tanimlamistir [126].
Nadeem ve ark. (2007) ¢lirlimekte olan toprak drneginden izole edilen 80 bakterinin
32 tanesini Bacillus sp. olarak tanimlamiglardir [127]. Jeroen ve ark. (2004) aldiklar
toprak orneginden 42 farkl tiirde Bacillus tiirii izole etmislerdir [128]. Aslim ve ark.
(2002) yaptig1 ¢alismada 40 izolatin 27 tanesi Bacillus sp. olarak tanimlamistir [129].
izole edilen 6 mikroorganizmanin en uygun iireme sartlar1 600 nm &lgiilerek; ORSK-
2 (Bacillus mojavensis) izolatinin en uygun iireme sartlart 27 °C pH 7.0’de 0,638
olarak bulunmustur. ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin en uygun iireme sartlari 37
°C pH 7.0°de 0,368 OD olarak bulunmustur. ORSK-5 (Bacillus licheniformis)
izolatinin en uygun iireme ortami1 50 °C pH 7.0’de 0,35 OD olarak bulunmustur.
ORSK-7 (Aeromonas salmanicida) izolatinin en uygun ireme ortami 37 °C pH
5.0’de 0,378 OD olarak bulunmustur. ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) izolatinin en
uygun iireme ortami 37 °C pH 12.0’de 0,374 OD olarak bulunmustur. ORSK-11
(Bacillus toyonensis) izolatinin en uygun tireme ortami 37 °C pH 5.0’de 0,272 OD

olarak bulunmustur.

Izole edilen mikroorganizmalar1 fiziksel olarak tanimlamak amaciyla bazi
biyokimyasal testler yapilmistir. Bu biyokimyasal test sonuclarina gére izole edilen 5
mikroorganizma Gram pozitif ve sporlu yapidayken 1 mikroorganizma Gram negatif
ozelliktedir. Tiim mikroorganizmalarin Voges Proskauer testi pozitifken 5 izolatin;

jelatin hidroliz testi, katalaz testi ve sitrat testi pozitifken 1 izolatin negatiftir. 5
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izolatin indol testi negatifken 5 izolat indol pozitiftir. 3 izolat nisastayr metabolize
edebilirken 3 tanesi nisasta hidrolizi yapamamaktadir. 4 izolatin indol testleri

pozitifken 4 izolat indol negatiftir.

Uyar ve ark (2011) yaptig1 ¢alismada 16S rRNA analizi ile Bacillus cereus grubuna
ait oldugu belirlenen mikroorganizmanin gram pozitif, ¢cubuk seklinde, aerobik,
katalaz pozitif ve spor olusumunun gézlendigini belirtmistir [130]. Mody ve ark.
(2010) yapmis oldugu c¢alismada topraktan izole edilen proteaz iireticisi
mikroorganizmanin Gram pozitif; kazein, jelatin, nisasta, lipaz ve katalaz hidroliz
testlerinin pozitif oldugunu bildirmistir [131]. Nadeem ve ark. (2007) Bacillus
subtilis izolatinin biyokimyasal testlerini; kazein, jelatin, katalaz hidrolizlerini

pozitif, indol testini negatif ve Voges Proskauer testini pozitif olarak bulmustur

[127].

Izolatlarin {ireme egrileri incelendiginde ORSK-2 (Bacillus mojavensis), ve ORSK-7
(Aeromonas salmanicida) izolatlar1 48. saatte logaritmik tireme fazin1 tamamlarken,
ORSK-4 (Bacillus cereus), ORSK-9 (Bacillus thuringiensis) ve ORSK-11 (Bacillus
toyonensis) izolatlar1 logaritmik lireme fazinmi 24. saatte tamamlamistir. ORSK-5
(Bacillus licheniformis) izolat1 ise logaritmik tireme fazini1 10. saatte tamamlamustir.
27F ve 1492 R primerleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltilan16S rRNA geninin yaklasik
1500 baz ciftlik bir gen bolgesi oldugu jel elektroforezinde gosterilmistir. Chen ve
ark. (2012) ve Peter ve ark.(2001) yaptig1 ¢alismalarda bu primerler kullanilarak
cogaltilan gen bolgesinin yaklagik 1500 baz cifti igerdigini gostermislerdir [132,
133].

Izolatlarin 16S rRNA gen analizlarinde 5 mikroorganizma Bacillus cinsine aitken 1

mikroorganizma Aeromonas cinsine aittir.

Wang ve ark yaptig1 calismada mikroorganizmalarin siniflandirilmasi i¢in 16S rRNA
dizisinin karsilastirilmasii en giiglii araglardan olarak tanimlanmistir [134]. Wattiau
ve ark. (2001), B. cereus, Hansen ve ark (2001) B. thuringiensis ve Djordjevic ve
ark. (2000) Bacillus alvei gibi Bacillus tiirlerinin tanimlanmasi i¢in diziye 6zel

primerler tasarlamistir [135-137]. Heyndrickx ve ark. (1996) ve Nakamura ve
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Swezey (1983) Bacillus tiirleri arasinda yiikksek bir heterojenite oldugunu
bildirmiglerdir [138, 139]. Heyndrickx ve ark. (1996) tir ayrimi igin ARDRA
metodunu gelistimistir [138].

Bu tez c¢alismasinda izolatlarin ARDRA analizlerinde B.cereus ATCC 10876,
B.subtilis ATCC 6633, ORSK-4 (Bacillus cereus), ORSK-9 (Bacillus thuringiensis)
ve ORSK-11 (Bacillus toyonensis) izolatlarinin kesim enzimleri ile kesim profilleri
birbiri ile ayn1 ¢ikmistir. Ancak ORSK-2 (Bacillus mojavensis) ve ORSK-5 (Bacillus
licheniformis) izolatlarinin bant profilleri hem birbirinden hemde diger izolatlardan

farklidir. Bu farklilik bize sekans sonucunun dogrulugunu da gostermektedir.

16S rRNA genine dayali bir molekiiler teknik olan ARDRA’y1, De Baere ve ark.
(2002) Mycobacetrium'daki tiirlerin aytimi i¢in, Logan ve ark. (2002) Brevibacillus
tirlerinin ayrimi i¢in, Gurtler ve ark. (1991) Clostridium’daki tiirlerin ayrimi igin
cins filogenetik ve taksonomik calismalarda kullanmistir [140-142]. Daha once,
evrensel primerleri kullanan Vaerewijck ve ark. (2001) ARDRA'nin B. pumilus ve B.
subtilis'i B. licheniformis'ten ayiramadig bildirilmistir [143]. Ancak, bu ¢alismada B.
licheniformis B.subtilisten ARDRA ile ayrilabilmistir. Wu ve ark (2006) yaptigi
calismada B. cereus, B. thuringiensis ve B. anthracis ,’in Alu I ve Taq I enzimleriyle
kesildiginde bir ayrim gozlenmedigini rapor etmislerdir. B. cereus ve B.
thuringiensis, 16S rRNA dizisi temelinde ayirt edilemez ve bu nedenle de ARDRA
tahlili ile de ayirt edilemezler [144]. Ash ve ark (1991) B. cereus, B. thuringiensis ve
B. anthracis grubunun bir iiyesi olan B. mycoides ve B. cereus'la da 6-8 baz farklilig
oldugu ve ARDRA ile ayrilamayacagmi bildirmislerdir [145]. Calismamizda
B.cereus ATCC 10876 ile B.thuringiensis izolatimiz birbirinden ayrilamamustir.
ORSK-5 izolatimin (B. licheniformis) Hae IIl, Alu | ve Taq | restriksiyon
enzimleriyle kesim profilinin Cihan ve ark. (2012) B.licheniformis grubunu Hae IlI,
Alu 1 ve Taq I restriksiyon enzimleriyle kesim profilleri benzer sonuglar

gostermektedir [146].
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Calismamizda, ORSK-2 (Bacillus mojavensis) izolatinin optimum enzim iiretim
sartlari, enzim besiyerinde, 37 °C, pH 7.0 ve 2 giinliik inkiibasyon siiresinde 53,964
U/mL olarak bulunmustur. ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin optimum enzim
iiretim sartlari, enzim besiyerinde, 27 °C, pH 7.0 ve 3 giinliik inkiibasyon siiresinde
60,5 U/mL olarak bulunmustur. ORSK-5 (Bacillus licheniformis) izolatinin optimum
enzim {iretim sartlari, enzim besiyerinde 50 °C, pH 9.0 ve 1 giinliik inkiibasyonda
49,5 U/mL olarak bulunmustur. ORSK-7 (Aeromonas salmonicida) izolatinin
optimum enzim {retim sartlari, enzim besiyerinde 27 °C, pH 9.0 ve 3 giinliikk
inkiibasyonda 82,156 U/mL olarak bulunmustur. ORSK-9 (Bacillus thuringiensis)
izolatinin optimum enzim iiretim sartlari, enzim besiyerinde 27 °C, pH 9.0 ve 3
glinlik inkiibasyonda 51,562 U/mL olarak bulunmustur. ORSK-11 (Bacillus
toyonensis) izolatinin optimum enzim {iretim sartlari, enzim besiyerinde 27 °C, pH

9.0 ve 2 giinliik inkiibasyonda 52,25 U/mL olarak bulunmustur.

Beg ve ark. (2003), Mabrouk ve ark (1999), ve Chu ve ark.(1992) yaptig
calismalarda enzim tiretimi optimum 24 saatle 120 saat arasinda bulmuslardir. [79,
147, 148] Deviram ve ark. (2015) yaptig1 calismada en yiiksek enzim aktivitesini 36.
saatte elde etmislerdir [149]. Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile yaptigi
caligmada en yiiksek enzim aktivitesini 35. saatte elde etmistir [150].

Calismamizda, 6 izolat arasindan en yiiksek proteaz enzim aktivitesini ORSK-7
izolat1 gostermistir. Ancak ORSK-7 izolatinin molekiiler tanimlanma sonucu
Aeromonas salmonicida ¢ikmistir. Aeromonas salmonicida patojen bir sus oldugu
i¢in endiistride kullanim1 uygun degildir. Bundan dolay1 sonraki islemlere en ytiksek
2. enzim aktivitesine sahip ORSK-4 izolat1 (Bacillus cereus) tizerinden devam

edilmistir.

Organik bilesiklerin degistirilmesi sonucu ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz enzim
aktivitesini en ¢ok yiikselten bilesik kontrole gore 5 kat arttirilmis pepton miktaridir.
Ortamda kazein olmamasi da aktiviteyi en fazla diisliren etmendir.

Rose (1980) yaptig1 ¢alismada en yiiksek proteaz aktivitesinin litrede 100-150 gram
kompleks organik bilesik oldugunda en yiiksek olacagini bildirmistir [58].
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Inorganik bilesiklerin degistirilmesi sonucu ORSK-4 (Bacillus cereus) proteaz enzim
aktivitesini en ¢ok ylikselten bilesik kontrole gore 5 kat arttirllmis K;HPO,4
miktaridir. Ortamda CaCl, olmamasi da aktiviteyi en fazla diisiiren etmendir.

Tsuchiya ve ark. (1991) yaptig1 ¢alismada, alkalin proteaz iiretimi i¢in yiiksek
konsantrasyonda sodyum iyonlart gerekli oldugunu bildirmislerdir [73]. Birgok
calismada K;HPO, fosfat kaynagi olarak ve ortamin tamponlanmasindan sorumlu
oldugu gosterilmistir [59]. Moon ve ark. (1991) yaptigi ¢alismada, litrede 2 ¢
K>HPO,4 miktarmni proteaz {iretimi i¢in en uygun olarak bulmustur. Bununla birlikte,
bu konsantrasyonu asan miktarlar, proteaz iiretiminde bir inhibisyon

gostermistir[57].

Bu calismada tek azot kaynagi iceren besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus)
izolatinin en yiiksek proteaz enzim aktivitesi kazein (12 g/L) ve et oziiti (12 g/L)
iceren besiyerlerinde saptanmistir. Ortamda sadece iire oldugunda ise proteaz

aktivitesi yok denilecek kadar azdir.

Yapilan c¢esitli caligmalarda soya ununun proteaz iiretimi i¢in uygun bir azot kaynagi
oldugu bildirilmistir [67, 84, 151]. Deming ver ark. (1986) yaptig1 ¢alismada soya
fasulyesi yerine soya fasulyesinin bir asit hidrolizat1 kullanildiginda toplam enzim
aktivitesinde ti¢ kat artig gozlemistir [152]. Ayrica tripton (% 2) ve kazeinin (% 1-2)
de miilkemmel azot kaynaklari olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [70, 74].
Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile yaptigi c¢alismada en yiiksek enzim
aktivitesini soya ununda elde ederken en diisiik enzim aktivitesini kezeinde elde

etmistir [150].

Calismamizda besiyeri igersine glukoz ve fruktoz eklenmesi ORSK-4 (Bacillus
cereus) proteaz enzim aktivitesini belirgin sekilde diisiiriirken, besiyerine nisasta,

laktoz, sukroz ve galaktoz eklenmesi enzim aktivitesini arttirdigi saptanmistir.

Deviram ve ark. (2015) B. subtilis ile yaptig1 calismada en yiiksek enzim aktivitesini
seliiloz ve galaktoz iceren ortamda, en diisiik enzim aktivitesini ise sukroz ve nigasta
igeren ortamda bulmuslardir [149]. Ghorbel ve ark. (2005) B. pumilus ile yaptigi

caligmada tek karbon kaynagi olarak maltoz kullanildiginda en yiiksek enzim
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aktivitesini elde ederken, glukoz kullanildiginda en diisiik enzim aktivitesini elde
etmistir [153]. Cheng ve ark. (1995) Bacillus licheniformis PWD-1 ile yaptig
calismada, glukoz ve malt Oziitiiniin enzim aktivitesini ¢ok fazla diislirdiiglinii,

galaktozun ise enzim aktivitesini arttirdigini bildirmistir [151].

Calismamizda farkli inorganik azot kaynaklarmindan amonyum asetatin ve sodyum
nitratin 0.1 g/L oraninda enzim besiyerine eklenmesi ORSK-4 (Bacillus cereus)
proteaz enzim aktivetisini en fazla arttirirken; amonyum siilfatin 0.1 g/L ve kalsiyum

nitratin 1 g/L oranlarinda eklenmesi proteaz aktivitesini azda olsa azaltmustir.

Deviram ve ark. (2015) B. subtilis yaptigi ¢alismada amonyum siilfatin aktiviteyi
pepton kadar arttirdigini rapor etmistir [149]. Nehete ve ark (1986) yaptigi ¢alismada
amonyum tuzlarinin aktiviteyi diigiirmedigi belirlenmistir [154]. Sinha ve
Satyanarayana (1991) tarafindan yapilan g¢alismada amonyum siilfat ve potasyum
nitrat ilavesi ile proteaz iretiminde bir artis gozlenmistir [155]. Banerjee ve ark.
(1992) yapmis oldugu ¢alismada % 0,25 sodyum nitratin igeren besiyeri ortaminda
proteaz liretiminde artisa neden oldugu saptanmistir [156]. Phadatare ve ark. (1993)
yaptig1 calismada sodyum nitratin yerine ortamda amonyum nitrat kullanilmasi,
enzim tretimini daha da artirmustir [74]. Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile
yaptig1 calismada en yiiksek enzim aktivitesini sodyum nitrat kullanildiginda elde
ederken en diisiik enzim aktivitesini amonyum fosfat kullanilmasiyla elde edildigini

bildirmistir [150].

Calismamizda ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin optimize edilmismis modifiye
besiyerinde elde edilen proteaz enzim aktivitesi normal enzim besiyerinde elde
edilen proteaz enzim aktivitesine gore yaklasik 3 kat daha yiiksek olarak
Olglilmistiir. Et-Kazein besiyerinde ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin proteaz
enzim aktivitesi normal besiyerine gore yaklasik 2 kat daha yiiksek ol¢tilmiistiir.

Calismamizda izolatlarlar arasinda rekabet ortaminin yaratilmasi her iki rekabet

sartinda da proteaz enzim aktivitesini diisiirmektedir.
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En vyiiksek proteaz aktivitesi ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinda asilama
(inokulum) miktariin % 1 oraninda oldugu sartlarda en yiiksek bulunmustur.
Genckal ve ark. (2006) yaptig1 calismada protaez liretimi i¢in en uygun asilama
oranini % 5 olarak belirtmislerdir [157]. Kanekar ve ark (2002) Bacilluslar igin en
uygun proteaz liretim sartin1 % 2 ile % 5 olarak belirtmislerdir [158].

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatinin enzim aktivitesi karsilastiritlan ATCC suslarina

gore daha yiiksek aktivite gostermektedir.

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enziminin 27 °C ile 60 °C
arasinda benzer aktivite gosterdigi ancak 70 ve 80 °C‘de enzim aktivitesinin azaldig1

gbzlemlenmistir.

Deviram ve ark. (2015) B. subtilis ile yaptig1 calismada en yiiksek enzim aktivitesini
40 ve 50 °C elde ederken 50 °C’den 100 °C dogru enzim aktivitesinin kademeli
olarak azalttigin1 bulmuslardir [149]. Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile yaptig
calismada optimum enzim aktivitesini 40 ila 60 °C oldugunu ve enzimin 80 °C
tamamen inhibe oldugunu bildirmistir [150]. Almas ve ark. (2009) Bacillus spp. ile
yaptig1 c¢alismada elde edilen proteaz enziminin en uygun 60 °C’de aktivite
gosterdigini bildirmistir [159]. Doddapaneni ve ark. (2009) B. cereus ile yaptigi
caligmada saflastirilan proteaz enziminin en uygun calisma sicakligini 60 oldugunu

bildirmistir [160].

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enziminin pH 9.0’da en
yiiksek aktivite gosterdigi ancak pH 10.0’da ve sonrasinda aktivitesinin azaldigi

gozlemlenmistir.

Cowan ve ark. (1996) izole ettikleri proteaz enziminin optimum ¢alisma pH’sini 6 ile
9 arasinda bulmuslardir [161]. Uyar ve ark. (2011) yaptigi ¢alismada optimum
calisma pH degerini 8§ olarak bulmuslardir [130]. Deviram ve ark. (2015) B. subtilis
yaptig1 ¢alismada en ylk senzim aktivitesini pH 7.4’te oldugunu bildirmislerdir
[149]. Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile yaptig1 ¢alismada optimum enzim
aktivitesini pH 8.0 ve 9.0 arasinda oldugunu bildirmistir [150]. Almas ve ark. (2009)

Bacillus spp. ile yaptig1 ¢alismada elde edilen proteaz enziminin en uygun pH 9.0’da
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aktivite gosterdigini bildirmistir [159]. Doddapaneni ve ark. (2009) B. cereus ile
yaptig1 calismada saflastirilan proteaz enziminin en uygun g¢alisma pH’sin1 10.0
olarak gostermistir [160]. Nadeem ve ark. (2007) yaptigi c¢alismada elde edilen
proteaz enziminin maksimum pH 11.0’de aktivite gosterdigini bildirmislerdir [127].

Calismamizda ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enziminin
aktivitesini, LiCI’nin 2 mM konsantrasyonun 10 mM’ gore daha fazla arttirdigi
saptanmistir. 10 mM KCI enzim aktivitesini arttiriken AICl3 ve Cr(NQOg); iyonlar
enzimi inhibe etmistir. MnSO,4 enzim aktivetisini yaklasik iki kat arttirken, Fe(NO3),
CuCl; ve Pb(NOg3),’nin 10 mM konsantrasyonlari enzimi inhibe ettigi belirlenmistir.

Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile yaptig1 ¢calismada enzim aktivitesini en ¢ok
arttiran etmenin CaCOs, en az arttiran etmenin ise MnSO4 oldugunu bildirmigtir
[150]. Deng ve ark. (2010) yaptig1 Bacillus spp. ile yaptigi calismada Ca®*, Ba",
Mgz+, Mn?*, Ni%*, Fe**’iin enzim aktivitesini arttirirken Fe?*, Cu*"'nin enzim

aktivitesini azalttigini bildirmistir [162].

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enziminin EDTA
varliginda % 72.28 oraninda inhibe oldugu gozlenmistir. Elde edilen bu sonug,
proteazin metalloproteaz oldugunu gostermektedir. Ancak PMSF varliginda da %
33’liik inhibisyon orani serin proteaz varligin1 da géstermektedir. ORSK-4 (Bacillus
cereus) izolati hiicre disina biiyiik oranda metalloproteaz salgilarken bunun yaninda

serin proteazda sentezlemektedir.

Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile yaptigi ¢aligmada enzim aktivitesinin 5 mM
EDTA ve HgCl; ile tamamen inhibe oldugunu bildirmistir [150]. Nadeem ve ark.
(2007) yaptig1 calismada ilde edilen proteaz enzimi PMSF ile tamamen inhibe
olmustur [127]. Joo ve ark. (2003) B. clausii ile yaptig1 ¢alismada elde dilen proteaz
enziminin PMSF ile % 98 oraninda inhibe olurken, EDTA enzim aktivitesini % 2

oraninda arttirmigtir [163].
ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enziminde heptan, hegzan

ve benzen proteaz enzim aktivitesini arttirirken diger ¢oziiciiler enzim aktivitesini

azaltmustir.
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Mody ve ark. (2010) yaptig1 ¢alismada, topraktan izole edilen proteaz direticisi
mikroorganizmanin enzim aktivitesini en ¢ok toluen arttirken, enzim aktivitesini en

¢ok butanol azalttigin1 bulmuslardir [131].

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enziminin aktivitesini
hidrojen peroksit % 250 arttirirken Triton-X100 enzimi % 100 oraninda inhibe

etmistir.

Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile yaptigi ¢alismada % 5 hidrojen peroksitin
enzim aktivitesini en ¢ok arttiran oran olarak belirlemistir [150]. Mody ve ark.
(2010) yapmis oldugu calismada, topraktan izole edilen proteaz iireticisi
mikroorganizmanin enzim aktivitesini Triton X-100 azaltirken, Tween 80 arttidigini
bildirmislerdir [131]. Joo ve ark. (2003) yaptig1 ¢caligmada B. clausii 1-52'den izole
edilen alkalin proteazin, % 5 SDS ile muamele edildiginde yaklasik % 72 aktivitesini
muhafaza ederken, Kumar (2002) yaptigi calismada B. pumilus alkalin proteazinin,
% 0.1 SDS ile 1 saat boyunca muamele edildiginde % 22 oraninda aktivitesini
kaybetigini saptamistir [163, 164]. Nilegaonkar ve ark. (2007) B. cereus ile yaptigi
calismada % 1 SDS’in enzim aktivitesini neredeyse sifira indirdigini bildirmistir

[150].

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enziminin en yiiksek
enzim aktivitesi kazeinin subsrat oldugu tamponda gozlenirken, jelatinin oldugu

tamponda hig aktivite gozlenmemistir.

Adinarayana ve ark. (2003) B.subtilis ile yaptigi ¢alismada substrat olarak kazein
kullanilarak en yiiksek enzim aktivitesi elde edilirken, substrat olarak jelatin

kullanildiginda ise en diisiik enzim aktivitesini elde etmistir [165].

ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enziminin baslangicta
80,781 (U/mL) olan enzim aktivitesi % 80’lik amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasi iist
stvida 46,75 (U/mL)’ye diigmiistiir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile % 42,13
oraninda proteaz enzimi ¢Oktiiriilmiistiir. Diyaliz sonrasi ise enzim aktivitesi

uzaklagan iyonlar nedeniyle 20,281 (U/mL)’ye diismiistiir. Baslangicta 161,429
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pg/mL olan protein miktart % 80’lik amonyum stilfat ¢oktliirme sonrasi iist sivida
41,428 pg/mL’ye diismistiir. Proteinlerin amonyum siilfat ¢oktliirme sonrasi

diyalizindeki protein miktar1 ise 463,81 ug/mL olarak ol¢iilmiistiir.

Meera ve ark (2007) yaptig1 ¢alismada ham kiiltiir siiziintii 5.2 U/mg'lik bir spesifik
aktiviteye sahipken, amonyum siilfatla ¢oktiirilen fraksiyonu, 5.57 U/mg’'lik bir
spesifik aktivite gostermistir [166]. Yan ve ark (2000) yaptig1 ¢calismada bir deterjan
proteazinin, 30 kDa'lik bir molekiil agirligina ve 0.5 U / mg spesifik aktiviteye sahip
oldugunu bildirmistir [167].

Calismamizda ORSK-4 (Bacillus cereus) izolatindan elde edilen proteaz enzimine
DEAE iyon degistirici kromatografi uygulanmis ve 31 fraksiyon toplanmistir. Bu
fraksiyonlardan en yiiksek proteaz enzimi aktivitesine ile protein miktarina sahip

olan 2. ve 24. fraksiyonlara SDS PAGE yapilmistir.

SDS PAGE sonras1 2. fraksiyonda ve 24. fraksiyonda birer bant gozlenmistir. 2.
fraksiyondaki proteazin molekiiler agirligt 20 kDa oldugu saptanmistir. 24.

fraksiyondaki proteazin ise molekiiler agirligi 30 kDa olarak bulunmustur.

Meera ve ark (2007) yaptigi calismada diyalize yapilan proteaz enzimi SDS
PAGE’de 30 kDa’da tek bir bant gostermistir [166]. Nilegaonkar ve ark. (2007) B.
cereus ile yaptigi calismada non-denatire PAGE’de 45 kDa ve 36 kDa
biiytikligiinde iki proteaz gostermistir [150]. Kim ve ark. (2001) B. cereus BG1'den
izole edilen bir kalsiyuma bagimli proteazin molekiiler agirligin1 34 kDa oldugu
bildirilmistir [168]. Ghorbel ve ark. (2005) B. pumilus'dan elde edilen proteazin
yaptig1 ¢alismada 34 kDa oldugunu bildirmistir [153]. Doddapaneni ve ark. (2009) B.
cereus ile yaptigl ¢calismada saflastirilan proteaz enzimini 28 kDa olarak bulmustur
[160]. Deng ve ark. (2010) yaptigr Bacillus spp. ile yaptigi calismada proteaz
enziminin molekiiler biyiikliigii 28 kDa olarak bulunmustur [162]. Cheng ve ark.
(1995) Bacillus licheniformis PWD-1 ile yaptig1 ¢alismada referans olarak kullanilan
proteazin molekiiler blytlikligini 23,7 kDa, elde ettikleri proteazin molekiiler

biiyiikliigiinii ise 31,4 kDa olarak bildirmistir [151].

142



KAYNAKCA

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Pogson, M., G. Georgiou, and B.L. Iverson, Engineering next generation
proteases. Current Opinion in Biotechnology, 2009. 20(4): p. 390-397.
Gupta, R., et al., An overview on fermentation, downstream processing and
properties of microbial alkaline proteases. Appl Microbiol Biotechnol, 2002.
60(4): p. 381-95.

Banik, R.M. and M. Prakash, Laundry detergent compatibility of the alkaline
protease from Bacillus cereus. Microbiol Res, 2004. 159(2): p. 135-40.
Maurer, K.H., Detergent proteases. Curr Opin Biotechnol, 2004. 15(4): p.
330-4.

Kalisz, H.M., Microbial proteinases. Adv Biochem Eng Biotechnol, 1988.
36: p. 1-65.

Rao, M.B., et al., Molecular and biotechnological aspects of microbial
proteases. Microbiol Mol Biol Rev, 1998. 62(3): p. 597-635.

Godfrey, T. and S. West, Industrial enzymology. 2nd ed. 1996, New York:
Macmillan Publishers Inc.,.

Barett, A.J., Proteolytic enzymes: serine and cysteine peptidases, in Methods
Enzymology. 1994.

Hartley, B.S., Proteolytic enzymes. Annu Rev Biochem, 1960. 29: p. 45-72.
Argos, P., A sensitive procedure to compare amino acid sequences. J Mol
Biol, 1987. 193(2): p. 385-96.

Rawlings, N.D. and A.J. Barrett, Evolutionary families of peptidases.
Biochem J, 1993. 290 ( Pt 1): p. 205-18.

Menon, A.S. and A.L. Goldberg, Protein substrates activate the ATP-
dependent protease La by promoting nucleotide binding and release of bound
ADP. J Biol Chem, 1987. 262(31): p. 14929-34.

Watson, R.R., Chapter | Substrate Specificities of Aminopeptidases: A
Specific Method for Microbial Differentiation. Methods in microbiology,
1976. 9: p. 1-14.

Labbe, J.P., P. Rebeyrotte, and M. Turpin, [Demonstration of extracellular

leucine aminopeptidases (EC 3.4.1) of Aspergillus oryzae (IP 410). Study of

143



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

the leucine aminopeptidase 2 fraction]. C R Acad Sci Hebd Seances Acad Sci
D, 1974. 278(21): p. 2699-702.

Chang, P.C., et al., Extracellular metalloprotease gene of Streptomyces
cacaoi: structure, nucleotide sequence and characterization of the cloned
gene product. Gene, 1990. 88(1): p. 87-95.

Stoll, E., H.G. Weder, and H. Zuber, Aminopeptidase Il from Bacillus
stearothermophilus. Biochim Biophys Acta, 1976. 438(1): p. 213-20.
DeMarco, A.C. and A.J. Dick, Aminopeptidase | activities in several
microorganisms. Can J Biochem, 1978. 56(1): p. 66-71.

Felix, F. and N. Brouillet, [Purification and properties of 2 peptidases from
baker's yeast]. Biochim Biophys Acta, 1966. 122(1): p. 127-44.

Lu, AY., KW. Junk, and M.J. Coon, Resolution of the cytochrome P-450-
containing omega-hydroxylation system of liver microsomes into three
components. J Biol Chem, 1969. 244(13): p. 3714-21.

Boguslawski, G., J.L. Shultz, and C.O. Yehle, Purification and
characterization of an extracellular protease from Flavobacterium
arborescens. Anal Biochem, 1983. 132(1): p. 41-9.

Phadtare, S., M. Rao, and V. Deshpande, A serine alkaline protease from the
fungus Conidiobolus coronatus with a distinctly different structure than the
serine protease subtilisin Carlsberg. Arch Microbiol, 1996. 166(6): p. 414-7.
Fitzgerald, P.M., et al., Crystallographic analysis of a complex between
human immunodeficiency virus type 1 protease and acetyl-pepstatin at 2.0-A
resolution. J Biol Chem, 1990. 265(24): p. 14209-19.

Barrett, A.J., Proteolytic Enzymes: Aspartic and Metallo Peptidases, in
Methods in Enzymology. 1995, Academic Press. p. 183.

Browner, M.F., W.W. Smith, and A.L. Castelhano, Matrilysin-inhibitor
complexes: common themes among metalloproteases. Biochemistry, 1995.
34(20): p. 6602-10.

Singhal, P., V.K. Nigam, and A.S. Vidyarthi, Studies on Production,
Characterization And Applications of Microbial Alkaline Proteases.
International Journal of Advanced Biotechnology and Research, 2012. 3(3):
p. 653-669.

144



26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Ito, S., et al.,, Alkaline detergent enzymes from alkaliphiles: enzymatic
properties, genetics, and structures. Extremophiles, 1998. 2(3): p. 185-90.
Saeki, K., et al., Detergent alkaline proteases: enzymatic properties, genes,
and crystal structures. J Biosci Bioeng, 2007. 103(6): p. 501-8.

Ghafoor, A. and S. Hasnain, Characteristics of an extracellular protease
isolated from Bacillus subtilis AG-1 and its performance in relation to
detergent components. Annals of Microbiology, 2009. 59 (3): p. 559-563.
Abou-Elela, G.M., et al., Alkaline protease production by alkaliphilic marine
bacteria isolated from Marsa-Matrouh (Egypt) with special emphasis on
Bacillus cereus purified protease. African Journal of Biotechnology, 2011.
10(22): p. 4631-4642.

Bryan, P.N., Protein engineering of subtilisin. Biochim Biophys Acta, 2000.
1543(2): p. 203-222.

Saeki, K., et al., Novel oxidatively stable subtilisin-like serine proteases from
alkaliphilic Bacillus spp.: enzymatic properties, sequences, and evolutionary
relationships. Biochem Biophys Res Commun, 2000. 279(2): p. 313-9.
Giongo, J.L., et al., Keratinolytic proteases of Bacillus species isolated from
the Amazon basin showing remarkable de-hairing activity. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 2006. 23(3): p. 375-382.

Mukherjee, A.K., H. Adhikari, and S.K. Rai, Production of alkaline protease
by a thermophilic Bacillus subtilis under solid-state fermentation (SSF)
condition using Imperata cylindrica grass and potato peel as low-cost
medium: Characterizationand application of enzyme in detergent
formulation. Biochemical Engineering Journal, 2008. 39: p. 353-361.
Arunachalam, C. and K. Saritha, Protease enzyme: an eco-friendly
alternative for leather industry Indian Journal of Science and Technology
2009. 2009(Vol.2 No. 12): p. 29-32.

Yadav, S.K., et al., Oxidant and solvent stable alkaline protease from
Aspergillus flavus and its characterization. African Journal of Biotechnology,
2011. 10(43): p. 8630-8640.

Sen, S., et al., Characterization of a novel surfactant and organic solvent
stable high-alkaline protease from new Bacillus pseudofirmus SVBL.
Research Journal of Microbiology, 2011. 6(11): p. 769.

145



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

Gupta, A. and S. Khare, Enhanced production and characterization of a
solvent stable protease from solvent tolerant Pseudomonas aeruginosa PseA.
Enzyme and Microbial Technology, 2007. 42(1): p. 11-16.

Jaouadi, B., et al., The Bioengineering and Industrial Applications of
Bacterial Alkaline Proteases: the Case of SAPB and KERAB. 2011: Intech
Open Access Publisher.

Wang, N., et al., Enzyme-catalyzed regioselective synthesis of lipophilic
guaifenesin ester derivatives. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic,
2004. 27(2): p. 97-102.

Davidenko, T., Immobilization of alkaline protease on polysaccharides of
microbial origin. Pharmaceutical Chemistry Journal, 1999. 33(9): p. 487-489.
Rao, M.B., et al., Molecular and biotechnological aspects of microbial
proteases. Microbiology and molecular biology reviews, 1998. 62(3): p. 597-
635.

Simkhada, J.R., et al., A novel fibrinolytic protease from Streptomyces sp.
CS684. Process Biochemistry, 2010. 45(1): p. 88-93.

Mukherjee, A.K. and S.K. Rai, A statistical approach for the enhanced
production of alkaline protease showing fibrinolytic activity from a newly
isolated Gram-negative Bacillus sp. strain AS-S20-1. New biotechnology,
2011. 28(2): p. 182-189.

Ramnani, P., R. Singh, and R. Gupta, Keratinolytic potential of Bacillus
licheniformis RG1: structural and biochemical mechanism of feather
degradation. Canadian journal of microbiology, 2005. 51(3): p. 191-196.

Ni, H., et al., Improved keratinase production for feather degradation by
Bacillus licheniformis ZJUEL31410 in submerged -cultivation. African
Journal of Biotechnology, 2011. 10(37): p. 7236-7244.

Cortezi, M., et al., Characterization of a feather degrading by Bacillus
amyloliquefaciens protease: A new strain. World Journal of Agricultural
Sciences, 2008. 4(5): p. 648-656.

Kojima, M., et al., Isolation and characterization of a feather-degrading
enzyme from Bacillus pseudofirmus FA30-01. Extremophiles, 2006. 10(3): p.
229-235.

146



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Ali, T.H., N.H. Ali, and L.A. Mohamed, Production, purification and some
properties of extracellular keratinase from feathers-degradation by
Aspergillus oryzae NRRL-447. Journal of Applied Sciences in Environmental
Sanitation, 2011. 6(2): p. 123-136.

Sharma, M., M. Sharma, and V.M. Rao, In vitro biodegradation of keratin by
dermatophytes and some soil keratinophiles. African Journal of Biochemistry
Research, 2011. 5(1): p. 1-6.

Gupta, R. and P. Ramnani, Microbial keratinases and their prospective
applications: an overview. Applied Microbiology and Biotechnology, 2006.
70(1): p. 21.

Neklyudov, A., A. Ivankin, and A. Berdutina, Properties and uses of protein
hydrolysates (Review). Applied Biochemistry and Microbiology, 2000. 36(5):
p. 452-459,

Nakiboglu, N., D. Toscali, and G. Nisli, A novel silver recovery method from
waste photographic films with NaOH stripping. Turkish Journal of
Chemistry, 2003. 27(1): p. 127-133.

Nakiboglu, N., D. Toscali, and I. Yasa, Silver Recovery from Waste
Photographic Films by Using Enzymatic Method. Turkish Journal of
Chemistry, 2001. 25(3): p. 349-353.

Shankar, S., S. More, and R.S. Laxman, Recovery of silver from waste X-ray
film by alkaline protease from Conidiobolus coronatus. Kathmandu
university journal of science, engineering and technology, 2010. 6(1): p. 60-
69.

Ahmed, S.A., et al., Optimization, immobilization of extracellular alkaline
protease and characterization of its enzymatic properties. Research Journal
of Agriculture and Biological Sciences, 2008. 4(5): p. 434-446.

Gulrajani, M., R. Agarwal, and S. Chand, Degumming of silk with a fungal
protease. 2000.

Moon, S.H. and S.J. Parulekar, A parametric study ot protease production in
batch and fed-batch cultures of Bacillus firmus. Biotechnology and
bioengineering, 1991. 37(5): p. 467-483.

Rose, A.H., Microbial enzymes and bioconversions. 1980: Academic Press
New York.

147



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Kumar, C.G. and H. Takagi, Microbial alkaline proteases: from a
bioindustrial viewpoint. Biotechnology advances, 1999. 17(7): p. 561-594.
Aunstrup, K., Industrial production of proteolytic enzymes. Industrial aspects
of biochemistry, Part A. North Holland-American Amsterdam: Elsevier,
1974: p. 23-46.

Shah, D., et al., Isolation of Bacillus licheniformis mutants for stable
production profiles of alkaline protease. Biotechnology letters, 1986. 8(2): p.
103-106.

Ito, S., et al., Enhanced production of extracellular enzymes by mutants of
Bacillus that have acquired resistance to vancomycin and ristocetin.
Agricultural and biological chemistry, 1991. 55(9): p. 2387-2391.

Aunstrup, K., et al., Proteases from alkalophilic Bacillus species. Ferment
Technol Today, 1972. 4: p. 299-305.

Zamost, B.L., et al., Production and characterization of a thermostable
protease  produced by an  asporogenous mutant  ofBacillus
stearothermophilus. Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology,
1990. 5(5): p. 303-312.

George, S., et al., Production of protease by Bacillus amyloliquefaciens in
solid-state fermentation and its application in the unhairing of hides and
skins. Process Biochemistry, 1995. 30(5): p. 457-462.

Kole, M., I. Draper, and D.F. Gerson, Production of protease by Bacillus
subtilis using simultaneous control of glucose and ammonium concentrations.
Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 1988. 41(3): p. 197-206.
Sen, S. and T. Satyanarayana, Optimization of alkaline protease production
by thermophilic Bacillus licheniformis S-40. Indian Journal of Microbiology,
1993. 33: p. 43-43.

Giesecke, U.E., et al., Production of alkaline protease with Bacillus
licheniformis in a controlled fed-batch process. Applied microbiology and
biotechnology, 1991. 35(6): p. 720-724.

Frankena, J., et al., Effect of different limitations in chemostat cultures on
growth and production of exocellular protease byBacillus licheniformis.
Applied microbiology and biotechnology, 1986. 24(2): p. 106-112.

148



70.

71.

72.

e,

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Ong, P.S. and G.M. Gaucher, Production, purification and characterization
of thermomycolase, the extracellular serine protease of the thermophilic
fungus Malbranchea pulchella var. sulfurea. Canadian journal of
microbiology, 1976. 22(2): p. 165-176.

Ikura, Y. and K. Horikoshi, Effect of amino compounds on alkaline amylase
production by alkalophilic Bacillus sp. Journal of fermentation technology,
1987. 65(6): p. 707-709.

Malathi, S. and R. Chakraborty, Production of alkaline protease by a new
Aspergillus flavus isolate under solid-substrate fermentation conditions for
use as a depilation agent. Applied and Environmental Microbiology, 1991.
57(3): p. 712-716.

Tsuchiya, K., et al., Production of thermostable alkaline protease by
alkalophilic Thermoactinomyces sp. HS682. Agricultural and biological
chemistry, 1991. 55(12): p. 3125-3127.

Phadatare, S.U., V.V. Deshpande, and M.C. Srinivasan, High activity alkaline
protease from Conidiobolus coronatus (NCL 86.8. 20): enzyme production
and compatibility with commercial detergents. Enzyme and microbial
technology, 1993. 15(1): p. 72-76.

Donaghy, J. and A. McKay, Production and properties of an alkaline
protease by Aureobasidium pullulans. Journal of Applied Microbiology,
1993. 74(6): p. 662-666.

McKay, A., Production of an alkaline protease by Fusarium graminearum
grown on whey. Milchwissenschaft (Germany, FR), 1992.

Gusek, T.W., D.B. Wilson, and J.E. Kinsella, Influence of carbon source on
production of a heat stable protease from Thermomonospora fusca YX.
Applied microbiology and biotechnology, 1988. 28(1): p. 80-84.

Chaloupka, J., Temperature as a factor regulating the synthesis of microbial
enzymes. Microbiological sciences, 1984. 2(3): p. 86-90.

Chu, I.-M., C. Lee, and T.-S. Li, Production and degradation of alkaline
protease in batch cultures of Bacillus subtilis ATCC 14416. Enzyme and
Microbial Technology, 1992. 14(9): p. 755-761.

149



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.
87.

88.

89.

90.

91.

92.

Strauch, M.A. and J.A. Hoch, Transition-state regulators: sentinels of
Bacillus subtilis post-exponential gene expression. Molecular microbiology,
1993. 7(3): p. 337-342.

Priest, F.G., Extracellular enzyme synthesis in the genus Bacillus.
Bacteriological reviews, 1977. 41(3): p. 711.

Uehara, H., et al., Regulation of neutral protease productivity in Bacillus
subtilis:  transformation of high protease productivity. Journal of
bacteriology, 1974. 119(1): p. 82-91.

Hiroshi, T., Protein engineering on subtilisin. International journal of
biochemistry, 1993. 25(3): p. 307-312.

Tsai, Y.-C., et al., Production and further characterization of an alkaline
elastase produced by alkalophilic Bacillus strain Ya-B. Applied and
environmental microbiology, 1988. 54(12): p. 3156-3161.

Mukhopadhyay, A., S. Chakrabarti, and P. Bajpai, Treatment and
clarification of fermented broth in bacterial enzyme production.
Biotechnology techniques, 1990. 4(2): p. 121-126.

Strathmann, H., The use of membranes in downstream processing. 1990.
Bohdziewicz, J. and M. Bodzek, Ultrafiltration preparation of pectinolytic
enzymes from citric acid fermentation broth. Process biochemistry, 1994.
29(2): p. 99-107.

Bohdziewicz, J., Ultrafiltration of technical amylolytic enzymes. Process
biochemistry, 1996. 31(2): p. 185-191.

Manachini, P.L., M.G. Fortina, and C. Parini, Thermostable alkaline protease
produced by Bacillus thermoruber—a new species of Bacillus. Applied
microbiology and biotechnology, 1988. 28(4): p. 409-413.

Boyer, E.W. and G.S. Byng, Bacillus proteolyticus species which produce an
alkaline protease. 1996, Google Patents.

Peek, K., et al., Purification and characterization of a thermostable
proteinase isolated from Thermus sp. strain Rt41A. European Journal of
Biochemistry, 1992. 207(3): p. 1035-1044.

Bell, D., M. Hoare, and P. Dunnill, The formation of protein precipitates and
their centrifugal recovery, in Downstream processing. 1983, Springer. p. 1-
72.

150



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Shih, Y.C., J.M. Prausnitz, and H.W. Blanch, Some characteristics of protein
precipitation by salts. Biotechnology and bioengineering, 1992. 40(10): p.
1155-1164.

Kumar, C., Studies on microbial alkaline proteases for use in dairy
detergents. 1997, PhD Thesis, National Dairy Research Institute, Deemed
University, Karnal, India.

Fujiwara, N., A. Masui, and T. Imanaka, Purification and properties of the
highly thermostable alkaline protease from an alkaliphilic and thermophilic
Bacillus sp. Journal of biotechnology, 1993. 30(2): p. 245-256.

Tsuchiya, K., et al., Purification and characterization of a thermostable
alkaline protease from alkalophilic Thermoactinomyces sp. HS682.
Bioscience, biotechnology, and biochemistry, 1992. 56(2): p. 246-250.

Keay, L. and B.S. Wildi, Proteases of the genus Bacillus. I. Neutral
proteases. Biotechnology and Bioengineering, 1970. 12(2): p. 179-212.
Kobayashi, T., et al., Purification of alkaline proteases from a Bacillus strain
and their possible interrelationship. Applied microbiology and
biotechnology, 1996. 45(1-2): p. 63-71.

Boeckle, B., B. Galunsky, and R. Mueller, Characterization of a keratinolytic
serine proteinase from Streptomyces pactum DSM 40530. Applied and
Environmental Microbiology, 1995. 61(10): p. 3705-3710.

LARCHER, G., et al., A 33 kDa serine proteinase from Scedosporium
apiospermum. Biochemical Journal, 1996. 315(1): p. 119-126.

Sinha, R., et al., Partitioning of a Bacillus alkaline protease in aqueous two-
phase systems. Bioresource technology, 1996. 55(2): p. 163-166.

Hotha, S. and R.M. Banik, Production of Alkaline Protease by Bacillus
thuringiensis H 14 in Aqueous Two-Phase Systems. Journal of Chemical
Technology and Biotechnology, 1997. 69(1): p. 5-10.

Sharma, B., P. Khangarot, and S. Ahmed, Alkaline protease from Bacillus
alcalophilus. Proceedings of Micon International, 1994. 94: p. 9-12.

Mullis, K., et al. Specific enzymatic amplification of DNA in vitro: the
polymerase chain reaction. in Cold Spring Harbor symposia on quantitative

biology. 1986. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

151



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

Mullis, K.B. and F.A. Faloona, [21] Specific synthesis of DNA in vitro via a
polymerase-catalyzed chain reaction. Methods in enzymology, 1987. 155: p.
335-350.

Kahya, S., E. Buyukcangaz, and K.T. Carli, Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) optimizasyonu. Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 2013.
32(1).

Ari, S., DNA’min polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltilmas:. Editorler:
Temizkan G., Arda N. Molekiiler biyolojide kullanilan yontemler. Biyogem
yayinlari, Nobel Tip Kitabevleri, 2004(1): p. 101-120.

GUNGOR, N.D., Some Molecular Techniques Applied In Determination of
Environmental Microbial Diversity. Sigma, 2015. 33: p. 54-64.

Gonzalez, J. and C. Saiz-Jimenez, Unknown Microbial Communities on Rock
Art Paintings. Consequences for Conservation and Future Perspectives.
Coalition: CSIC Thematic Network on Cultural Heritage, 2005(10): p. 4-7.
Dakal, T.C. and P.K. Arora, Evaluation of potential of molecular and
physical techniques in studying biodeterioration. Reviews in Environmental
Science and Bio/Technology, 2012. 11(1): p. 71-104.

Rastogi, G. and R.K. Sani, Molecular techniques to assess microbial
community structure, function, and dynamics in the environment, in Microbes
and microbial technology. 2011, Springer. p. 29-57.

Cockerill, F. and T.F. Smith, Rapid-cycle real-time PCR: a revolution for
clinical microbiology. ASM News-American Society for Microbiology, 2002.
68(2): p. 77-83.

Sachse, K., Specificity and performance of PCR detection assays for
microbial pathogens. Molecular biotechnology, 2004. 26(1): p. 61-79.
Demirel, S., Molecular Techniques For Determining Microbial Diversity in
Treatment Systems. Sigma, 2012. 30: p. 179-192.

Kita-Tsukamoto, K., et al., Rapid identification of marine bioluminescent
bacteria by amplified 16S ribosomal RNA gene restriction analysis. FEMS
microbiology letters, 2006. 256(2): p. 298-303.

Gich, F.B., et al., Assessment of microbial community structure changes by
amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA). International
Microbiology, 2010. 3(2): p. 103-106.

152



117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

Liu, W.-T., et al., Characterization of microbial diversity by determining
terminal restriction fragment length polymorphisms of genes encoding 16S
rRNA. Applied and environmental microbiology, 1997. 63(11): p. 4516-4522.
Btaszczyk, D., et al., Amplified ribosomal dna restriction analysis (ARDRA)
as a screening method for normal and bulking activeted sludge sample
differentation. Polish J Environ Stud, 2011. 20: p. 29-36.

Singh, J., N. Batra, and R. Sobti, Serine alkaline protease from a newly
isolated Bacillus sp. SSR1. Process Biochemistry, 2001. 36(8): p. 781-785.
Richter, G., Handbook of Amylases and Related Enzymes. Edited by the
Amylase Research Society of Japan. Pergamon Press, Oxford 1988. 274 pp.,
with 57 Figures and 102 Tables. ISBN 0-08-036141-2. Hardcover DM 152,-.
Starch-Stérke, 1990. 42(8): p. 325-325.

Gessesse, A. and B.A. Gashe, Production of alkaline protease by an
alkaliphilic bacteria isolated from an alkaline soda lake. Biotechnology
letters, 1997. 19(5): p. 479.

Cutting, S. and P. Vander Horn, Genetic analysis, p 27-74. Molecular
biological methods for Bacillus. John Wiley & Sons, Sussex, England, 1990.
Takami, H., T. Akiba, and K. Horikoshi, Production of extremely
thermostable alkaline protease from Bacillus sp. no. AH-101. Applied
Microbiology and Biotechnology, 1989. 30(2): p. 120-124.

Kazan, D., et al., Purification and characterization of a serine alkaline
protease from Bacillus clausii GMBAE 42. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology, 2005. 32(8): p. 335-344.

Bradford, M.M., A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical biochemistry, 1976. 72(1-2): p. 248-254.

Agasthya, A.S., et al., Isolation and molecular characterisation of alkaline
protease producing Bacillus thuringiensis. Cell biochemistry and biophysics,
2013. 66(1): p. 45-51.

Nadeem, M., et al., Studies on commercially important alkaline protease from
Bacillus lichniformis N-2 isolated from decaying organic soil. Turkish
Journal Of Biochemistry-Turk Biyokimya Dergisi, 2007. 32(4): p. 171-177.

153



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

Heyrman, J., et al., Bacillus novalis sp. nov., Bacillus vireti sp. nov., Bacillus
soli sp. nov., Bacillus bataviensis sp. nov. and Bacillus drentensis sp. nov.,
from the Drentse A grasslands. International journal of systematic and
evolutionary microbiology, 2004. 54(1): p. 47-57.

Aslim, B., Z. Yuksekdag, and Y. Beyatli, Determination of PHB growth
quantities of certain Bacillus species isolated from soil. Turkish electronic
journal of biotechnology, 2002: p. 24-30.

Uyar, F., et al., Optimal conditions for production of extracellular protease
from newly isolated Bacillus cereus strain CA15. EurAsian Journal of
BioSciences, 2011. 5.

Shah, K., et al., Purification and characterization of a solvent, detergent and
oxidizing agent tolerant protease from Bacillus cereus isolated from the Gulf
of Khambhat. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 2010. 67(1): p.
85-91.

Yu, C., et al., Analysis of the bacterial diversity existing on animal hide and
wool: Development of a preliminary PCR-restriction fragment length
polymorphism fingerprint database for identifying isolates. Journal of AOAC
International, 2012. 95(6): p. 1750-1754.

Dees, P.M. and W.C. Ghiorse, Microbial diversity in hot synthetic compost as
revealed by PCR-amplified rRNA sequences from cultivated isolates and
extracted DNA. FEMS Microbiology Ecology, 2001. 35(2): p. 207-216.
Wang, X., et al., Molecular characterization of the microbial species that
colonize human ileal and colonic mucosa by using 16S rDNA sequence
analysis. Journal of applied microbiology, 2003. 95(3): p. 508-520.

Wattiau, P., et al., A PCR test to identify Bacillus subtilis and closely related
species and its application to the monitoring of wastewater biotreatment.
Applied microbiology and biotechnology, 2001. 56(5): p. 816-819.

Hansen, B.M., T.D. Leser, and N.B. Hendriksen, Polymerase chain reaction
assay for the detection of Bacillus cereus group cells. FEMS Microbiology
Letters, 2001. 202(2): p. 209-213.

Djordjevic, S.P., et al., Genetic and Biochemical Diversity among Isolates

ofPaenibacillus alvei Cultured from Australian Honeybee (Apis mellifera)

154



138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

Colonies. Applied and environmental microbiology, 2000. 66(3): p. 1098-
1106.

Heyndrickx, M., et al., Virgibacillus: a new genus to accommodate Bacillus
pantothenticus (Proom and Knight 1950). Emended description of
Virgibacillus pantothenticus. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 1998. 48(1): p. 99-106.

Nakamura, L. and J. Swezey, Deoxyribonucleic acid relatedness of Bacillus
circulans Jordan 1890 strains. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 1983. 33(4): p. 703-708.

De Baere, T., et al., BMC microbiology Volume: 2 ISSN: 1471-2180 1SO
Abbreviation: BMC Microbiol. Publication Date: 2002 Mar. Detail:.

Logan, N.A., et al., Polyphasic identification of Bacillus and Brevibacillus
strains from clinical, dairy and industrial specimens and proposal of
Brevibacillus invocatus sp. nov. International journal of systematic and
evolutionary microbiology, 2002. 52(3): p. 953-966.

Gurtler, V., V.A. Wilson, and B.C. Mayall, Classification of medically
important clostridia using restriction endonuclease site differences of PCR-
amplified 16S rDNA. Microbiology, 1991. 137(11): p. 2673-2679.
Vaerewijck, M., et al., Occurrence of Bacillus sporothermodurans and other
aerobic spore-forming species in feed concentrate for dairy cattle. Journal of
applied microbiology, 2001. 91(6): p. 1074-1084.

Wu, X.-Y., et al., Development of a group-specific PCR combined with
ARDRA for the identification of Bacillus species of environmental
significance. Journal of microbiological methods, 2006. 64(1): p. 107-119.
Ash, C., et al., Phylogenetic heterogeneity of the genus Bacillus revealed by
comparative analysis of small-subunit-ribosomal RNA sequences. Letters in
Applied Microbiology, 1991. 13(4): p. 202-206.

Cihan, A.C., et al., The genetic diversity of genus Bacillus and the related
genera revealed by 16S rRNA gene sequences and ardra analyses isolated
from geothermal regions of turkey. Brazilian Journal of Microbiology, 2012.
43(1): p. 309-324.

155



147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

Beg, Q.K. and R. Gupta, Purification and characterization of an oxidation-
stable, thiol-dependent serine alkaline protease from Bacillus mojavensis.
Enzyme and Microbial Technology, 2003. 32(2): p. 294-304.

Mabrouk, S., et al., Optimization of alkaline protease productivity by Bacillus
licheniformis ATCC 21415. Bioresource Technology, 1999. 69(2): p. 155-
159.

Deviram, G., et al., Production, optimization and partial purification of
protease from Bacillus subtilis. 2015.

Nilegaonkar, S., et al., Production and partial characterization of dehairing
protease from Bacillus cereus MCM B-326. Bioresource technology, 2007.
98(6): p. 1238-1245.

Cheng, S.-W., et al., Production and characterization of keratinase of a
feather-degrading Bacillus licheniformis PWD-1. Bioscience, biotechnology,
and biochemistry, 1995. 59(12): p. 2239-2243.

Takagi, H., et al., Improved production and recovery of alkaline elastase
from alkalophilic Bacillus strain by a change of medium composition.
Bioscience, biotechnology, and biochemistry, 1995. 59(8): p. 1591-1592.
Ghorbel-Frikha, B., et al., Production and purification of a calcium-
dependent protease from Bacillus cereus BG1. Journal of Industrial
Microbiology and Biotechnology, 2005. 32(5): p. 186-194.

Nehete, P., V. Shah, and R. Kothari, Isolation of a high yielding alkaline
protease variant of Bacillus licheniformis. Enzyme and microbial technology,
1986. 8(6): p. 370-372.

Sinha, N. and T. Satyanarayana, Alkaline protease production by
thermophilic Bacillus licheniformis. Indian journal of microbiology. New
Delhi, 1991. 31(4): p. 425-430.

Banerjee, R. and B. Bhattacharyya, Optimization of multiple inducers effect
on protease biosynthesis by Rhizopus oryzae. Bioprocess and Biosystems
Engineering, 1992. 7(5): p. 225-228.

Gengkal, H. and C. Tari, Alkaline protease production from alkalophilic
Bacillus sp. isolated from natural habitats. Enzyme and Microbial
Technology, 2006. 39(4): p. 703-710.

156



158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

Kanekar, P., et al., Optimization of protease activity of alkaliphilic bacteria
isolated from an alkaline lake in India. Bioresource Technology, 2002. 85(1):
p. 87-93.

Almas, S., A. Hameed, and P. Mohan, Purification and characterization of a
novel protease from Bacillus strain SAL1. African Journal of Biotechnology,
2009. 8(15): p. 3603.

Doddapaneni, K.K., et al., Purification and characterization of a solvent and
detergent-stable novel protease from Bacillus cereus. Microbiological
Research, 2009. 164(4): p. 383-390.

Cowan, D.A. and R.M. Daniel, Rapid purification of two thermophilic
proteinases using dye-ligand chromatography. Journal of biochemical and
biophysical methods, 1996. 31(1-2): p. 31-37.

Deng, A., et al., Purification and characterization of a surfactant-stable high-
alkaline protease from Bacillus sp. BOO1. Bioresource technology, 2010.
101(18): p. 7100-7106.

Joo, H.S., et al., Oxidant and SDS-stable alkaline protease from Bacillus
clausii I-52: Production and some properties. Journal of applied
microbiology, 2003. 95(2): p. 267-272.

Kumar, C., Purification and characterization of a thermostable alkaline
protease from alkalophilic Bacillus pumilus. Letters in applied microbiology,
2002. 34(1): p. 13-17.

Adinarayana, K., P. Ellaiah, and D.S. Prasad, Purification and partial
characterization of thermostable serine alkaline protease from a newly
isolated Bacillus subtilis PE-11. Aaps Pharmscitech, 2003. 4(4): p. 440-448.
Venugopal, M. and A. Saramma, An alkaline protease from Bacillus
circulans BM15, newly isolated from a mangrove station: characterization
and application in laundry detergent formulations. Indian journal of
microbiology, 2007. 47(4): p. 298-303.

Yang, J.-K., et al., Production and purification of protease from a Bacillus

subtilis that can deproteinize crustacean wastes >¢. Enzyme and Microbial

Technology, 2000. 26(5): p. 406-413.

157



168. Kim, S., Y. Kim, and I.-K. Rhee, Purification and characterization of a novel
extracellular protease from Bacillus cereus KCTC 3674. Archives of
Microbiology, 2001. 175(6): p. 458-461.

158



