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OZET

BORLU TOPRAKTAN PROTEAZ URETEN TURLERIN iZOLASYONU VE
MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

COSKUN, Tayfun
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Ekim, 2016, 117 sayfa

Bu tez galismasinin amaci, Balikesir ilinin Bigadi¢ il¢esinde bulunan bor
madeninin atik havuz alanindan ve bor kalintilarinin birakildigi noktadan alinan
toprak orneklerinden izole edilen bakterilerin spesifik 6zelliklerini, optimal iireme ve
proteaz iiretme kosullarini belirlemektir. Bu amagla bakterilerinin proteaz enzimini
artirmak i¢in farkli besi ortamlar1 denenmis, karbon kaynaklari, pH ve sicaklik
degerleri gibi 6nemli etmenler degistirilerek test edilmistir. Elde edilen bakterilerin
gen dizilimleri incelenmis ve 16S rDNA sekans analizi kullanilarak bu bakterilerin
molekiiler karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. pH, sicaklik ve inkiibasyon
stiresiyle ilgili yapilmig olan ¢alismalarla da TK2 izolatinin pH 12.0 25 °C sicaklikta
ve 48. saatte 90.648 U/ g/mL ile en yiiksek aktiviteye TK3 izolat1 ise pH 7.0, 25 °C
sicaklikta 48. saatte 93.347 U/ g/mL ile en yiiksek proteaz aktivitesi gosterdigi
saptanmistir. TK2 ve TKS3 izolatlar1 ile yapilan molekiiler karakterizasyon
calismalar1 sonucunda TK2 susunun Bacillus toyonensis strain BCT-7112 tiiriine %
100’ e yakin oranda homoloji gosterdigi belirlenmistir. TK3 susu ise Bacillus cereus

ATCC 14579 tiirtine % 100’ e yakin oranda homoloji gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Proteaz, 16S rDNA, Bor, Bakteri Izalosyonu, Molekiiler

Karakterizasyon



ABSTRACT

ISOLATION OF PROTEASE PRODUCING SPECIES FROM BORON SOIL AND
MOLECULAR CHARACTERIZATION

COSKUN, Tayfun
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
October 2016, 117 pages

The aim of this study, to determine optimal growth, protease production conditions
and specific characteristics of the bacteria isolated from boron residue and boron in
the district waste pool area at Balikesir province Bigadic. For this purpose different
media tested to improve the protease enzyme, carbon sources, pH and temperature
values. Molecular characterization of these bacteria were examined using the
obtained gene sequences of bacteria and 16S rDNA sequence analysis was
performed. The highest protease activity found 90.648 U/g/mL to pH 12.0 at 25 ° C
and 48 hours of TK2 isolates and 93.347 U/g/mL pH 7.0, at 25 ° C and 48 hours of
TK3 isolates. TK2 strain show that 100% homology to Bacillus toyonensis strain
BCT-7112 and TK3 strain show that 100% homology to Bacillus cereus ATCC
14579.

Keywords: Protease, 16S rDNA, Boron, Bacterial Isolation, Molecular

Characterization
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler protein yapili olup canlilarin viicut metabolizmasinda gergeklesen biitiin
kimyasal reaksiyonlar1 dilizenleyen katalizorlerdir. Enzimler peptid bagiyla
baglanmis olan aminoasitlerden olusmuslardir (Mahmoud et al. , 2005).

Tamami proteinden olusmus enzimler oldugu kadar bir kismi protein ve protein
yapida olmayan kofaktdr veya koenzim olan enzimler de vardir. Bu grup enzimlere
apoenzim denir. Kofaktor kismi bazi metal iyonlarindan (demir, ¢inko, kalsiyum vb.)
olusur. Koenzim ise NAD® (nikotinamid adenin diniikleotit ) ya da NADP”
(nikotinamid adenin dintikleotit fosfat ) gibi organik yapili molekiillerden meydana
gelir. Apoenzim koenzim ya da kofaktdr olmadan islem yapamaz, ancak birlikte
olurlarsa enzim faaliyetlerini uygulayabilirler. Eger apoenzim kofaktér veya
koenzimle birlesmis halde aktiflik gosteriyorlarsa bunlara holoenzim denir (Tortora,
2009).

1.1.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimlerin tanimlanmasi ve gruplandirilmasi Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim
Komisyonu (EC-IUB) tarafindan enzimin Kkatalizleme yaptigi reaksiyona gore
diizenli bir numara ve adlandirma sistemi gelistirmistir (Boyce and Tipton, 2005).
Enzimler agagidaki Cizelge 1.1. Enzimlerin Reaksiyonlarina Goére Siniflandirilmas1’
nda oldugu gibi katalizledikleri reaksiyon tiplerine gore altiya ayrilir (Telefoncu ve
Pazarlioglu 2010).



Cizelge 1.1. Enzimlerin Reaksiyonlarina Gore Siniflandirilmasi

Katalitik Reaksiyon Grubunun Adi
Oksidasyon-Redoks Oksidorediiktazlar
Fonksiyonel Grup Transferi Transferazlar
Hidroliz Reaksiyonlar1 Hidrolazlar

Grup Ayirma Liyazlar
[zomerlesme [zomerazlar
Sentezleme Reaksiyonlari Ligazlar

1.1.1.1. Oksidorediiktazlar

Oksidasyon fonksiyonlarini ve redoks reaksiyonlarini gergeklestiren enzimlerdir.

1.1.1.2. Transferazlar

Bir substratta bulunan fonksiyonel grubun diger substrata aktarilmasi islemini yapan

enzimlerdir.

1.1.1.3. Hidrolazlar

Kimyasal yapilar1 birbirine baglayan ester, peptid ve glikozid vb. gibi baglarin

hidrolizini gergeklestiren enzimlerdir. Amilaz, proteaz, lipaz ve fosfatazlar birer

hidrolazdir.



1.1.14. Liyazlar

Bir yapida cift bagin olusmasinda ve olusan ¢ift baga ek molekiillerin baglanma

reaksiyonlarii katalizlemekle gorevli enzimlerdir. Karboksilazlar, dekarboksilazlar

ve dehidratazlar bu sinifin 6rnekleridir.

1.1.1.5. izomerazlar

Molekiillerin ~ diizenlenmesinde, molekiillerin geometrilerinde ve yapilarinda

degisimleri uygulayan enzimleridir.

1.1.16. Ligazlar

Molekiiller arasinda bulunan ATP’ nin parcalanmasi sonucu ortaya ¢ikan enerji ile

baglar1 olusturan enzimlerdir.

Enzimlerin kullanildig: alanlar glinlimiizde ¢ok genistir. Yapilan ¢aligmalarla iiretilen
enzimlerin daha ekonomik olmasi ve daha etkili olabilmesi saglanmaya
calisilmaktadir. Asagidaki enzimlerin Cizelge 1.2.” de kullanildiklar1 alanlarin

oranlar1 belirtilmistir.

Cizelge 1.2. Enzimlerin Kullanim Alanlar1 ve Oranlar1

Kullanilan Bulunma Oranlan
Alanlar (%)

Gida 45

Deterjan 34

Tekstil 11

Deri 3

Kagit 1

Diger Alanlar 6




1.1.2. Enzimlerin Kaynaklari

Enzimlerin kaynaklarin1 hayvanlar, bitkiler, mantarlar, algler ve mikroorganizmalar
gibi biitiin canli gruplari enzimlerin kaynagini olustururlar (Sengupta, S. and
Dasgupta, M., 2006).

Hayvanlardan {retilen enzimler genellikle domuzlarin ve gevis getirenlerin
midesinden, karaciger ve pankreas gibi organlarindan elde edilir (Kaul-Hatti, 2004;
Bulut, 2007). Bitkilerin ise dokularindan ve ozellikle 6zsu kisimlarindan iretilen
enzimler kullanilmaktadir. En genis kullanilan enzim kaynagi mikrobiyal
kaynaklardan elde edilir. Clinkii mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimler diger
enzim kaynaklarindan hem daha hizli Gireme hem daha fazla miktarlarda hem de
ekonomi acisindan daha avantajlidir. Ayrica yapilan c¢aligmalar gostermistir ki
mikrobiyal kaynakli enzimlerin diger enzim elde edilen kaynaklara gore daha yiiksek
aktivite degerlerine ulastig1 belirlenmistir (Kaul-Hatti, 2004). En fazla iretilen ve
kullanilan mikrobiyal kaynakli enzimler arasinda proteaz, lipaz, glikoamilaz,
glikoizomeraz ve a-amilaz gosterilebilir. Diinyada endiistriyel olarak uygulanan en
onemli enzim smifi % 60 civarinda kullanilan proteolitik enzim grubudur. Ikici
olarak % 28 pay ile karbohidratazlar, %3 oranla lipazlar ve %9 ile diger enzimler

kullanilmaktadir (Wiseman, 1987).

1.2. Proteazlar

Diger adlar1 proteolitik enzimler olan proteazlar proteinlerin yapitasi olan
aminoasitleri birbirine baglayan peptit baglarinin parcalanmasinda gorevli enzim
grubudur. Biitlin canli organizmalarinin genlerinin genellikle % 2’si proteazlar
tarafindan kodlanir ve canlilarin yasamlarimi devam ettirmelerinde onemli role

sahiptirler (Southan, 2001).

Proteazlar proteinleri parcalayarak hiicre i¢ine alinabilecek kadar kiiciik molekiillerin

olusmasini saglarlar (Salleh et al. 2006; Keha, E. E., Kiifrevioglu, O. 1., 2009).



Genel olarak proteazlar yiyeceklerde bulunan proteinlerin pargalanarak sindiriminde,
hiicre i¢inde bulunan proteinlerin geri doniisiimiiniin saglanmasinda, kanin
pihtilagsmasi olayinda, viicut savunmasi i¢in gerekli olan antijenlerin olusturulmasin
da ve bircok cesitli proteinin aktiflestirilmesi gibi biyolojik islemlerde 6nemli

gorevleri tstlenir (Polaina J., MacCabe A. P., 2007,).

Proteaz terimi ‘IUBMB’ (Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi)
tarafindan enzimlerin isimlendirilmesi olusturulmus olan 6 smniftan olusan EC
(Enzim Kod Numarasi) sistemine gére EC 3 (HIDROLAZLAR) smifinda ve
proteinlerdeki peptid baglarini parcaladiklar1 icinde EC 3.4 (PROTEAZLAR) alt
smifinda belirtilmistir (Mahler, R.H., H., Cordes, 1966) (Tekin, 2008). Fakat
proteazlar diger enzimler gibi simiflandirilamamaktadir. Bunun nedeni de etki
mekanizmalarinin diger enzim gruplarina gore ¢ok genis olmasi ve yapilarinin ¢ok
cesitlilik gostermesidir. Bu yilizden proteazlar {ic ana etmene gore gore

siiflandirmaya tabi tutulmustur. Bunlar;

Katalizledikleri bolgelerin kimyasal yapilari,
Katalizleme yaptiklari farkli reaksiyon tiplerine ve

Proteazlarin yapilarinin gegmis bilgilerle iligskisine goredir (Tekin, 2008).

1.2.1. Proteazlarin Stmiflandirilmasi

Proteazlar olustuklar1 kaynaklara gore, gosterdikleri katalitik aktifliklerine gore ve
aktifligi saglayan aktif bolgelere gore lige ayrilir. Kaynaklarina gore bakildiginda
hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynakli proteazlar olarak iige ayrilir. Katalitik
aktifligine gore de endo - ekzoproteazlar diye ikiye ayrilir. Ekzoproteazlar da kendi
icinde amino - karboksipeptidaz seklinde ikiye ayrilir. Endoproteazlar ise serin,
sistein, aspartik, metallo ve katalitik mekanizma sistemi bilinmeyenler seklinde kendi
iginde bese ayrilir (Chaplin et al, 1990.Rao et al, 1998, Tanksale, 2001).



1.2.1.1. Kaynaklarina Gore Proteazlar

Proteazlar kaynaklarina gore 3’e ayrilir:
1- Hayvansal Proteazlar
2- Bitkisel Proteazlar

3- Mikrobiyal Proteazlar

1.2.1.1.1. Hayvansal Proteazlar

Hayvansal proteaz sinifi enzimlerin 06grenildigi ilk giinden bugiine kadar
bilinmektedir. ilk bilinen hayvansal proteazlar ise proteinleri parcalama 6zellikleri
tespit edilen pepsin ve pankreas proteazlaridir. Bugiin ise en ¢ok bilinen hayvansal
proteazlar; pepsin, renin, kimotripsin ve pankreatik tripsin’dir. Hayvansal kaynakli
proteazlar genel olarak protein hidrolizatlarinin iiretiminde, et ve balik tiirevlerinin
atiklarimin temizlenmesinde, deri sanayisinde, gida endiistrisinde ve tip alaninda

kullanildiklar1 gériilmektedir (Rao et al, 1998).

Pepsin, gidalarda bulunan proteinlerin peptit baglarin1 parcalayarak sindirilmesini
saglayan ve canlilarin midelerindeki hiicreler tarafindan sentezlenen bir proteaz

cesididir. (https://tr.wikipedia.org/wiki/Pepsin, 2016)

Tripsin, canlilarin ince bagirsaginda proteinleri pargalayan ve pankreastan salgilanan
bir proteaz enzimidir. Bazi tip uygulamalarinda ve bakteri ortamlarinin

olusturulmasinda kullanilir.

Kimotripsin, genelde pankreatik ekstraktlarda bulunur ve proteoliz olayinda
gorevlidir. Ayrica kimotripsin bir serin proteazdir. Peptit baglarin1 karboksil
gruplarindan hidroliz eder. Pahali bir enzim grubu oldugu i¢in sadece siitlerdeki

proteinlerin hidrolizatlarinin par¢alanmasinda kullanilir (Rao et al, 1998).

Renin, biitlin memelilerin midesinde dogal olarak iiretilen, gorevi anne siitiiniin

sindirilmesi ve siitlin pihtilastirilmasi olan proteaz enzim grubudur. Renin enzimi i¢in


https://tr.wikipedia.org/wiki/Pepsin,%202016

en bilinen kaynak olarak yeni dogmus ve siitle beslenmis olan bir buzaginin
midesinde bulunan sirden bolimiidiir (Fankhauser, 2007). Siit iiretiminde genelde
kazeinin ¢oktiiriilmesi islevinde ve lor peynirinin {iretim asamasinda kullanilir (Rao

et al, 1998).

1.2.1.1.2. Bitkisel Proteazlar

Bir bitkinin proteaz kaynagi olarak kullanilabilmesi icin yetistigi topragin enzim
iiretimi i¢in uygunlugu ve bitkinin yetistigi iklim kosullar1 gibi etmenler 6nem
kazanir. Bu proteazlar aktif merkezlerinde bulunan siilfidril gruplar1 ile diger
enzimlerden ayirt edilir. Bitkisel kaynakli proteazlarin aktivitesinden bu siilfidril

gruplar1 gérevlidir (Uhlig, 1998).

Genellikle bu proteazlar tropikal bitkilerden elde edilir. En bilinen bitki kaynaklari
ise; Papaya (Carica papaya), enginar (Cynera cardunculus), ananas (Anana sativa),

soya fasulyesi (Soya hispidus) (Ward, 1985).

Bitkisel kaynakli proteazlarin en iyi bilinenleri ise papain, bromelain, keratinaz ve

fisin’dir (Rao et al, 1998).

Bitkisel kaynakli enzimler gida endiistrisinde bir¢ok uygulamada kullanilmaktadir.
Giiniimiizde FSIS (Food Safety and Inspection Service) tarafindan onaylanan ve
GRAS (Generally Recognized as Safe) ’a gore uygunlugu kabul edilen hiicre disi
kaynakli bes enzim bulunmaktadir ve bu enzimlerin tamamina yakini bitkisel

kaynaklidir (Katsaros et al, 2010; Zhao et al, 2012).

Aktinidin ve zingibain enzimleri de suan da {izerinde ¢alisma yapilan diger bitkisel
enzimlerdir. Papain papaya bitkisinin lateks kismindan, fisin incir meyvesinden,
aktinidin enzimi kividen, zingibain zencefilin rizom kismindan, bromelain enzimi de
ananas ve ananasin kokiinden elde edilir (Ha et al, 2012; Katsaros et al, 2009; Zare et
al, 2013).



1.2.1.1.21. Papain

En 1iyi bilinen ve uzun zamandir kullanilan bitkisel kaynakli proteazdir. Ana vatani
olarak Hindistan, Giiney Meksika, Orta Amerika ve Afrika’nin bazi tlkeleri kabul
edilir. (https://tr.wikipedia.org/wiki/Papaya,2016) Papain enzimi genel olarak pH 5.0

- 9.0 araliginda aktivite gosterir ve 80-90 °C’a kadar kararlilik gosterir.1879 yilinda
ilk olarak tespit edilmis ve izole edilerek kiiltiir islemleri yapilmaya baslamistir

(Drenth et al, 1968), (Kamphuis et al. 1984), (Rao et al, 1998).

1.2.11.2.2. Bromelain

Bu enzim ananas agacinin kendisinden, 6z suyundan ve kokiinden elde edilen bir
proteaz’dir. Bromelain enzimi sistein proteazi olarak ayirt edilmistir. Bu enzimin
gorevleri arasinda mide asidine yardim etmek, hazimi kolaylastirmak ve
bagirsaklarda uygun ortamin saglanmasinda olumlu etkiler olusturmak yer alir. En
Iyi aktiviteyi pH 5.0 — 9.0 araliginda gostermektedir. Sicaklik kararliligi papainden
daha diistiktiir. Sicaklik 70 °C’a ulastiginda bromelain enzimi inaktif olur. Bromelain
enziminin en bilyiik tireticisi Great Food Biochem. (Bangkok, Thailand)’tir (Rao et
al, 1998).

1.2.1.1.2.3. Keratinaz

Atik su kanallarinin temizlenme isleminde, yapisi keratin olan kil, tity vb. maddelerin

uzaklastirilmasinda ve temel aminoasitlerin {iretiminde gérev alir (Rao et al, 1998).

1.2.1.1.2.4. Fisin

Incir meyvesinden elde edilir. Diger bitkisel kaynakli enzimlerle karsilastirildiginda

daha fazla proteaz aktivitesine sahiptir (Uhlig, 1998).Ancak enzimin eldesinde

uygulanan kurutma islemi proteaz aktivitesinin biiylik bolimiiniin kaybedilmesine
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neden olur. Fisin enziminin genellikle etkili oldugu baglar yiikii olmayan ve aromatik
aminoasitler i¢erenleridir. Fisin enzimi aktivite gosterdigi pH araligi genellikle 4.0 -

9.5 arasindadir. En iyi aktif oldugu pH ise 6.5 tur.

1.2.1.1.3. Mikrobiyal Proteazlar

Diinya da en fazla kullanilan proteaz kaynagi mikrobiyal (bakteri, fungus ve viriis)
kaynakli proteazlardir. Bunun temel nedeni de diinyada enzim endiistrisinin
hammadde ihtiyacin1 bitkisel ve hayvansal kaynaklar tarafindan karsilayamamasi,
kaynaklardan izolasyon sirasinda sorunlarla karsilagilmasi, diger kaynaklara gore
mikrobiyal kaynakli proteazlarin daha saf olarak elde edilmesi, iiretim icin gerekli
kiiltiir ortaminin daha kolay saglanabilmesi ve mikrobiyal proteazlarin genetik
calismalarla aktivitelerinin artirilabilmesi gibi nedenler mikrobiyal proteazlarin daha
fazla kullanilmasinda tercih edilmelerinin sebebidir (Rao et al, 1998, Mathew, 1999,
Kiran ve ark. 2006). Bu gibi nedenlerle dinyada enzim pazarinin % 40’ nm

mikrobiyal kaynakli proteazlar olusturur (Rao et al, 1998, Sari, 2011).

Mikrobiyal proteazlarin siniflandirilmast enzimlerin aktif merkezleri, etki sistemleri

ve substratlarina (jelatinaz, keratinaz, kazeinaz vb.) gore smiflandirilir (Seving,

2010).

1.2.1.1.3.1. Bakteriyal Proteazlar

Ticari olarak bakteriyal kaynakli mikrobiyal proteazlarin ¢ok azi kullanim ig¢in
uygundur. Bu proteazlarin iiretimi i¢in en fazla Bacillus cinsi tiirleri kullanilmaktadir.
Bacillus cinsi bakteriler genel olarak notral ve alkalen proteaz iretiminde

uretilmektedir.

Bakteriyal proteazlarin en iyi aktif oldugu degerler pH 5.0 — 8.0 aralig1 ve diisiik

sicakliklardir. Uygulama yapilan iiriine bakilarak diger proteaz kaynaklarina goére



daha az ac1 tat birakmasindan dolay1 notral proteazlar gida endiistrisinde daha fazla
kullanilmaktadir (Tekin, 2008). Bacillus cinsi bakterilerde serin alkalen proteaz
tretilir ve bu yiizden alkali 6zellik gosterir (Seving, 2010) . Alkalen proteaz

tiretiminde kullanilan baz1 Bacillus tiirleri asagidaki Cizelge 1.3.” de verilmistir.

Cizelge 1.3. Alkalen Proteaz Uretilen Baz1 Bacillus Tiirleri (Kumar C. G., Takagi
H., 1999).

Bacillus spp. ve suslari

Bacillus alcalophilus ATCC 21522
B. alcalophilus

B.alcalophilus subsp. halodurans KP1239
B. amyloliquefaciens

B.circulans

B.coagulans

B.firmus

B.intermedius

. lentus

. licheniformis

. proteolitycus

. pumilus

. Sphaericus

. subtilis

. subtilis var. Amylosacchariticus
. thrungiensis

Bacillus sp. Ya-B

Bacillus sp. NKS-21

Bacillus sp. B21-2

Bacillus sp. Y

Bacillus sp. CW-1121

Bacillus sp. KSM-K16

Bacillus sp. MK5-6

000w W

Bakteriyal kaynakli proteaz {iretiminde genellikle Bacillus cinsi daha fazla
kullanilmakla birlikte Alcaligens facealis (Thangam and Ranjkumar, 2002), Proteus
vulgaris (Brady et al, 1994), Pseudomonas aeroginosa (Bayoudh et al, 2000),
Pseudomonas fluorescens (Kalaiarasi and Sunitha, 2009)’ den de proteaz iiretimi

yapildigi ¢aligmalarla kanitlanmistir.
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Bakteriyal alkalen proteazlarda, alkalen proteazlarin belirlenmesinde kullanilan
spesifik olan pH 10.0 da ve genis substrat araliklarinda yiiksek aktivite gostermeleri
bakteriyal alkalen proteazlarin spesifikligini tanimlar. Alkalen proteazlarin en uygun

calisma sicakligi 60 °C’ tir (Deshpande et al, 1999, Rao et al, 1998).

1.2.1.1.3.2. Fungal Proteazlar

Bakteriyal kaynaklara gore enzim {iiretimi daha ¢esitli oldugu goriiliir. Buna en iyi
ornek Aspergillus oryzae verilebilir. A. oryzae asidik, noétral ve alkalen proteaz
tiretme yetenekleri vardir. Fungal proteazlar pH 4.0 — 11.0 gibi genis araliklarda aktif
olurlar ve ¢ok genis substrat spesifiklikleri vardir. Fakat diisiik sicakliklara tolerans
gostermeleri ve diisiik aktivitelerinden dolayr iiretim endiistrilerinde ¢ok fazla
kullanilmaktadir. Fungal asidik proteazlar genellikle dar pH araliklarinda ve diisiik
sicaklik degerlerinde aktiflik gosterdiginden dolayr ¢ogunlukla peynir endiistrisinde
kullanilmaktadir. Fungal nétral proteazlar genellikle pH 7.0° de aktiflik gosterirler ve
selatlayici ajanlar (EDTA vb.) tarafindan inhibe edilirler. Gorevleri arasinda peptid
baglarinin hidrolizi, peptidaz ozellikleri, gida proteinlerinde act tadin ortamdan
uzaklastirllmas1 gibi gorevler yer alir. Gida proteinleriyle ilgili calismalarda da

fungal alkalen proteazlar kullanilmaktadir. (Deshpande et al 1999, Rao et al, 1998)

1.2.1.1.3.3. Viral Proteazlar

Viral kaynakli proteazlar, viriis proteinlerinin islenmesinde fonksiyonel
gorevlerinden dolayr olduk¢a Onemlidirler. Genellikle viriislerin proteinlerinde
replikasyon ve birlesim olaylarin1 yonetmek ve diizenlemekle gérevlidir (Babe, L.M.
, Craik C.S., 1997). Ozellikle giiniimiizde de biiyiik sorunlara yol agan hatta dliimlere
neden olan AIDS ve Kanser gibi ciddi o6liimciil olan hastaliklara neden olan
viriislerin proteinleriyle ilgili yapilan c¢alismalardan dolayr viral proteazlar biiyiik

Onem kazanmustir.
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Birgok viriisiin icerisinde serin, aspartik ve sistein peptidazlar bulundugu
bilinmektedir. Viral proteazlarin 6nemini proteazlarin {i¢ boyutlu yapilar1 ve sentetik
inhibitér ajanlarla etkilesime girmesi daha iyi agiklamaktadir (Babe, L.M. , Craik
C.S., 1997, Rao et al, 1998, Deshpande et al, 1999).

1.2.2. Mikrobiyal Alkalen Proteazlarin Ozellikleri

Bugiine kadar yapilan mikroorganizmalarla ilgili ¢alismalar ile mikrobiyal

proteazlarin 6zellikleri ve enzimatik islevleri gosterilmeye ¢alisilmistir.

1.2.3. Mikrobiyal Alkalen Proteazlarda Optimum pH ve Sicakhk

pH olarak genellikle 9.0 — 11.0 araliklarinda en iyi aktiviteyi gosterir alkalen
proteazlar. Farkli pH’ larda caligsmakta olan enzimlerin de var oldugu bilinmektedir.
pH 6.0 — 12.0 aralifinda genelde kararlilik gosterirler ve izoelektrik noktalar
yiiksektir.

Calisma sicakliklart ise 50 - 70 °C arasinda degismektedir. Bunlarin disinda daha
yiiksek sicakliklarda aktifligini kaybetmeden c¢aligmaya devam eden alkalen
proteazlar da bulunmaktadir. Ornek olarak, Bacillus sp., Streptomyces sp., Thermus
sp.verilebilir. Bu tiirler olduk¢a yiiksek sicakliklarda kararliliklarini korumaktadirlar

ve bulunduklara ortama her Ca?" ile sicaklik kararliliklarn giderek artar (Kumar C.

G., Takagi H., 1999).

1.2.4. Mikrobiyal Alkalen Proteazlarda Molekiiler Agirhk
Molekiil agirliklar1t g¢ogunlukla farkliliklar gostermektedir. Cogu 15-30 kDa

araligindadirlar. Fakat yapilan calismalarda molekiil agirliklarimin 31.6 kDa

(Freeman et al., 1993), 33 kDa (Larcher et al., 1996), 36 kDa (Tsujibo et al., 1990)
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ve 45 kDa (Kwon et al., 1994) olabildigi gosterilmistir. (Kumar C. G., Takagi H.,
1999). Yapilan bir ¢alismada da Kurthia spiroforme’ den elde edilen bir proteolitik

enzimin molekiil agirlig1 8 kDa olarak tespit edilmistir (Steele et al, 1992).

1.2.5. Mikrobiyal Alkalen Proteazlarda Substrat Ozgiilliigii

Mikrobiyal alkalen proteazlar hem dogal proteinlere hem de sentetik olarak elde
edilen proteinler iizerine etkilidir ancak bu etkilerin reaksiyon hizlar1 birbirinden
farklidir. Ornek olarak alkalen proteazin kazeine karsi gosterdigi aktiflik hemoglobin

veya serum albiimine gore daha fazladir (Tsai et al, 1988).

1.2.6. Mikrobiyal Alkalen Proteazlarin Uretim Safhasi

Endiistride kullanilmak istenen mikrobiyal kaynakli enzimlerin elde etmek i¢in ilk
once gerekli mikroorganizmayi dogal ortamindan izole etmektir. Daha sonra izole
edilmis olan mikroorganizmalar agar plak yontemlerine gore mikroorganizmanin
protein parcalama yeteneklerini incelenir. Bu islem esnasinda besi ortaminda
enzimin aktivitesini diislirebilecek etmenlerin ve ajanlarin olmamasi gerekir.
Mikroorganizmalarin bu besi ortamlarinda aktivitesini artirmak igin substrat olarak

kazein, hemoglobin, bovin serum albiimin gibi proteinler eklenebilir (Sumantha et al,
2006).

1.2.7. Mikrobiyal Alkalen Proteaz Beslenme

Bir hiicrenin biiyliyebilmesi ve ¢ogalabilmesi icin besine ve enerjiye ihtiya¢ duyar.

Mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu bu besin ve enerji alindig1 kaynaklara gore

gruplara ayrilir (Cizelge 1. 4.) (Waites et al, 2001).
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Cizelge 1. 4. Mikroorganizmalarin Besin Kaynaklari

Fotoototrof Isik

Organotrof Organik Bilesikler

Organik
Kemoorganotrof Organik Bilesikler Organik Bilesikler
Bilesikler

Fotolitotrof Inorganik Molekiiller

Mikroorganizmalar besinlerini bazi1 kimyasal elementlerden de alabilmektedir.

Hidrojen, oksijen, karbon ve azot olarak bilinen makroniitrientler mikroorganizmanin
bulundugu besi ortam1 igerisinde litreye gore gram olarak bulunmalidir.
Makronutrienlerin yaninda fosfor ve kiikiirt ile proteinler, niikleik asitler, lipidler ve

polisakkarit gibi temel polimerlerin bilesenlerini olustururlar (Waites et al, 2001).
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Cizelge 1. 5. Bir Mikroorganizmanin Bilesenleri

Su % 70-80
Protein % 15-18
Polisakkarit % 1-3
Lipid % 1-2
Niikleik Asitler % 3-7

1.2.7.1. Makronutrientler

Endiistriyel fermantasyon islemleri heterotrofik ozellikli mikroorganizmalar ile
uygulanir. Heterotrofik fermantasyonlar da enerji kaynagi olarak fermantasyonlarda
Oonemli yere sahip olan karbonlar kullanilir. Bu nedenle fermantasyon isleminde
karbona siirekli ihtiya¢ gereksinimi vardir. Genellikle enerji ve karbon kaynagi

olarak seker kullanilir.

Mikroorganizmalar diger Onemli olan makroniitrientlerden oksijen ve hidrojen
gereksinimlerini sudan ve organik bilesiklerden elde ederler. Bir diger makroniitrient

ise azotdur ve bir mikroorganizmanin yaklasik %15’ ni olusturur.

Genel olarak proteinler ve niikleik asitlerin yapisinda yer alirlar. Mikroorganizmanin
bir besi ortaminda yaklasik litrede 1-2 g azot kaynagma ihtiyag duyar. Besi
ortamlarinda kullanilan azot kaynaklari ise amonyum tuzlari, amino asitler, nitrat ve

tire kullanilmaktadir (Waites et al, 2001).

1.2.7.2. Minor Elementler

Minor elementlerden olan fosfor fermantasyon siirecine pH tamponu ile fosfat
iyonlar1 halinde ilave olurlar. Fosfor elementi karbon olaylarinda gerekli {irtinlerin,
niikleik asitlerin, ATP VE NADP gibi bilesiklerin olusumunda gorevlidir. Diger

minor element kiikiirt ise icerisinde kiikiirte sahip olan sistein ve metiyonin gibi
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amino asitler ve vitaminlerin bir kisminin {retiminde gorevlidir. Kiikiirt

fermantasyon islemlerine kiikiirt tuzu ya da siilfat halinde dahil olur.

Mikroorganizmanin daha az gereksinim duydugu minor elementler kalsiyum,
potasyum, demir, magnezyum’dur. Potasyum elementi proteinlerin sentez
islemlerinde, demir elementi sitokromlar i¢in ve magnezyum elementi de
ribozomlarin denge seviyelerine ulagsmasinda goérevi olan enzimler icin 6zgiil

gorevleri vardir (Waites et al, 2001).

1.2.7.3. iz Elementler

Besi ortamlarinda mikroorganizma igin ¢ok ¢ok az miktarda fakat kesin gerekli olan
bakir, ¢inko, kobalt, molibden, mangan, nikel, selenyum gibi elementler iz

elementidir. Her mikroorganizma farkli besinlere ihtiyag gosterir.

1.2.1.2. Katalitik Aktifliklerine Gore Proteazlar

1.2.1.2.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar proteinlerdeki peptid baglarinin sonundaki bolgeleri etkiler. Amino

grubu ve karboksil grubuna etki etmesine gére aminopeptidaz ve karboksipeptidaz

olarak iki boliime ayrilir.
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Aminopeptidaz Karboksipeptidaz
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Peptid

Sekil 1.1. Ekzopeptidazlar da etki sistemi (Silverthorn, 2004).

1.2.1.2.1.1. Aminopeptidazlar

Aminopeptidazlar peptid zincirlerinde N (amino) ucunu etkiler. Bu enzimler

katalizledikleri bir tek aminoasite, dipeptid zincire veya tripeptid zincire gore

isimlendirilir ve aminopeptidaz, dipeptidil peptidaz ve tripeptidil peptidaz isimlerini

alirlar. A.oryzae bakterisinin iirettigi aminopeptidaz hari¢ olmak iizere diger biitiin

aminopeptidazlar hiicre i¢inde iiretilmektedir (Rao et al, 1998).

v

Aminopeptidazlar (3.4.11) },?0-0-0-0-0
Dipeptidil Peptidazlar (3.4.14)  3-.-0-0-0-0

Tripeptidil Peptidazlar (3.4.14) L-*&-h-O-O-O

Sekil 1.2. Aminopeptidazlarin siniflandirilmasi ve etkileme yontemleri (Tanksale,

2001).
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1.2.1.2.1.2. Karboksipeptidazlar

Bir polipeptid zinciri lizerinde bulunan C (karboksil) ucunu etkileyerek bu bolgede
bulunan bir aminoasidi veya dipeptidin zincirden ayristirilmasinda gorevlidirler.
Karboksipeptidazlar enzimde aktivite gosterdikleri bolgede bulunan amino aside
gore kendi icinde serin karboksipeptidazlar, metallo karboksipeptidazlar ve sistein

karboksipeptidazlar olmak tizere iige ayrilir.

Serin karboksipeptidazlara 6rnek olarak Penicillium sp. , Saccharomyces sp. ve
Aspergillus sp. verilebilir. Metallo karboksipeptidazlara dérnek olarak Saccharomyces
sp. , ve Pseudomonas sp. vardir. Sistein karboksipeptidazlar ise aktivite gosterdigi

bolgede sistein aminoasidi bulundurur (Rao et al, 1998).

Karboksipeptidazlar O-0- D-C}-C}* 'y
(3.4.16-18)

karboksipeptidaz -serin  (3.4.16)
karboksipeptidaz -metallo (3.4.17)
karboksipeptidaz -sistein  (3.4.18)

Sekil 1.3. Karboksipeptidazlarin gruplandirilmasi ve etkileme yontemleri

(Tanksale, 2001).

Ekzopeptidazlar arasinda bazi etki mekanizmalar1 kesin olarak aciklanamayan bir alt
siuf belirtilmistir. Omegapeptidaz ismi verilen bu gruba Uluslararas1 Biyokimya ve
Molekuler Biyoloji Birligi Adlandirma Komitesi E.C 3.4.19 kodunu vererek alt sinif

olarak belirtmistir.

Omegapeptidazlar genellikle polipeptit zinciri tizerindeki N ve C uglarinda bulunan

peptid baglarini hidroliz etmesiyle karakterize olmustur (Nduvimana et al., 1995).
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1.2.1.2.2. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar bir polipeptid zincirinde bulunan amino ve karboksil uglarinin uzak
kisminda ve polipeptid zincirinin i¢ bdlgelerine etki ederler (Nduvimana et al, 1995).
Endopeptidazlar katalizleme sistemlerine gore 1960 yilinda Hartley tarafindan

yapilan siniflandirma ile asagidaki gibi dort gruba ayrilir;

Cizelge 1.6. Endopeptidazlarin Siniflandirilmasi (Hartley, 1960)

Serin Proteazlar (E.C.3.4.21)
Sistein  Proteazlar (E.C. 3.4.22)
Aspartat Proteazlar (E.C. 3.4.23)
Metallo Proteazlar (E.C.3.4.24)

Ayrica yapilan ¢alismalar sonucunda katalizleme yontemi bilinmeyen ayr1 bir grup
belirlenmistir.  Bu grubun ismi de Katalitk Mekanizmas1 Bilinmeyen

Endopeptidazlar olarak belirlenmistir (Rao et al, 1998, Seving, 2010).

Amino ucu Amincasitler Peptid baglan  KarboKsil ucu
> AN
Peptid

hialgelerindeki badlara atak

Endopeptidaziar, peptidin i
vapmaktadrlar.

L+ HsO
HaN COOH

* |

Daha kiciik iki farkh peptid olusumu

Sekil 1.4. Endopeptidazlarin etki etme yontemleri (Silverthorn, 2004).
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1.2.1.2.2.1. Serin Proteazlar

Bu proteazlar bulunduklari yerdeki aktiflik gosterdikleri bolgelerde serin grubunun
varlig1 ile karakterize edilirler. Burada serin grubu substrat kisim ile kovalent bagla

birlesen kisimdir (Nduvimana et al, 1995).

Bu proteaz grubu pH olarak 7.0 — 11.0 araliginda deger istemesinden notr ve alkali
pH’ larda aktiflik gostermesine ragmen &zellikle Bacillus sp. bakterilerinden elde
edilen serin proteazlarda ise uygun pH olarak 10-12.5 oldugu goriilmektedir
(Shimogaki et al, 1991).

Genellikle genis substrat sinirlarina sahip olan serin proteazlarin molekiil agirliklar:
genellikle 18-35 kDa arasindadir. Fakat Bacillus sp. bakterisiyle yapilan ¢aligmalarda
90 kDa molekiil agiligi hesaplanmistir(Kato et al, 1992, Walsh, 2002). Ayrica
Blakeslea trispora’ dan elde edilen serin proteazlarin molekiil agirliklari ise 126 kDa

olarak tespit edilmistir (Rao et al, 1998).

Serin proteazlar igin DFP (diizopropilflorofosfat), TLCK (tosil-L-lizinkloro metil
keton) 3,4-DCI (3,4-dikloroizokumarin) ve PMSF (fenilmetilsulfonilflorid) en iyi
bilinen inhibitér ajanlaridir. Aktiflik gosterdikleri bolgede hidrojen bagi ile
baglanmis aspartik asit (Asp), serin (Ser) ve histidin’den(His) olusan yapilari
mevcuttur. Bu {iglii yapilar ile karakterize edilirler. En iyi bilinen serin proteaz
cesitleri ise lipaz, tripsin, kimotripsin, triptaz, elastaz, trombin ve fosfolipazdir (Rao
et al, 1998). Serin proteazlar iki 6nemli gruba ayrilir. Bunlar, serin alkalen proteazlar

ve subtilisinler’ dir.

1.2.1.2.2.1.1. Serin Alkalen Proteazlar

Bu proteazlari ¢ok sayida bakteri, fungus ve maya tiretir. En 1yi aktifligi pH 10.0’ da
gosterirler. pH 9.0 izoelektrik noktasina sahiptirler. Serin alkalen proteazlar bazi
Bacillus sp., S.cerevisiae, Conidobolus spp., Aspergillus spp. ve Neurospora spp.

tiirleri araciligryla tiretilmektedir (Rao et al, 1998).
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1.2.1.2.2.1.2. Subtilisinler

Serin proteazlarin ikinci grubudur. Carlsberg subtilisin ve Novo subtilisin olarak ayri
ayr1 iki farkl gesit tespit edilmistir. Linderstrom, Lang ve Ottesen 1947’ de subtilisin
Carlsbergi, Bacillus licheniformis tiirtinden {iretmislerdir. Subtilisin Novo ise
Bacillus amyloliquefaciens tiiriinden iiretilmektedir. Ozellikle subtilisin Carlsberg
deterjan sanayisinde ¢ok yogun sekilde kullanilmaktadir. Ortak olarak iki subtilisin
cesidi de sicaklik degeri 60 °C ve pH olarak da 10.0 degerinde en iyi aktiviteyi
gosterir (Rao et al, 1998).

1.2.1.2.2.2. Sistein(Tiol) Proteazlar

Tiol proteazlar olarak da bilinirler. Biitiin prokaryotik ve Okaryotik canlilarda
bulunurlar. Bu proteazlarin aktif olduklar1 bolgede bulunan sistein, histidin, aspartik
asitten olusan bir ti¢lii yap1 bulunur. Bu yapi ile karakterize olurlar. Sistein proteazlar
hidrosiyanik asit (HCN) ve sistein varliginda aktif olurlar. Sistein proteazin en iyi
bilineni papain’ dir. Genel olarak nétral pH ° larda en iyi aktiviteyi gosterirler

(Deshpande et al, 1998, Genckal, 2004).

1.2.1.2.2.3. Aspartik Proteazlar

Asidik proteazlar olarak adlandirilirlar. Aktivitelerini aspartik asit ilizerine etki
gosteren proteazlardir. Pepsin, retropepsin ve pararetroviriislere ait enzimler ile {i¢
ana grupta toplanmislardir. Aspartik proteazlarin bir¢ogu optimal aktiviteyi pH 3.0-
4.0 gibi minimal degerlere gore degisiklik gosterir. Aspartik proteazlarin molekiil
agirliklart da 30 — 45 kDa arasindadir. Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve
Neurospora’ nin iirettikleri pepsin gibi olan enzimler ve Endothia ve Mucor spp.” nin
tirettigi renin gibi olan enzimler olarak iki kisima ayrilirlar (Deshpande et al, 1998).

En bilinenleri pepsin, renin, katepsin D ve E’ dir.
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1.2.1.2.2.4. Metallo Proteazlar

Cinko, kobalt, manganez, bakir, nikel veya diger metaller araciligiyla katalizleme
yapabilen endoproteazlardir (Metzler, 2001, Polaina J., MacCabe A. P., 2007).

Tanimlanan yaklasik otuz kadar sinifi bulunmaktadir.

EDTA vb. gibi ajanlarla inhibe edilmektedirler. Kendi igerisinde nétral, alkali,
myxobacter I ve II seklinde dort boliime ayrilir. Metallo proteazlardan en bilinenleri
arasinda hiicre matrikslerinde bulunan serralysin, adamalysin ve hiicre zarinin
yapisina katilan zar proteinleri olan ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase)
proteinler yer alir (Edwards et al, 2008, Nduvimana et al, 1995; Rao et al, 1998).

1.2.8. Alkalen Proteaz Uretimi icin Gerekli Etmenler

Proteaz enzimini elde etmek i¢in mikroorganizmalar i¢in olusturulan besiyerlerinin
karbon ve azot bakimindan zengin olmasi gereklidir. Besi ortamlarinda kullanilan
karbonlar arasinda nisasta (Sinha and Satyanarayana, 1991, Ferrero et al, 1996),
glikoz (Sinha, N. and Satyanarayana, T., 1991; Gessesse, A., and Gashe. B:A., 1997)
ve laktoz (Sumantha et al, 2006) yapilan galismalar sonucunda enzim aktivitesini

artirdigi belirlenmistir.

Yapilan c¢alismalar 1s1ginda 1981 yilinda Long ve arkadaglarinin calismalarinin
sonucu olarak daha kolay metabolize olabilen (glikoz vb.) karbon kaynaklarinin
proteaz enzimi iretiminde negatif bir etki ile enzim aktivitesini diisiirdigii ortaya
cikarilmistir. Diger bir calismada ise Bacillus licheniformis S40 tiiriiyle yapilan
calisma sonunda friiktoz alkalen proteaz enziminin {iretiminde en elverisli kaynak
olarak belirlenmistir (Sinha, N. and Satyanarayana, T., 1991). Besi ortamlarinda
bulunabilecek karbonhidrat miktariin yiikselmesi iiretilen enzimin azalmasina neden

oldugu anlasilmaktadir (Sumantha et al, 2006).

Organik olarak elde edilen azot kaynaklarinin inorganik olarak elde edilen azot

kaynaklarindan alkalen proteaz {iiretiminde daha etkili oldugu belirlenmistir
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(Mathew, 1999). Yapilan calismalar gostermistir ki alkalen proteaz enziminin liretim
asamalarinda kullanilan yliksek inorganik azotlar liretimi baskiladigi belirlenmistir
(Heineken and O’Conner, 1972; Long et al, 1981; Fujiwara and Yamamoto, 1987).
Bacillus’lar ile yapilan ¢alismalarda da kullanilan izolGsin ve prolinin proteaz enzim

iretimine olumsuz etki yaptig1 saptanmistir (Sumantha et al, 2006).

Kiiltiir ortaminda enzim iretiminde ortama asilanan mikroorganizma miktarinin
onemli oldugu belirtilmistir (Mathew, 1999). Sinha and Satyanarayana (1991) nin
Bacillus liceniformis S40 tiirii ile yapmis olduklari ¢alismada % 2 oraninda asilama
yapmuglardir. Gaiju ve arkadaglarinin 1996 yilinda Bacillus coagulans bakterisi ile
yaptiklari deneylerde bakteri asilamasinin en uygun % 4 olarak belirlemislerdir.
Enzim iiretimi i¢in besi ortaminin pH degeri liretimde énemli yere sahiptir (Mathew,

1999).

Bir enzimin kiiltiir ortam1 aracilifiyla iiretilmesi ile ilgili yapilan ¢aligmalar da pH
degerinin 6nemli bir etmen oldugu goriilmiistiir (Mathew, 1999). Diger 6nemli bir
etmen ise kiiltiir ortaminin sicakligidir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda her farkli
bakterinin uygun sicaklikta daha iyi gelistigi ve tredigi belirlenmistir. Sinha and
Satyanarayana, 1991 yilinda Bacillus liceniformis S40 ile yaptiklari alkalen proteaz
enzim deneylerinde uygun sicakligin 35 °C oldugunu belirtmislerdir. Chang 1988
yilinda yaptig1 deneylerde Bacillus subtilis i¢in 37 °C sicakligin1 kullanmistir.
Tusijibo 1990 da Nocordiopsis dassonvillei ile Cheong’ un 1993’ de Pseudomonas
sp. SJ320 tirleriyle yapmis olduklar1 ¢alismalarda sicakligin 20-27 °C oldugunu
gostermislerdir. Misuzawa 1969’ da Streptomyces rectus var. Proteolyticus’ un

uygun sicakligi olarak 50 °C olarak belirlemistir.

1.2.9. Endiistride Proteazlarin Kullanildig1 Alanlar

Gilinlimiizde proteazlar diinya genelinde ki enzimlerin yaklasik % 60’ n1 olusturur ve
bu da proteazlarin endiistride kullanilan enzimler arasinda en 6nemli enzim grubu
oldugu kanitlar niteliktedir (Laxman et al, 2005). Proteazlar en genis ¢alisma alani

olarak deterjan tretiminde, gida ve besin sanayisinde, tekstil sanayisinde, deri
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sanayisinde, ila¢ endiistrisinde, kozmetik endiistrisinde, atik isleme sanayilerinde,
bira yapiminda, siit endiistrisinde, fotograf endiistrisinde ve tip ta kullanilmaktadir

(Gupta et al, 2002).

Bu kullanim alanlarina bakildigi zaman bakteriyel kaynakli proteazlarin diger

proteaz kaynaklarindan daha etkili oldugu belirlenmistir (Banerjee et al, 1999).

Alkalen proteazlar elde edilen kaynak olarak bakteri, maya, kiif gibi mikrobiyal
kaynaklar kullanilir (Singh, J. et al, 1999). Ancak biyoteknoloji de alkalen proteaz
tiretiminde en fazla kullanilan tiir alkali Bacillus® tur. Bunun nedeni ise izole etmek
hem ¢ok kolay hem de izole edilen ortaminin ¢ok fazla olmasidir. Ozellikle Bacillus’
lardan termofilik ve alkalifilik olanlarindan elde edilen alkali proteazlarin hem
yiiksek sicakliklara hem de yiliksek pH’ lara dayanabilme yetenekleri ¢ok yiiksektir
(Fogarty, W.M. and Kelly , 1979, Aunstrup, K., 1980, Johnvesly B., Naik, G.R ,
2001).

® AlKall pProLlcdsidal

¥ Diger proteaziar

H Amilaziar

¥ Diger Karbohnidralazial

w

rarimooitun crnainmnci

H Reninler

| 1rpoin

] Lipacsial

Sekil 1.5. Endiistride kullanilan proteazlarin oranlari (Gupta ve ark, 2002).
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1.29.1. Deterjan Endiistrisinde Kullanilan Proteazlar

Uretilen enzimler arasinda deterjanlar icin iiretilen enzimler diinyada % 30’u kapsar
(Horikoshi, 1996). Deterjanlar igerisinde kullanilan proteaz enzimlerinin asil gorevi
camagirlarda bulunan lekelerin i¢indeki proteinleri pargalayarak lekeleri yok etmek
ya da deterjanin diger temizleyici ajanlarin lekeyi pargalamasi i¢in imkan

saglamaktir (Celik, 2006, Nilegaonkar et al, 2007).

Bakteriyal kaynakli proteazlarin deterjan endiistrisinde kullanilmasinin nedenleri
arasinda yiiksek pH da iireyebilmeleri yer alir. Ayrica lekelerin ¢ikarilabilmesi icin
yiiksek sicakliklara dayanabilen deterjanlar igerdikleri beyazlatici etkili sodyum
fosfat ve sodyum perboratin neden oldugu fosfat kirliligini ortadan kaldirmak igin
daha diisiik sicakliklar1 kullanma yetenekleri olduklar1 i¢in bakteriyal proteazlar daha
fazla kullanilmaya baslanmistir ve zamanla bu maddelerin yerlerini tamamen
almiglardir (Kasavi, 2006). Proteaz enzimleri bu 6zelliklerinden dolay1 yaklasik 30

yildan beri 6nemini artirarak deterjanlarda yer almislardir (Oberoi et al, 2001).

Son yapilan ¢aligmalar géstermistir ki deterjanlarda kullanilan proteazlar Bacillus’
lardan elde edilen alkalen proteazlar ve serin proteazlardir. Ornek olarak Bacillus sp.,
B. licheniformis, B. amyloliquefaciens tiirlerinden iiretilen proteazlar g¢amasir
temizligi i¢in {iretilen deterjanlarda kullanilmaktadir (Uhlig, 1998, Uludag, 2000,
Aehle 2004). Bacillus’ larin haricinde Hindistan’da Conidiobolus coronatus tiiriinden
tiretilen alkalen proteaz deterjan sanayisinde kullanilmaktadir (Maurer, 2004).

Bu nedenlerden dolayr birgok ticari iiretici firmasi alkalen proteaz kaynagi olarak
bakteriyal kaynaklar1 kullanmaktadir. Asagidaki Cizelge 1.7.” de diinya iizerinde

deterjanlar igin elde edilen enzimler ve kaynaklarindan bazilar1 gosterilmistir.
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Cizelge 1.7. Diinya Uzerinde Deterjanlar i¢in Elde Edilen Enzimler ve

Kaynaklar1 (Maurer, 2004).

Alcalase® Novozymes B. licheniformis
FNA Genencor B. amyloliquefaciens
Savinase® Novozymes B. clausii
Purafect™ Genencor B. lentus

KAP Kao B. alkalophilus
Everlase™ Novozymes B. clausii

Purafect OxP™ Genencor B. lentus

FN4 Genencor B. lentus

BLAP S Henkel B. lentus

BLAP X Henkel B. lentus
Esperase® Novozymes B. halodurans
Kannase™ Novozymes B. clausii
Properase™ Genencor B. alkalophilus PB92
1.2.9.2.  Deri Sanayisinde Kullanilan Proteazlar

Derinin islenme basamaklar1 esnasinda kullanilan kimyasallarin tehlikeli olmasi ve
bu kimyasallarin g¢evreye zarar vermesinden dolayr enzimler kullanilmaktadir
(Andersen, 1998). Aymi zamanda deri sanayisinde kullanilan proteazlar deride
bulunan globiilinler ve albliminler gibi proteinleri pargalayarak deriden
uzaklastirmak, derinin yumusatilmasi isleminde, derinin 1slatilma asamasinda, deride
kirecleme isleminde, derideki killarin uzaklastirilmasi isleminde, yiinlerin deriden
uzaklastirilmasi isleminde ve derinin inceltilme isleminde kullanilmaktadir (Oztiirk,

M.H., 2004; Tekin, 2008; Seving, 2010).
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1.2.9.3.  ilac¢ Endiistrisinde Kullanilan Proteazlar

Bu alanda kullanilan proteazlar genellikle viicutta eksik olan enzimi karsilanmasinda
kullanilmaktadir. Ozelliklede sindirim sistemine etki etmesi icin verilen ilaglarda

proteazlar daha fazla kullanilmaktadir (Ismarc1, 2014).

Proteazlarin tedavi etmeyle gorevli ajanlarin gelismesinde etkili oldugu
belirlenmistir. Baz1 antibiyotiklerin gelismesinde etkili olarak yaniklar ve yaralarin
tedavi edilmesinde subtilisin veya kollejenaz proteazlari kullanilmaktadir. Lenfositik
16seminin baz tiirlerinde kan dolagimindaki asparajini uzaklastirmak igin E.coli’ den
tiretilen asparajinaz enzimi kullanilmaktadir (Kudrya, V.A. and Simonenko I.A.
1994; Rao et al, 1998; Gupta et al, 2002).

1.2.9.4. Gida Endiistrisinde Kullanilan Proteazlar

Proteazlar gida endiistrisinde genellikle proteinlerin hidrolizatlarinin hazirlanmasinda
kullanilir. Bu hazirlanan protein hidrolizatlar1 da daha sonra kan akisinin diizenli
olarak devam etmesinde, bebek mamalarimin igeriklerinde, diyetlere uygun
hazirlanan yiyeceklerde, meyve suyu ve bazi igecek tiirleri icin rafta kalma

Omiirlerinin uzatilmasinda kullanildig: bilinmektedir (Gupta et al 2002a).

Suan da giiniimiizde halen proteazlar devamli olarak ¢esitli peynirlerin iiretilmesinde,
firinlarda {iretilen unlu mamiillerde ve etlerin yumusatilma islemlerinde
kullanilmaktadir. Genel de hidrofobik aminoasit i¢eren protein hidrolizatlarin ac1 bir
tad1 vardir. Hidrofilik aminoasit igeren protein hidrolizatlarinin ise daha tath bir tadi

vardir (Aehle, 2004).

Gida sektoriinde en cok tercih edilen alkalen proteaz ise papain’ dir. Papain’ in
kullanildig1 alanlar bira iiretiminde biralarin sogukta bekletilmesinde ve etlerin
yumusatilmasinda kullanilir (Fadiloglu ve Erkmen 2004). Firinlarda kullanilan
hamurlarin 6zelligini iceriginde bulunan ve suda ¢dziinemeyen protein olan gliiten

belirler. Bu gliiten maddesinin proteoliz ile degistirilip gelistirilmesini saglayan da
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Aspergillus oryzae’den iiretilen endoproteinazlar ve ekzoproteinazlardir. Bunun
haricinde fungal kaynakli proteazlarda beyaz ekmeklerin ve diger hamur isi
rtinlerinin yapiminda siirekli kullanilmaktadir. Hamurlara yapilan bu enzim
islemleri ile hamurlarin el ile yapimimi veya makineler ile yapiminin
kolaylastirmaktadir. Tirler arasinda ise Bacillus subtilis’ ten iiretilen alkalen
proteazlari hamuru yumusama siirelerini uzatarak hamurun sert halde kalmasini
sagladig1 icin daha ¢ok kek, kraker ve biskiivi gibi diger firicilik tirlinlerde kullanilir
(Fadiloglu ve Erkmen, 2004, Celik, 2006). Bir de iriinlerin tadina ve iriiniin
aromasina etki eden tiirler de vardir. Bunlar ise amilazlarla birleserek bu gorevi

yapan asidik fungal mantarlardir (Uhlig, 1998, Krajewska, 2003).

Uzun willardir icerdigi yiiksek seviyede proteinden dolayr kullanilan soya
fasulyesinden yapilan soslarin ve diger soya iirlinlerinin yapiminda da proteazlar

kullanilmaktadir (Celik, 2006).

1.2.95. Kozmetik Sanayisinde Kullanilan Proteazlar

Kozmetik sektoriinde o6zellikle sa¢c bakimiyla, dis bakimiyla, tiiyleri yok eden
triinlerde, goz lenslerinin saklanmasi i¢in yapilan soliisyonlarda ve cilt bakimiyla

ilgili iiretilen iiriinlerde kullanilmaktadir (Seving, 2010; Ismarci, 2014).

1.2.9.6. Tekstil Sanayisinde Kullanilan Proteazlar

Tekstil iirlinlerinin tiretimi i¢in gerekli olan ham maddelerinin protein esasli olanlari
islenmesini saglayarak ham maddenin {iretim i¢in hazir hale gelmesini saglamakta
kullanilir. Kumaglarin yapiminda kullanilan maddeler iki ¢esit lif yapisinda bulunur.
Bunlardan birincisi yiin, kasmir, ipek gibi iiriinlerde de bulunan dogal protein
lifleridir. Ikincisi ise kazein ile yenilenerek olusmus protein lifleridir (Duran ve ark.,
2007).
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Icerigi yiin olan iiriinlerde papain, pepsin ve pronaz gibi proteazlarla enzimatik
islemler uygulanarak {riinler daha esnek hale getirilmis, igerdigi kirlerden
arindirilmis ve triinlerin daha beyaz hale gelmesi i¢in kullanildigi bilinmektedir

(Karmakar, 1999).

1.2.9.7. Atk Isleme Sanayisinde Kullanilan Proteazlar

Bu alandaki proteazlarin temel gorevi ¢evre ve doga i¢in zararli olan atiklarin yine
cevre ve doga icin yararli hale getirmektir. Dalev ve Simeonova 1992 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismalarda Bacillus subtilis’ ten irettikleri proteazlarla deri sanayisinden

kaynaklanan atiklar1 isleyerek tutkal gibi yararli bir {irin olusturmuslardir.

Yine 1994 yilinda Dalev Bacillus subtilis’ ten {iretmis oldugu proteazlar ile
kiimeslerdeki tiiyleri ve kiimes hayvanlarinin kesildigi alanlardaki tiiylerin ortamdan
uzaklagtirilmasi i¢in kullanilmistir. Kiimesin toplam agirliginin % 5’ 1 kadar olan bu
tilyler keratin yapili olup tamamen parcalandigi i¢in 6nemli bir protein kaynagi
olarak gida ve yem sanayisinde kullanilmistir (Anwar ve Saleemuddin 1997, Oztiirk

2004).

B. subtilis, B. amyloliquefaciens ve Streptomyces sp.’ ten elde edilen enzimler ve
distilfiti azaltan bir madde ile atik borularda zamanla killarin birikerek olusturdugu
tikanikliklari, yine bu ikili sistem ile killar1 parcalayarak acilmasi saglanmustir.
Giliniimiizde bu yontemi kullanan sistemin ticari olarak pazarlayan sirket de Genex’

tir (Jacobson et al, 1985).

1.2.9.8. Fotograf Endiistrisinde Kullanilan Proteazlar

Fotograf endiistrisinde kullanilan filmler ve X 151n1 yapili filmlerde bulunan giimiisii
bu filmlerden koparmak icin kullanilan proteazlardir. Bu filmler genel de jelatin bir
tabaka icerisinde bulunur ve yaklasik % 1.5- 2 giimiis igerir. Bu giimiisi geri elde

edebilmek i¢in enzimatik islemler uygulanmadan Once jelatin yakilip giimiis elde
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edilirdi ama bu yontemde c¢evre kirliligine neden olmaktaydi. Su an ise enzimler ile
bu jelatin tabaka hidroliz edilerek hem glimiis geri kazanilir hem de artik polyester
filmlerinde geri kazanilmasi saglanmistir (Horikoshi, 1999). Fujiwara 1991 yilinda
yaptig1 ¢alismada Bacillus subtilis’ ten elde ettigi proteaz ile jelatin tabakasini 30
dakika boyunca 50 - 60 °C isleme tabi tutarak giimiisii uzaklastirdigini kanitlamistir
(Fujiwara et al, 1991; Nelson, D. , M.M. , Cox, 2005).

1.3.  Proteaz Ureten Bakteriler de Borun Yeri

Diinyada toprakta, suda, kayalarda yaygin sekilde bor bulunmaktadir. B ile gdsterilen
ve 5 atom numarasina sahip 10. 81 atom agirligina sahip bir elementtir. Bor dogal
ortamlarda saf olarak bulunmamaktadir. Genellikle farkli bilesiklerin oksitleriyle
beraber bulunurlar. (Kemp, 1956). Metal ve oksijenle birlesen borlara borax adi

verilir (http://www.etimaden.gov.tr/tr/page/bor-turkiye-tarihcesi, 2016).

Ik saf bor Fransiz Kimyager J.L.Gay Lussac ve Baron L.J. Thenard ile Ingiliz
Kimyager H. Davy’ nin yapmis olduklar1 c¢alismalarda elde edilmistir. Tiirkiye,
A.B.D. ve Rusya diinyada en 6nemli bor yataklarina sahip iilkelerdir. Asagidaki

Cizelge 1.8.” de Diinya Bor Rezervleri goriilmektedir.

Cizelge 1.8. Diinya Bor Rezevleri

Tiirkiye 955.297 72.1
A.B.D. 80.000 6.7
Rusya 100.000 8.4
Cin 47.000 3.9
Arjantin 9.000 0.8
Bolivya 19.000 1.6
Sili 41.000 3.4
Peru 22.000 1.8
Kazakistan - -
Sirbistan 16.200 1,3
fran 1.000 0.0
Toplam 1.199.700 100.0
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Tablo goz oniline alindiginda bor kaynagi olarak % 72 rezerv oraniyla diinya
genelinde Tiirkiye ¢ok 6nemli konumdadir. (Mergan vd. , 2006).

Tiirkiye’ nin bor rezervleri ise Eskisehir-Kirka, Balikesir-Bigadig, Kiitahya-Emet ve
Bursa-Kestelek® de  bulunmaktadir  (http://www.etimaden.gov.tr/tr/page/bor-

rezervleri, 2016).

Bolgelerin oranlarma bakilirsa % 72° lik Tiirkiye rezervinin % 37’°sini Bigadic-
Balikesir, % 34’ ii Emet-Kiitahya, % 28’1 Kirka-Eskisehir ve %1 Kestelek-Bursa
olusturmaktadir. Balikesir-Bigadi¢ yatagindan ¢ikarilan kolemanit ve iileksit ortamin

arsenik degerlerinin diisiik olmasindan dolay1 degerli maddelerdir (DPT, 1995).

Bakteriler ve borun iligkisini gostermek igin yapilan bazi ¢aligsmalar, 1986 yilinda
Mateo ve arkadaslarinin yaptiklar1 Cynobacteria tiirleriyle ilgili ¢alismalarda borun
ana etmenlerden oldugu gosterilmistir. 1961 yilinda Anderson ve Jordan Azetobacter
tirii caligmalarinda bor elementinin nitrojen fiksasyonun da artirici bir etkisi
oldugunu belirtmislerdir. Antibiyotik {ireticisi olan Streptomisetlerden elde edilen
bazi antibiyotikler de boromycin (Kohno vd., 1996), tartrolon A ve B (Irschik vd.,
1995)” borun varligi kanitlanmistir. Mikrobiyal {iretim yapmak i¢in kullanilan besi

yerlerinde de borun oldugu tespit edilmistir (Stainer vd., 1966).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

Bu calismada kullanilan mikroorganizmalar, iilkemizin Balikesir ilinin Bigadi¢
ilcesinde bulunan bir bor madeni icerisinden alinmistir. Ornekler madenin atik havuz
topragindan ve maden igerisinden ¢ikarilan borun bulundugu topraktan olmak tizere

ornekler alinmistir.

Yapilan izolasyon c¢alismalari ile mikroorganizmalar saf olarak elde edilmistir. Bu

mikroorganizmalar igerigi farkli ortamlarda {iiretilerek en yiiksek enzim iiretim

aktivitesine ulagilmaya calisilmistir.

2.1.1. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

NaOH Cozeltisi (2 N NaOH Cozeltisi )

Besi yerlerinin pH’1nin ayarlanmasinda 2 N NaOH tampon ¢6zeltisi kullanilmistir.

Sodyum Fosfat Tamponu

Proteaz enziminin pH 7.0’ deki aktivitesinin Olglilmesinde kullanilmistir.6.77 ¢
K,;HPO, 1 L distile su igerisinde ¢oziinmiistiir (A ¢ozeltisi). 8.85 g Na,HPO, 1L
distile su igerisinde ¢ozinmistir (B ¢ozeltisi).A ¢ozeltisinden 413 mL ve B
¢oOzeltisinden 587 mL alinarak karistirilarak elde edilmistir (Temizkan ve Arda,
2004).
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N32CO3 Cozeltisi ( % 10’ luk N32CO3 Cozeltisi )

Kullanilan besi yerlerinin ve tampon c¢ozeltilerin pH 7.0, 8.0, 9.0 ve pH 10.0’ a

ayarlanmasinda kullanilmistir.

Na,CO; 10¢g

Distile su 100 mL karistirilarak hazirlanmistir.

HCI Cozeltisi ( 0.1 M HCI Cozeltisi )

Besi yerleri ve tampon ¢ozeltilerin pH degerinin yiiksek degerlerden istenilen diisiik

degerlere diisiiriilmesinde kullanilmistir.

HCI 3649
Distile su 1000 mL karistirilarak elde edilmistir.

Serum Fizyolojik Cozeltisi

Toprak orneklerinin diliisyon asamasinda ve spektrofotometrede orneklerin optik

yogunluklar1 (OD) dlgiiliirken bir standart elde etmek i¢in kullanilmistir.

NaCl 99
Distile su 1000 mL karisimindan elde edilmistir.

2.1.2. Proteaz Enzim Aktivite Tayininde Kullamlan Cozelti ve Tamponlar

Glisin — NaOH Tamponu ( 50 mM Glisin — NaOH Tamponu )

Proteaz enziminin pH 9.0 — pH 12.0 araliginda ki aktivitesinin saptanmasi igin
kullanilmistir (Denizci ve ark. , 2003, Temizkan ve Arda, 2004).
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50 mM Glisin 0.3759 /100 mL

1 N NaOH 8.4g/100 mL

Distile su 100 mL

Oncelikle 50 mM Glisin 100 mL distile su igerisinde ¢oziinmiistiir. Istenilen pH
degeri 1 N’lik NaOH ¢6zeltisi ayarlanip, hacmi 100 mL’ ye gelecek sekilde distile su

eklenmistir.

Sodyum Karbonat Tamponu ( 0.5 M Sodyum Karbonat Tamponu )

Proteaz enzim aktivitesinin 6l¢lilmesinde kullanilmistir (Denizci ve ark. , 2003).

0.5 M Na,CO4 5.3g/ 100 mL

Distile su 100 mL

100 mL distile su icerisinde 0.5 M Na,CO3 karistirilarak hazirlanmistir.

TCA (Trichloro asetic asit ) Cozeltisi

Enzim ve substrat ¢ozeltilerinde reaksiyonu durdurmak igin kullanilmistir (Denizci

ve ark. , 2003).

TCA (0.1 M) 1.633 g/ 100 mL
Sodyum Asetat (0.22 M) 2.993 g/ 100 mL
Asetik Asit (0.33 M) 1.891 mL /100 mL
Distile su 98 mL

0.1 M TCA ile 0.22 M sodyum asetat 98 mL distile su i¢inde ¢dziinmiis Ve son hacim
100 mL olana kadar 0.33 M asetik asit ilave edilmistir.
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Folin Reaktifi (2 N Folin Reaktifi )

1:1 oraninda olacak sekilde distile su ve folin reaktifi karistirilarak elde edilmistir
(Denizci ve ark. , 2003).

2.1.3. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tamponlar

Tris/ EDTA Tamponu (250 mL)

250 mL distile su igerisine 0.3 g tris ve 0.008 g EDTA konularak karistirilir. pH 8.0’

a ayarlanir.

% 10’luk SDS Tamponu (100 mL)

100 mL distile su igerisine 10 g SDS karistirilarak hazirlanir.

Proteinaz K

Hazir olarak alinarak kullanilmistir.

NaCl Tamponu (5 M 100 mL )

100 mL distile su igerisinde 20 g NaCl karistirilarak hazirlanir.
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CTAB / NaCl Cozeltisi

90 mL distile su i¢inde 4.1 g NaCl ¢oziindiiriiliir ve lizerine 10 g CTAB yavasga
eklenerek 65 °C “ ye kadar 1sitilir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar iistiine distile
su eklenir.

Kloroform / izoamil Alkol Tamponu

96 mL kloroform ile 4 mL izoamil alkol karistirilarak hazirlanir.

Kloroform / izoamil Alkol / Fenol Tamponu

10 g fenol ile 10 mL Tris HCI (50 mM, pH 8.0) ¢ozdiiriiliir. 2 saat bekletildikten
sonra iki faz olusur. Ust faz atilir. Alt faza 10 mL Tris HCI ¢ozeltisi eklenir ve 5-6
dakika beklenir. Ust faz yine atilir. Yeniden 10 mL Tris HCI ¢ozeltisi eklenir ve bu
islemler 5-6 kez tekrar edilir. 9.6 mL kloroform, 0.4 mL izoamil alkol, 10 mL Tris
HCIl ve hazilanan fenol karisimindan da 10 mL konularak hazirlanir.

% 70’ lik Etanol

70 mL %100’ liikk etanol ve 30 mL distile su karistirilarak hazirlanir.

Izopropanol Alkol

Hazir halde bulunan izopropanol alkol izolasyon isleminde gerekli miktar1 kadar

alinarak kullanilir.
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Tris HCI Tamponu (50 mM, pH 8.0)

0.78 g Tris HCI alinarak 100 mL distile su ile hazirlanmistir.

2.1.4. Kullanilan Besi Yerleri

Nutrient Broth ( MERCK 1.05443)

Proteaz enzim aktivitesinin belirlenme islemlerinde ve DNA izolasyonu

asamalarinda mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi i¢in kullanilmistir.

Bilesimi a/L
Pepton 5
Et Oziitii 3

Hazirlanan besi yeri ¢alismada 121°C 1.0 Atm basingta otoklavda steril edildikten

sonra kullanilmstir.

Nutrient Agar (MERCK 1.05450)

Caligmada kullanilan mikroorganizmalarin petriler halinde stok kiiltiir olarak

saklanmasinda kullanilmistir.

Bilesimi g/lt
Pepton 5
Et Oziitii 3
Agar 12

Hazirlanan besi yeri ¢alismada 121°C 1.0 Atm basingta otoklavda steril edildikten

sonra kullanilmistir.
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N1 Agar

Calismadaki mikroorganizmalarin yatik olarak stok kiiltlir halinde saklanmasi igin

kullanilmistir.

Bilesimi g/L
Pepton 10
Et Oziitii 10
Maya Oziitii 5
Glikoz 1
Agar 15

Hazirlanan besi yeri ¢alismada 121°C 1.0 Atm basingta otoklavda steril edildikten

sonra kullanilmustir.

Skim milk Besiyeri

Mikroorganizmalarin proteaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir (Singh ve

ark., 2001). Singh ve arkadaslarinin belirledigi besi yeri ¢alismada modifiye edilerek

kullanilmastir.

Bilesimi a/L
Pepton 10
Et Oziitii 3
NaCl 5
Skimmilk 11
Agar 15

Istenilen pH’a ayarlanarak steril edilmis besi yerine ayr1 olarak steril edilmis olan

skim milk eklenmistir.
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Uygun Enzim Uretim Besiyeri

Calismada mikroorganizmalarin en yiiksek proteaz iiretiminin saglandigli enzim

besiyeri olarak kullanilmistir (Qadar ve ark. , 2009).

Bilesimi a/L
Pepton 10
Maya Oziitii 0.2
Glikoz 1
MgSO, 0.1
CaCl, 0.1
K,HPO, 0.5

Qadar ve arkadaslarinin belirlemis oldugu enzim besi yerine 5 g/L kazein ilave
edilerek modifiye yapilmis olarak kullanilmistir. Hazirlanan enzim besi yerinin pH’ 1
ayarlanmig ve 121°C 1.0 atm basingta otoklavda steril edildikten sonra kullanilmaistir.

Triptone (indol) Besiyeri

IMVIC testlerinden indol testinin uygulanmasi i¢in kullanilir.

Bilesimi q/L
Pepton from casein 10
NaCl 5

karisimi ile hazirlanmastir.

Clark ve Lubs Besiyeri

IMVIC testleri iginden metil red ve voges-proskauer testleri i¢in kullanilan besi

yeridir.
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Bilesimi ag/L
Pepton from meat 7
Glikoz 5
Dipotasyum fosfat 5

(K2HPO,4 — Fosfat Buffer )

karistirilarak testler i¢in yapilmustir.

Sitrat (Simmon’s Citrate Agar) Besiyeri

IMVIC testlerinden olan sitrat testinin uygulanabilmesi i¢in yapilan besiyeridir.

Bilesimi

Amonyum Dihidrojen Fosfat
Dipotasyum Fosfat

Sodyum Kloriir

NmHl—‘ri
-

Sodyum Sitrat
Magnezyum Siilfat 0,2
Agar 15
Bromtimol Mavisi 0,08
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2.2. METOD

2.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Bu calismada kullanilan 6rnekler i¢in Balikesir ilinin Bigadig il¢esinde bulunan bir
bor madeni igerisinden farkli bolgelerden toprak Ornekleri alinmistir. Toprak
ornekleri topragm iist kisminin temizlenerek tavan kisminin yaklagik 5-10 cm

asagisindan alinmistir.

Alman oOrnekler i¢in ayri ayr1 olarak seri sulandirma yapilarak diliisyon islemi
gerceklestirilmistir. Toprak orneklerinden 1’er g tartilip 10 mL igerisinde serum
fizyolojik bulunan tiiplere konulmus ve vorteks cihazi ile karigmalar1 saglanmistir.

(Lennette et al, 1985).

Inkiibasyon islemi sonrasinda 6rneklerden 107 - 107 aralifinda olmak iizere seri
diliisyonlar yapilmis ve orneklerden 0.1 mL pipet ile alinarak petrilere eklenmistir.
Drigalski spatiilii yardimiyla yayma yontemine gore ekim yapilmistir (Temiz, 1994).

Ekim islemi bitirildikten sonra petriler 37 °C’de 18 saat inkiibe edilmistir.

2.2.2. Proteaz Uretimi I¢cin En Uygun Bakterilerin Belirlenmesi

18 saatlik inkiibasyon isleminin sonunda gelismis olan bakteriler alinarak proteaz
enzimini Urettiginin goriilecegi skim milk besi yerine ekilerek 18 saat 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra besi yerelerinde koloniler etrafinda
olusan zonlar tespit edilmistir. Bu koloniler proteaz pozitif olarak se¢ilmis ve bu
calismada kullanilmistir(Adinarayana et al, 2003). Proteaz pozitif olan koloniler tek
koloni ekim ydntemine gére N1 agar besi yerine ekilerek daha sonraki asamalarda

kullanilmak tizere saf kiiltiir seklinde +4 °C’de saklanmistir(Anonymus, 1978).
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2.2.3. Bakterilerin Ureme Zamanlar1 ve Bakterilerin Ureme Egrileri

Bakteriyi iiretmek icin hazirlanan besi yerlerine ekilen bakteriler 37 © C’ de inkiibe
edilmistir. Bakterilerin inkiibasyonu sirasinda 6, 24, 32, 48, 56 ve 72 saatlerde
iiremeye bakilmistir. Mcfarland yontemi esas alinarak baglangigtaki bakteri sayisini
sabitlemek i¢in steril olarak hazirlanan serum fizyolojik ile optik yogunluklari (OD)
0.3 — 0.4 araligina ayarlanmistir. 6, 24, 32, 48, 56, 72. saatlerde 6rnek alinarak
spektrofotometrede optik yogunluklart Slgiilerek bakterilerin gosterdikleri iireme
miktart belirlenmistir. Buna gore elde edilen degerler ile {ireme egrileri

olusturulmustur.

2.2.4. Bakterilerin En Iyi Proteolitik Aktivite Gosterdigi pH Degerlerinin

Saptanmasi

Proteaz iiretimi pozitif olarak tanimladigimiz bakterilerimizi pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0,
12.0 olarak ayarladigimiz skim milk besi yerine ekimi yapilmistir. Daha sonra ekim
islemi bittikten sonra petriler 37 °C 24 saat siire ile inkiibasyon igin etiive
konulmustur. 24. saatin sonucunda proteaz pozitif olarak tanimladigimiz bakterilerin
treyebilmesi ve en 1yi enzim Tlretebilmesi i¢in gerekli olan pH degeri tespit

edilmistir.

2.2.5. Bakterilerin En Iyi Proteolitik Aktivite Gosterdigi Sicaklhik Degerlerinin
Saptanmasi

Proteaz iiretimi pozitif olan bakteriler farkli pH araliklarinda hazirlanan kat1 skim

milk besi yerine ekimi yapilarak 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C, 50 °C ‘ye

ayarlanmis etiivlerde 24 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir (\Voget et al, 2006).
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2.2.6. Secilen izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Gram Boyama

2005 yilinda Smith ve Hussey tarafindan belirtilmis olan yonteme gore gram boyama
islemi yapilmistir. Bu islemde 24 saat etiivde petrilerde {iretimi saglanan izolatlar
steril 6ze ile alinarak lam {izerine birakilmistir. Daha sonra da {izerine 1 damla distile
su damlatilarak kurumaya birakilmistir. Lam iizerindeki izolatlarin kurumasi bittikten
sonra bek atesinden 3 defa gegirilerek fiksasyon islemi yapilmistir. Sonra da sirastyla
kristal viyole damlatilmis ve bir dakika beklenilmistir. 1 dakika sonunda distile su ile
kristal viyole lam iizerinden yikanmistir. Ardindan lam {zerine lugol ¢ozeltisi
damlatilir ve yine 1 dakika beklenir. Yine bir dakika sonucunda lam distile su ile
yikanir. Sonra etil alkol lam {izerine damlatilir ve 15 saniye beklenilir. Alkol siiresi
gecirilmeden distile su ile yikanir. Son olarak da safranin boyas1 damlatilir ve bu da
30 saniye kadar beklenilir. Siire sonunda distile su ile yikanan lam mikroskopta
gorlntiillenmek i¢in hazirdir. Isik mikroskobunda 100X’ lik objektifte lam {izerine
immersiyon yagi damlatilarak goriintiilenmistir. Mikroskop goriintiisiinde bakteriler
mor renkli olanlar i¢in Gram + , agik pembe sahip bakteriler de Gram — olarak

tanimlanmaistir.

Katalaz Testi

24 saat boyunca etiivde degerleri optimal seviye gelen bakterilerden steril 6ze ile
fazla miktarda alinarak bir lamin {izerine birakilir. Daha sonra tlizerine 3-4 damla %

3’ lik hidrojen peroksit (H20,) damlatilmistir. 1-2 dakika sonra lamda gaz

kabarciklarinin olugmasi katalaz pozitif olarak belirtilmistir (Miller, 1992).
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IMVIC Testleri

indol Testi

Bu test ile bakteride triptofanaz enziminin bulunup bulunmadiginin tespitinde
kullanilir. Bu islemde igeriginde triptofan olan besi yerine ekilen bakteri ortamdaki
triptofan1 parcalayarak ortaya indoliin ¢ikmasina neden olur. Ortaya ¢ikan indol de
aldehitler ile birleserek renkli goriiniirler (Shigei J., 1992). Ortamda indol varsa
birlestigi aldehite gore renk verir. Benzaldehit ile birlestiyse pembe-kirmizi bir renk
olusur. Eger indol sinnamaldehit ile birlestiyse mavi-yesil bir renk olusumu gozlenir
(York MK et al, 2007 )

Triptofan besi yeri olarak hazirlanan sivi besi yerine ekimi yapilan taze olarak
gelistirilmis bakteriler 37 °C sicaklikta 5 gilin boyunca etiivde bekletilmistir. Siire
sonunda tiliplerin i¢ine 0.5 mL kovacs ayiract damlatilarak 1-2 dakika beklenir.
Sonug olarak tiiplerde kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif, sari halkanin olusmasi

negatif olarak degerlendirilir.

Metil Kirmizis1 Testi (MR )

Bu testin amaci bir bakterinin glikoz fermantasyonu olayinda olusan {riinler
icerisinde asit olusturup olusturmadiginin tespiti icin kullanilir. Indikator olarak bu

testte metil kirmizi kimyasali kullanilir (Shigei J., 1992; York MK et al, 2007 ).

Bu test de Clark-Lubs besi yerine gelistirilmis kiiltiirlerin ekimi yapilir ve 7 giin
boyunca 37 °C sicaklikta bekletilir. 7 giiniin sonunda besi yerlerine metil red
kimyasalindan 4-5 damla damlatilarak degerlendirme yapilir. Kirmizi halkanin

olugmas1 bu testin pozitif oldugunu gosterir.
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Voges-Proskauer Testi (VP)

Bu testin amaci da bakterinin glikoz fermantasyonu isleminde olusturdugu iiriinler
icerisinde noétral son iirlinlin varligimin tespitinde kullanilir. MR testi gibi glikoz
fermantasyonunu kullandiklari i¢in testte MR testiyle ayni besi yeri kullanilir (Shigei
J. 1992; York MK ve ark. 2007 ).

Gelistirilmis bakteriler Clark-Lubs besi yerine ekilir ve 37 °C ‘de 7 giin bekletilir.
Siire sonunda hem ekim yapilmis besi yerlerine hem de ekim yapilmamis saf besi
yerlerine O’ Meara ayiraci veya 0. 2 mL % 40’ ik KOH, 0. 6 mL % 5’ lik alfa naftol
ve 1| mL’ ye tamamlana kadar saf etanol koyularak hazirlanan soliisyondan 1 mL

eklenir ve yavasca karistirilir. 37 °C’ lik su banyosunda 4 saat bekletilir.

Sonug¢ olarak besi yerinin iist kisminda 5 dakika icinde pembe renk olusuyorsa
asetoin var demektir ve test pozitiftir eger renk pembe degil de sar1 ise asetoin yok

demektir ve test negatiftir.

Sitrat Testi

Bakterilerin besi yerinde bulunan sitrati karbon kaynagi olarak ve amonyum tuzlarim
da nitrojen kaynagi seklinde kullanip kullanmamasinin tespit edildigi testtir. Bu test
icin karbon kaynagi olarak sitrat bulunan yatik sekilde hazirlanmis sitrat agar

(Simmon’s citrate agar) kullanilir (Shigei J. 1992;York MK ve ark. 2007 ).

Saf kiiltiirlerini steril edilmis fizyolojik su ile biraz sulandirilir ve sitrat agar
(Simmon’s citrate agar) besi yerine ekimleri yapilir. Inkiibasyon icin 7 giin boyunca
37 °C’ de bekletilir. 7 giinlin sonunda besi yerlerinde iiremenin olmamasi ve besi
yerlerinin kendi yesil rengini korumasi testin negatif, besi yerinde iiremenin olarak

besi yeri renginin koyu mavi renge doniismesi testin pozitif sonuglanmasini gosterir.
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2.2.7. Proteaz Uretimi

Proteaz iiretimi icin elde edilen izolatlar +4 C © de kiiltiir olarak saklandig1 ortamdan
ast olarak hazirlanmistir. 37 °C’ de 24 saat boyunca etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Bu silire sonunda izolatlarin spektrofotometrik baz da optik degerleri
belirli bir orana sabitlenmis ve hazirlanan en uygun enzim fiiretim besi yerine

ekilmistir.

2.2.8. Proteaz Aktivite Tayini

Deneylerde proteaz aktivitesi 1989 yilinda Takami’ nin belirtmis oldugu yontemin
substrati kazein olarak degistirilerek uygulanmistir. Yonteme gore 0.5 mL enzim
aliarak hazirlanan % 0.65’lik kazein ¢ozeltisi ile yaklasik 20 dakika kadar 37 °C’ de
bekletilmistir. Bu islem bittikten sonra tiiplerin igine 110 mM trikloroasetik asit
(TCA) c¢ozeltisinden 2.5 mL eklenerek 30 dakika boyunca 37 °C sicakligina
ayarlanmis su banyosuna birakilmistir. Bu siireden sonra alinan tiipler yeni tiiplere
filtre kagidi ile siizdiiriilmiistiir. Siizme islemi bittikten sonra tiiplerin i¢ine 2.5 mL
0.5 M sodyum karbonat (Na,CO3) eklenmistir. Bu karisimin {izerine de 0.5 M Folin-
Ciocaltcau reaktifi eklenerek oda sicakliginda 30 dakika beklemeye birakilmistir. Bu
islemden sonra da tiipler i¢indeki ¢ozelti spektrofotometre kiivetlerine konulmustur,

kor olarak distile su ile 660 nm de spektrofotometre 6l¢iimleri yapilmistir.

Cikan sonucglardan enzim miktarlarinin hesaplamalar1 asagida verilen formiile gore
ve hazirlanan standart trozin grafiginde belirlenen egim kullanilmistir. Bir inite
(U/ml) enzim aktivitesi, dakikada 1 pg tirozinin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli enzim

miktari olarak belirtilmistir (Erarslan vd. 2005).

(OD660/Egim) x Toplam hacim(mL)
Enzim Aktivitesi = -----m-mmmmmm o x Seyreltme faktorii
(U/g/mL) Enzim hacmi(mL) x Inkiibasyon siiresi(dak)  (U/mL)
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2.2.9. Tirozin Grafiginin Hazirlanmasi

Tirozin standart grafiginin hazirlanmasinda 50 mM pH 10.0 glisin — NaOH tampon
¢ozelti ile 1 mg / mL tirozin karistirilarak ¢dzelti hazirlanmigtir. Hazirlanan bu stok
¢ozeltiden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,100, 150, 200 pL alinarak 1 mL’ye 50
mM pH 10.0 glisin — NaOH tampon ile tamamlanmistir. Uzerine 0.5 M sodyum

karbonattan 2.5 mL ve 0.5 mL folin reaktifi eklenmistir.

Hazirlanan ¢ozelti 30 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmis ve daha sonra
spektrofotometrede 660 nm’ de degerleri Olciilmiistiir. Karisimlardaki tirozin oranina
bagli olarak 660 nm’ de goriilen degisimlere gore tirozin grafigi ¢izilmistir. Bu grafik

sonucuna gore de enzimlerin proteaz aktiviteleri hesaplanmistir (Takami et al, 1989).

2.2.10. Uretim Yapilan Ortamin Baslangic pH Degerinin Proteaz Enzim

Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Uretim ortaminin baglangig pH degerinin enzim {iretimine etkisini gorebilmek igin
pH 7.0 - 8.0 i¢in Na,HPO, - NaH,PO, tamponu, pH 9.0-12.0 i¢cin NaHCO3-NaOH
tamponlar1 kullanilarak hazirlanan 50 mL’lik besi yerlerine bir giin etiivde
inkiibasyonda tutulan 6rnekler % 5 oraninda asilanmistir. Asilanan besi yerleri 18
saat siire boyunca 37 °C de 150 rpm hizinda calkalamali etiive birakilmistir. Siire
sonunda her 6rnek protein aktivite yontemi ile Olgiilerek proteaz iiretimi i¢in ortamin

en uygun pH degeri tespit edilmistir.

2.2.11. Proteaz Enzim Uretiminde Inkiibasyon Sicakhk Degerinin Proteaz

Enzim Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Proteaz enzimi iiretimi i¢in en uygun sicakligin tespiti i¢in daha Once belirlenen
uygun pH degerlerinde hazirlanan 50 ml’lik enzim iiretim besi yerlerine taze olarak
gelistirilmis bakteri 6rneklerimizden % 5 miktarinda asilama yapilarak 15 °C, 25 °C,

37 °C, 50 °C’ ye ayarlanmis 150 rpm hizinda calkalamali etiivlere konulmustur. 18.
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saatin sonunda besi yerlerinden alinan ornekler protein aktivite tayin yontemi ile
Olclilerek proteaz enziminin {iretimi i¢in en uygun sicaklik tespit edilmistir

(VijayAnand et al., 2010).

2.2.12. Proteaz Enzim Uretiminde Inkiibasyon Siiresinin Etkisinin Belirlenmesi

Daha onceden belirlenen proteaz enzim iiretimi i¢in optimum sicaklik ve pH
sartlarina uygun olarak hazirlanan enzim iiretim besi yerleri 150 rpm hizindaki
calkalamal1 inkiibatore birakilmistir. Bu inkiibasyona birakilan 6rneklerden 6, 12, 18,
24, 48 ve 72 saat sonlarinda belirli oranlarda 6rnek alinmis (Reddy et al., 2011) ve
yine protein aktivite tayin yoOntemi uygulanarak proteaz enzimi iiretiminde

inkiibasyon siiresinin etkisi belirlenmistir.

2.2.13. Sodyum Tetraborat Dekahidrat ( Sodium tetraborate decahydrate)’ 1n

Proteaz Uretimine Etkisi

Bu calismada kullanilan bakteriler bir bor madeninden alindigi i¢in bor tiirevi bir
kimyasalin bakterinin proteaz enzimi iiretimine etkisinin belirlenmesi amac¢lanmistir.
Proteaz tiretimi i¢in kullanilan enzim {iiretim besi yerine 50 mM sodyum tetraborat
dekahidrat (Na;B407.10H,0) eklenerek proteaz enzimi iretimindeki degigim

belirlenmistir.

2.2.14. Farkhi Karbon Kaynaklarinin Proteaz Enzimi Uretimine Etkisi

Bu calismada kullanilan bakterilerden en iyi proteaz iiretilen besi yeri Enzim Uretim
Besi yeri olarak agiklanan besi yeridir. Bu besi yerinde karbon kaynagi olarak glikoz

kullanildig1 bilinmektedir. Bu karbon kaynagi olan glikoz yerine ayni miktar kadar

nisasta ve sakkaroz kullanilarak farkli karbon kaynaklarinin etkisi goriilmiistiir.
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2.2.15. Kromozomal DNA Izolasyonu ve DNA Miktar Tayinin Belirlenmesi

Topraktan izole edilmis bakterilerin kromozomal DNA izolasyonu 1990 yilinda
Cutting ve Horn’ un belirledigi protokole gore bazi degisiklikler uygulanarak
yapilmistir. 25 mL olacak sekilde hazirlanan nutrient broth siv1 besi yerine ekimler
yapilarak 18 saat boyunca 150 rpm de inkiibe edilmistir. 18 saatlik inkiibasyon
sonunda ornekler iki kez 5 dakika 10.000 rpm’ de santrifiij yapilarak bakterilerin
¢oktiiriilmesi saglanmustir. Islem sonunda iist kisim atilmis altta kalan ¢okelti kismi
kullanilmistir. Ependorf tiip igerisinde bulunan ¢dkelti kisminin iistiine 400 pL TE
tamponu eklenir ve hafif¢ce ¢alkalanir. Sonra iizerine 30 uL SDS ¢ozeltisi eklenir ve
vorteks ile tamamen karistirilmasi saglanmistir. Vorteks isleminden sonra tiiplere 3
pL proteinaz K eklenir ve 37 °C’ de 1 saat bekletilmistir.1 saat sonra tiiplere 100 pL
NaCl eklenir ve yavasca el ile ¢alkalanir. Sonra iizerine 80 pL. CTAB / NaCl ¢ozeltisi
eklenir ve el ile yavasca karistirildiktan sonra 65 °C’ de 10 dakika tutulur. Tiiplerin
hacmi kadar tiiplere kloroform / izoamil alkol eklenir. El ile ¢alkalanir ve olusan iist
faz1 yeni ependorf tiiplere alinir lizerine fenol / kloroform / izoamil alkol ¢ozeltisi
eklenir Alt {ist yapilarak tamamen karismasi saglanir. Ust faz yine yeni bir tiipe
alinarak hacminin 0.6’ s1 kadar izopropanol eklenir. Calkalayarak karistirdiktan sonra
50 uL %70’ lik etanol eklenir ve hemen dokiiliir. Tipler agz1 acik sekilde 15 dakika
bekletilir. En son olarak tiiplere 75 pL TE tamponu eklenir ve izolasyon islemi

bitirilir.

2.2.16. 16S rDNA Geninin PCR ile Cogaltilmasi

Yapilan ¢aligmalar ile elde edilen iki izolatin genlerinin ¢ogaltilmasi igin 27F(5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3') ve 1492R(5'-TACGGYTACCTTGTTACGA

CTT -3') evrensel primerlerin kullanimi ile PCR metodu kullanilmigtir (Sambrook et
al, 2001). PCR yontemi yapilan incelemeler ve calismalar ile belirli bir PCR
programi belirlenmis ve bu program ile farkli sicaklik ve MgCl, degerleriyle
optimizasyon yapilmistir. PCR yonteminde kullanilan programin igerigine 1,5 uL
1492R reverse primer (10pmol), 1,5 uL 27F forward primeri (10pmol), 4 uL kalip
DNA, 1.6 uL dNTP, 3 pL 10X Taq buffer, 2 uL. MgCl, (10mM), 0,5 pL. Taqg DNA
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polimeraz ve 30 plL ‘ye tamamlanincaya kadar steril distile su konularak PCR
caligmalar1 yapilmistir. 30 dongiiden olusan thermal cycler prosediirii de 105 °C de 5
dakika prehating, 94 °C 5 dakika ilk denatiirasyon asamasi, 95 °C dongi
denatiirasyon, 56 °C 45 saniye primerlerin baglanma asamasi, 72 °C 1,5 dakika
DNA’ nin uzama asamasi ve 72 °C 5 dakika son ekstansiyon asamasi ile

tamamlanmustir (Kishore L. et al, 1996) .

2.2.17. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR firiinlerinin goriintiilenmesi i¢in % 1,5’ luk agaroz jel hazirlanmistir. Marker
olarak 100bp DNA Ladder kullanilmistir. Marker jel kuyucuklarma 1 pL kadar
yiikleme yapilmistir. Orneklerin yiiriitiilmesinde, 6X DNA Loading ‘den 2 pL
aliarak 6 pL ornek ile pipetaj ile karistirilip jel tizerindeki kuyucuklara koyulmustur.
Yaklasik 1 saat siire 6rnekler yiiriitiilerek DNA goriintiileri elde edilmistir.

2.2.18. 16S rDNA Sekans Analizi ile Bakterilerin Tanimlanmasi ve Filogenetik

Analizleri

Izolatlarin yapilan PCR ¢alismalari ile elde edilen iiriinler Istanbul Medsantek
firmasinda sekans analizleri yaptirilmistir. Elde edilen sekans sonuglari National
Center of Biotechnology Information’ in web sayfasinda bulunan BLAST programi
kullanilarak NCBI GenBank veritabanindaki tanimlanmis tiirler ile karsilastirma
yapilmistir. Kargilastirma sonucunda secilen en yakin tiirler ile filogenetik analizleri
yapilmustir. Filogenetik agaglar1 ise izolatlarin 16S rDNA sekanslar1 ile MEGA
(Molecular Evolutionary Genetic Analysis) 7 dizi analiz programi yardimiyla
uygulanmistir (Shahbazi et al, 2013). Olusturulan soy agaglari ile izolatlarin yakinlik

dereceleri belirlenmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bakterilerin Izolasyonu

Bu caligsmada iki farkli toprak 6rneginden alinan 6rnekler seri dilisyonlar yapilarak
Nutrient agar besiyerine yayma seklinde ekilmistir. Calismalarda kullanilacak olan

15 adet farkli bakteri izole edilmistir.

3.2. Proteaz Uretimi i¢in En Uygun Bakterilerin Belirlenmesi

Nutrient Agar besi yerinde iiretilen bakteriler alinarak proteaz enzimini iretip
tiretmediginin goriilecegi 6zel skim milk besi yerlerine ekilmistir. 37 °C’de 18 saat
inkiibasyon uygulandiktan sonra izole edilmis olan bakterilerin skim milk besi
yerinde Tlredikleri kolonilerin etrafinda seffaf zonlar olusturdugu gorilmiistir.
Yapilan hesaplamalarla zon ¢ap1 daha genis olan iki izolat ( TK2 ve TK3 ) diger

asamalarda kullanilmak tizere belirlenmistir.

Sekil 3.1 (a) TK2 izolat: Skimmilk Zon  (b) TK3 izolat: Skimmilk Zon

Goruntusi Goruntusu
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3.3. Bakterilerin Ureme Zamanlar1 ve Bakterilerin Ureme Egrileri

Optik yogunluklar: sabitlenerek Nutrient Broth besi yerine ekilen ve 150 rpm, 37 °C’
deki inkiibatore konulan bakterilerin inkiibasyonu sirasinda 6, 24, 32, 48, 56 ve 72.
saatlerde ¢ikarilarak 6rnek alinmis ve bakterilerin iireme seviyeleri kontrol edilerek
bakterilerin iireme egrileri belirlenmistir. Asagidaki Sekil 3.2 (a) TK2 Ureme Egrisi
ve (b) TK3 Ureme Egrisi’ nde goriildiigii gibi elde edilen sonuglar verilmistir.

2500 -
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o

o
I
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0 6 24 48 72
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Sekil 3.2 (a) TK2 Ureme Egrisi

o
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6 24 48 72
Siire (Saat)

Sekil 3.2 (b) TK3 Ureme Egrisi
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3.4. Bakterilerin En Iyi Proteolitik Aktivite Gosterdigi pH Arahklariin

Saptanmasi

Bakterilerin belirlenen {ireme zamanindan sonra iiremenin optimum seviyede
kalmasii saglayacak pH degerinin saptanmasi i¢in bakteriler proteaz aktivitesi
gosterdigi skim milk besi yerlerine ekilir. Bu skim milk besi yerlerinin pH degerleri
de pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 12.0 olarak ayarlanmistir. Ekimi islemi bittikten sonra
besi yerleri 37 °C’ de 24 saat boyunca etliive konularak inkiibasyonlari
gerceklestirilmistir. Skim milk’ li besi yerlerinde yapilan ¢aligmalarda TK2 ve TK3
izolatlar1 i¢in en uygun pH’ 1n 10.0 oldugu diger pH’ lara gore tespit edilmistir.

3.5. Bakterilerin En Iyi Proteolitik Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerlerinin

Saptanmasi

En uygun pH’ 1n 10.0 olmasina ragmen farkli pH degerlerinde hazirlanan skim milk
besi yerlerine ekilen daha dnceden gelistirilmis bakteriler 24 saat siire boyunca 15
°C, 20 °C, 25 °C, 37 °C, 50 °C’ 1i inkiibatorlere konulmustur. Inkﬁbasyon siiresi
dolduktan sonra TK2 ve TK3 izolatlarinin hem 25 °C’de hem de 37 °C’ de etkili
oldugu saptanmustir. Ozellikle 15 °C ve 50 °C’ de iireme ¢ok az bir noktaya geldigi

goriilmiistiir.

3.6. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuclar

Cizelge 3.1. Biyokimyasal Testler

Gram boyama + +
Katalaz Testi + +
Indol Testi

Metil Red Testi

Voges Proskauer Testi + +

Sitrat Testi
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Gram Boyama Ozelliklerinin Belirlenmesi

izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda 6nemli olan gram boyama islemi
sonucunda deneylerde kullanilan TK2 ve TK3 izolatlarinin mor renklerde
goriilmelerinden dolay1r Gram (+), morfolojilerinin de basil olduklar: tespit edilmistir.
Asagida TK2 ve TK3 izolatlarinin gram boyama sonuglar1 Sekil 3.3 (a) TK2 Gram
Boyamasi ve Sekil 3.3 (b) TK3 Gram Boyamasi‘nda verilmistir.

Sekil 3.3 (a) TK2 Gram Boyamasi Sekil 3.3 (b) TK3 Gram Boyamasi

Katalaz Testi Sonuclari
Lamin {izerine alinan bakteri dérneklerinin {izerine hidrojen peroksit damlatildiktan 1-

2 dakika sonra lam iizerinde gaz kabarciklar1 gdriilmiistiir. izolatlarm katalaz testi

pozitif olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.4. Katalaz Testi

Indol Testi Sonuclar:

Triptofan besi yerine ekimi yapilip 5 giin inkiibasyona birakilan izolatlar 5 giiniin
sonunda besi yerlerinin hepsine 0,5 mL Kovacs ayiract damlatilir ve birkag dakika
bekletilir. Siire sonunda besi ortamlarinin iist tarafinda kirmizi halka olusmadigi igin

indol testi negatif olarak belirlenmistir.

Sekil 3.5. Indol Testi
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Metil Kirmizisi Testi

Clark-Lubs besi yerlerine ekim yapilmigs ve inkiibasyon i¢in 7 giin boyunca
inkiibatorde bekletildikten sonra siire sonunda besi yerlerine metil red kimyasalindan

4-5 damla damlatilmis ve kirmizi renk olusmadigi icin metil kirmiz testi negatiftir.

Sekil 3.6. Metil Kirmizis1 Testi

Voges —Proskauer Testi

Besi yeri olarak clark — lubs besi yerlerine ekim yapilarak 7 giin boyunca
inkiibasyona birakilan 6rneklere inkiibasyon sonunda 1 ml oraninda olacak sekilde
0,2 mL % 40’ ik KOH, 0.6 mL % 5’ lik alfa naftol ve 1 mL’ ye tamamlana kadar saf
etanol koyularak hazirlanan soliisyon damlatilir ve 4 saat boyunca 37 °C’de
bekletildikten sonra besi ortamlar1 pembe rengine doniismiistiir. Besi yerlerinin

pembe renk olusu nedeniylevvoges — proskauer testi pozitif olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3.7. VVoges — Proskauer Testi

Sitrat Testi

Bakteriler sitrat agar besi yerine ekimi yapilir sonra 7 giin 37 °C’ de inkiibasyona
birakilir ve siire sonunda besi ortamlarinin baslangigtaki yesil rengi korumaya devam
ettigi icin Orneklerin sitrati kullanmadigi ve sitrat testinin negatif oldugu

gorilmiistir.

Sekil 3.8. Sitrat Testi
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3.7. Proteaz Aktivite Tayini

Yapilan ¢aligmalar sonucunda uygun enzim iiretim besi yerinde iiretilen izolatlar
Takami ve arkadaglarinin belirtmis oldugu yonteme gore farkli sicaklik degerleri ve
farkli pH degerlerine gore incelenmistir. % 0.65 oraninda kazein iceren pH 7’°lik
Sodyum Fosfat ve pH 9’luk, pH 10°’lik ve pH 12’ lik Glisin — NaOH tamponlar1
kullanilarak TK2 ve TK3 izolatlarinin her hiicre basina diigen iiretilen proteaz enzim
miktarlar1 ( U /ml /g ) 6lciilmiistiir. Iki izolattan da elde edilen degerler asagidaki
Cizelge 3.2.(a) TK2 proteaz aktivite sonuglari ve

Cizelge 3.2.(b) TK3 proteaz aktivite sonuglart” nda  agiklanmistr.
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Cizelge 3.2.(a) TK2 Proteaz Aktivitesi

TK 2
iZOLATI
(U/g/mL)

15
°C

25
°C

37
°C

50
°C

24 saat

41.264

69.556

66.676

16.487

48.saat

26.605

90.648

90.153

29.483

72.5aa

74.947

62.584

72.344

29.529

24 saat

32.946

60.471

59.931

15.182

48.saat

19.272

67.756

73.783

27.460

72.5aa

59.930

81.878

67.441

74.952

24 .saat

32.226

31.418

31.148

16.936

48.saat

25.347

50.172

53.410

21.924

72.5aa

42.749

74.503

70.904

25.931

24 saat

39.468

78.100

37.579

15.182

48.saat

23.409

81.024

87.994

19.856

712 .saat

53.856

61.010

73.018

25.031
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Cizelge 3.2.(b) TK3 Proteaz Aktivitesi

TK 3
iZOLATI
(U/g/mL)

15
°C

25
°C

37
°C

50
°C

24 saat

43.242

46.304

46.889

18.285

48.saat

27.999

62.198

86.600

29.071

72.saat

87.901

68.206

74.097

31.912

24 .saat

25.386

49.272

45.090

39.378

48.saat

22.015

75.627

69.870

29.574

72 .saat

76.301

51.791

73.693

30.878

24 saat

30.877

28.180

38.884

22.350

48.saat

25.976

37.809

41.447

27.863

72.saat

56.198

63.844

64.968

21.299

24.saat 48.saat
33.665 23.771
91.008 93.347
72.209 81.881
17.386  20.485

72 .saat

57.052

63.709

67.262

54.739
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3.8. Tirozin Grafiginin Hazirlanmasi

Yapilan calismalar sonucunda asagida verilen Cizelge 3.2. Tirozin Grafiginin

Degerler’ de belirtilendegerler kullanilarak tirozin grafigi ¢izilmistir.

Cizelge 3.3. Tirozin Grafiginde Kullanilan Degerler

10 pg/ml tirozin 0,137 OD
20 pg/ml tirozin 0,209 OD
30 pg/ml tirozin 0,426 OD
40 ug/ml tirozin 0,644 OD
50 pg/ml tirozin 0,803 OD
100 pg/ml tirozin 1,260 OD
150 pg/ml tirozin 2,128 OD
200 pg/ml tirozin 2,451 OD
3 =

y =0,0126x + 0,0634
R?=0,9841

OD (600 nm) (Ug/mL)

1 .
0,5 -
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon
(ng/mL)

Sekil 3.9. Tirozin Standarti
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3.9. Proteaz Enzim Uretimine inkiibasyon Sicakhginin ve Ortam Baslangic pH

Degerinin Etkisi

Kiiltiirden alinan izolatlar farkli pH’ lara ayarlanmis uygun enzim iiretim besiyeri
olarak kabul edilen ortama ekilir ve 18 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra proteaz aktivite yontemi ile hesaplamalar yapilarak izolatlarin
bulunduklar1 ortamin pH degerinin proteaz enzimi iiretimine etkisine bakilmistir.
Buna gore TK2 izolati i¢in en uygun pH’ m 7.0 oldugu pH 12.0 de de enzim
tiretiminin yliksek oldugu fakat pH 9.0 ve pH 10.0 degerlerinin istenen seviyede
olmadig1 belirlenmistir.TK3 izolat1 i¢in ise en yiliksek enzim miktar1 pH 12.0 de
bulundugu pH 7.0 degerlerinin ¢ok az daha diisiik oldugu ve pH 9.0, pH 10.0
degerlerinin pH 12.0 degerine ulasamadigi goriilmistiir. Sayisal sonuglar da

asagidaki Sekil 3.9. (a,b,c,d) ve Sekil 3.10. (a,b,c,d) ‘da belirtilmistir.

Sicakligin proteaz enzimi tretimindeki etkisini belirlemek i¢in 6nceden gelistirilen
izolatlarimiz uygun enzim tiiretim besi yerine asilanarak 18 saat boyunca 15 °C, 25
°C, 37 °C, 50 °C’ lere ayarlanmis inkiibatrlere konulmustur. Siire sonunda protein
aktivite tayini yontemi ile gerekli hesaplamalar1 yapilmis ve uygun sicaklik degerleri
belirlenmistir. Buna gore TK2 ve TK3 izolatlarinin 15 °C’ de iiremenin ¢ok az bir
degerde oldugu, 25 °C, 37 °C’ lerde ise enzim iiretiminin optimum seviyeye ¢iktig1
ve 50 °C’ de de iiremenin diiserek ¢ok az bir seviyeye geriledigi tespit edilmistir.
Asagida Sekil 3.9. (a,b,c,d) TK2’ de Inkiibasyon Sicakhiginin ve Baslangic pH
Degerlerinin Proteaz Enzim Uretimine Etkileri ve Sekil 3.10. (a,b,c,d) TK3’ de
Inkiibasyon Sicakligmin ve Baslangic pH Degerlerinin Proteaz Enzim Uretimine

Etkileri’ nde elde edilen enzim iiretim miktarlar1 verilmistir.
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Sekil 3.10. (a) TK2’ de Inkiibasyon Sicakligmin ve Baslangic pH Degerlerinin
Proteaz Enzim Uretimine Etkileri (Reaksiyon pH’1: pH 7.0)
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Sekil 3.10. (b) TK2’ de Inkiibasyon Sicakliginin ve Baslangi¢ pH Degerlerinin
Proteaz Enzim Uretimine Etkileri (Reaksiyon pH’1: pH 9.0)
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Sekil 3.10. (c) TK2’ de Inkiibasyon Sicakliginin ve Baslangig pH Degerlerinin
Proteaz Enzim Uretimine Etkileri (Reaksiyon pH’1: pH 10.0)
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Sekil 3.10. (d) TK2’ de Inkiibasyon Sicakliginin ve Baslangi¢ pH Degerlerinin
Proteaz Enzim Uretimine Etkileri (Reaksiyon pH’1: pH 12.0)
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Sekil 3.11. (a) TK3’ de Inkiibasyon Sicakligmin ve Baslangic pH Degerlerinin
Proteaz Enzim Uretimine Etkileri (Reaksiyon pH’1: pH 7.0)
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Sekil 3.11. (b) TK3’ de Inkiibasyon Sicakliginin ve Baslangi¢ pH Degerlerinin
Proteaz Enzim Uretimine Etkileri (Reaksiyon pH’1: pH 9.0)
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Sekil 3.11. (c) TK3’ de Inkiibasyon Sicakliginin ve Baslangi¢ pH Degerlerinin
Proteaz Enzim Uretimine Etkileri (Reaksiyon pH’1: pH 10.0)
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Sekil 3.11. (d) TK3’ de Inkiibasyon Sicakliginin ve Baslangig pH Degerlerinin
Proteaz Enzim Uretimine Etkileri (Reaksiyon pH’1: pH 12.0)
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3.10. Proteaz Enzim Uretiminde inkiibasyon Siiresinin Etkilerinin Sonuglar

Uygun enzim iiretim besi yerine ekilmis olan izolatlar daha dnceden belirlenmis olan
uygun pH ve uygun sicakliga ayarlanmais etiive konularak inkiibasyona birakilir ve 6,
12, 18, 24, 48 ve 72 saatlerde 6rnek alinarak her saate gore protein aktivite yontemi
ile enzim miktar1 Olgiilmiistiir. 6,12 ve 18 saatlerde enzim iiretiminin ya ¢ok ¢ok
diisiik ya da istenilen seviyelerde olmadigi i¢in degerlendirilmeye alinmamustir.
Olgiilen enzim miktarlar1 sonucuna gére de TK2 ve TK3 izolatlarinin en yiiksek
aktivite 48.saatte ulasildig: tespit edilmis ve sonuglar asagidaki Sekil 3.12. (a) TK2
izolatinin inkiibasyon siiresi — enzim iligkisi ve Sekil 3.12. (b) TK3 izolatinin

inkiibasyon siiresi — enzim iligkisi * nde gosterilmistir.

100.000

80.000

60.000

40.000

20.000

Proteaz Aktivitesi (Ug/mL)

24 48 72
Siire (Saat)

Sekil 3.12. (a) TK2 izolatinin inkiibasyon siiresi — enzim iligkisi ( Reaksiyon islemi

pH 7.0 ve sicaklik 25 °C olarak ayarlanmistir.)
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Sekil 3.12. (b) TK3 izolatinin inkiibasyon siiresi — enzim iligkisi (Reaksiyon islemi
pH 12.0 ve sicaklik 25 °C olarak ayarlanmaistir.)

3.11. Sodyum Tetraborat Dekahidrat’ in Proteaz Uretimine Etkisinin Sonuclar

Proteaz enziminin iiretiminde kullanilan besi yerlerinin i¢ine drneklerin alindiklar
bolgenin bor madeni olmasindan dolayr bir bor tiirevi olan Sodyum Tetraborat
Dekahidrat konulmus ve izolatlarin ekimleri yapilmistir. Etkisinin belirlenmesi
icinde protein aktivite yontemi uygulanarak digsaridan bor tiirevinin etkisi
belirlenmistir. Bu etkinin negatif oldugu ve enzim iiretimini yari1 yariya disirdiigi

belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. Sodyum Tetraborat Dekahidrat’ in Proteaz Uretimine etkisi

TK2 TK3

Bor Tiirevi Ilaveli Besi
Yerinde Proteaz 77.26 75.76
Aktivitesi (U g/mL)
Normal Enzim Besi
Yerinde Proteaz 89.59 90.35
Aktivitesi (U g/mL)

(Reaksiyon TK2 i¢in 25 °C, pH 7.0 ve 48. saat ve TK3 i¢in 25 °C,
pH 12.0 ve 48. Saat olarak ayarlanmaistir.)

3.12. Farkh Karbon Kaynaklarinin Proteaz Enzimi Uretimine Etki Sonuclar

Uygun proteaz enzimi iiretim besi yerinde karbon kaynagi olan glikoz cikarilip
yerine once sakkaroz konularak bakteri ekilmis ve proteaz enzimine protein aktivite
yontemi ile bakilmis ama glikozlu besi yerindeki enzim iiretim miktarindan daha
diisiik miktar elde edilmistir. Aynt durum glikoz yerine kullanilan karbon kaynag:
nisasta i¢inde gegerlidir. Nisastal1 enzim iiretim besi yeri de ¢ok diisilk miktarlarda

enzim elde edildiginden karbon kaynaginin glikoz olmas1 uygun bulunmustur.
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Cizelge 3.5. (a) Karbon Kaynagi Olarak Nisasta Kullanilan Besi Yerinin Proteaz

Uretimine Etkisi

TK2 TK3

Nisasta ilaveli
(Glikozsuz) Besi Yerinde
Proteaz Aktivitesi (U
g/mL)

Normal (Glikozlu)
Enzim Besi Yerinde
Proteaz Aktivitesi (U
g/mL)

76.37 78.14

89.59 90.35

(Reaksiyon TK2 i¢in 25 °C, pH 7.0 ve 48. saat ve TK3 i¢in 25 °C,
pH 12.0 ve 48. Saat olarak ayarlanmuistir.)

Cizelge 3.5. (b) Karbon Kaynagi Olarak Sakkaroz Kullanilan Besi Yerinin Proteaz
Uretimine EtKisi

TK2 TK3

Sakkaroz Ilaveli
(Glikozsuz) Besi Yerinde
Proteaz Aktivitesi (U
g/mL)

Normal (Glikozlu)
Enzim Besi Yerinde
Proteaz Aktivitesi (U
g/mL)

72.39 72.83

89.59 90.35

(Reaksiyon TK2 i¢in 25 °C, pH 7.0 ve 48. saat ve TK3 i¢in 25 °C,
pH 12.0 ve 48. Saat olarak ayarlanmistir.)
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3.13. TK2 Adh Susun PCR ve 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

PCR islemlerinde 16S rDNA bolimleri ¢ogaltilarak elde edilen son iirtinler
hazirlanan % 1 °‘lik agaroz jele ylklenerek elektoroforezde yiiriitme islemleri
yapilmistir. Yiriitme iglemleri sonucunda olusturulan PCR f{iriinleri yaklasik 1000
bp’ de goriintiilenmistir. PCR iiriinlerinin sicaklik ve MgCl, farkli konsantrasyonlari
denenerek elektroforez sonuglart elde edilmistir. Baglanma igin en uygun sicakligin

52 °C oldugu belirlenmistir.

M 50C SEC 52E §3:6 SEE 35C  S6IC STC S8 ERICHUE

)

(VRTISS cn gt e G G S 0 m— e S— e o———

M, marker(100 -1500bp)

Sekil 3.13. TK2 Adli Susa Ait PCR Uriinlerinin Primer Baglanma Sicakliklart

TK2 kodlu sus i¢in primer baglanma sicaklii optimum degeri belirlendikten hemen
sonra primer baglantilarinin kuvvetlendirilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari

denenerek en uygun MgCl; degerinin 2 mM oldugu belirlenmistir.

ImM 1.5mM 2mM 2.5mM

M, marker(100 -1500bp)

Sekil 3.14. TK2 Adli Susa Ait PCR Uriinlerinin Farkli MgCl, Konsantrasyonlari
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3.14. TK2 Adh Susun Tanimlanmasi ve Filogenetik Analiz Sonug¢lari

Filogenetik analiz yapilirken distance matrix diye bilinen (uzaklik matriksi) yontemi
kullanilmistir. Bu yontem ile elde edilen veriler ile filogenetik soy agaci
olusturulmustur. Filogenetik analiz i¢in MEGA 7 programi kullanilmistir. TK2 adli
susla ilgili veriler bu programa yliklenerek TK2 susuna en yakin homolojiyi gosteren
tiirler ile filogenetik iligki belirlenmistir. Yapilan BLAST caligmalari sonucunda TK2
adli sus gen bankasinda tanimlanmis olan tiirler arasinda Bacillus cereus, Bacillus
thuringiensis ve Bacillus toyonensis tiirlerine yaklasik olarak % 99 oranlarinda
benzerlik gostermistir. Ancak en yakin tiir olarak Bacillus cereus ATCC 14579
tiiriine % 100’ e yakin oranda homoloji gosterdigi belirlenmistir. TK2 susuna en uzak

homolojiyi ise Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232 tiirli gostermistir.

MEGA 7.0 programinda 16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizileri uzaklik
matriksine bagli olarak neighbour-joining tree (soy agaci) olusturulmustur.
Olusturulan bu soy agacinin dogrulugunu belirtmek i¢in de 500 tekrarli bootstrap

(se¢-bagla) analizi uygulanmustir.
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Bacillus toyonensis strain BCT-7112
Bacillus marcorestinctum strain LQQ
Bacillus cereus strain 1AM 12605

Bacillus thuringiensis strain 1AM 12077
Bacillus thuringiensis strain ATCC 107592
Bacillus cereus strain ATCC 14579
Bacillus cereus strain NBRC 15305
Bacillus cereus strain CCM 2010

Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235
Bacillus cereus strain JCM 2152

Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232
Bacillus mycoides strain NBRC 101228

———— Bacillus mycoides strain ATCC 6462

Bacillus weihenstephanensis strain DSM 11821
Bacillus mycoides strain 273
TK2

Sekil 3.15. TK2 susuna ait neighbour-joining yontemiyle olusturulan dendrogram
(0.00150: Niikleotidler arasindaki uzaklig1 géstermektedir.)
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1. TK2

2. Bacilus cereus ATCC 14579 0.582
3. Bacilus cereus strain JCM 2152 0.582
4. Badilus thuringiensis strain NBRC 101235 0,582
5. Bacilus cereus strain CCM 2010 0.582
6. Badilus cereus strain NERC 15305 0.582
7. Bacillus cereus strain ATCC 14579 0.582
8. Badilus thuringienss strain ATCC 10792 0.582
9, Badilus thuringiensss strain 1AM 12077 0.582
10. Badllus cereus strain IAM 12605 0.582
11, Badilus toyonensis strain BCT-7112 0.582
12, Badilus pseudomycoides strain NBRC 101232  0.584
13. Badilus mycoides strain NBRC 101228 0.583
14, Bacllus mycoides strain ATCC 6462 0.583
15, Badllus weihenstephanensis strain DSM 11821 0,583
16. Badillus mycoides strain 273 0.583
17. Badllus marcorestinctum strain LQQ 0.582

Sekil 3.16. 16S rDNA dizi verileri yardimiyla TK2 susu i¢in olusturulan tiirlerin eslestirme degerleri

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0,000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

74

0.000
0.000
0.000
0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

0.000
0.000
0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

0.000
0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

10

0.000
0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

11

0.003
0.002
0.002
0.002
0.002
0.000

0.005
0.005
0.005
0.005
0.003

0.000
0.000
0.000
0.002

14 15 16

0.000
0.000 0.000
0,002 0.002 0.002



3.15. TK3 Adh Susun PCR ve 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

PCR islemlerinde 16S rDNA bolimleri ¢ogaltilarak elde edilen son iiriinler
hazirlanmis olan % 1 ‘lik agaroz jele yiiklenerek elektoroforezde yiiriitme islemleri
yapilmistir. Yiiriitme islemleri sonucunda olusturulan PCR iiriinleri yaklasik 1000
bp’ de goriintiilenmistir. PCR iiriinlerinin sicaklik ve MgCl, farkli konsantrasyonlari
denenerek elektroforez sonuglari elde edilmistir. Primer baglanmasi i¢in en uygun

sicakligin 52 °C oldugu belirlenmistir.

M S50C 51I°C S2°€ 53°C S4°C 55°C 56'C STC S58C 59°C 60°C

-----_~- S R e W

1000 bp wesp

M, maker(100 -1500bp)

Sekil 3.17. TK3 Adli Susa Ait PCR Uriinlerinin Primer Baglanma Sicakliklart

TK3 kodlu sus i¢in primer baglanma sicakligi optimum degeri belirlendikten hemen
sonra primer baglantilarinin kuvvetlendirilmesi i¢in farkli MgCl, konsantrasyonlari

denenerek en uygun MgCl; degerinin 2 mM oldugu belirlenmistir.

ImM 1.5SmM 2mM 2.5mM

e s

M, marker(100 -1500bp)

Sekil 3.18. TK3 Adli Susa Ait PCR Uriinlerinin Farkli MgCl, Konsantrasyonlari
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3.16. TK3 Adli Susun Tanmimlanmasi ve Filogenetik Analiz Sonuglari

Filogenetik analiz yapilirken distance matrix diye bilinen (uzaklik matriksi) yontemi
kullanilmistir. Bu yontem ile elde edilen veriler ile filogenetik soy agaci
olusturulmustur. Filogenetik analiz i¢in MEGA 7 programi kullanilmistir. TK3 adli
susla ilgili veriler bu programa yliklenerek TK3 susuna en yakin homolojiyi gosteren
tiirler ile filogenetik iligki belirlenmistir. Yapilan BLAST ¢aligmalar1 sonucunda TK3
adli sus gen bankasinda tanimlanmis olan tiirler arasinda Bacillus toyonensis,
Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis tiirlerine yaklasik olarak % 99 oranlarinda
benzerlik gostermistir. Ancak en yakin tiir olarak Bacillus toyonensis strain BCT-
7112 tiirtine % 100’ e yakin oranda homoloji gosterdigi belirlenmistir. TK3 susuna

en uzak tiir ise Bacillus manliponensis strain BL4-6 oldugu belirlenmistir.

MEGA 7.0 programinda 16S rDNA bolgelerine gore siralanan dizileri uzaklik
matriksine bagli olarak neighbour-joining tree (soy agaci) olusturulmustur.
Olusturulan bu soy agacinin dogrulugunu belirtmek i¢in de 500 tekrarli bootstrap

(se¢-bagla) analizi uygulanmustir.
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Bacillus toyonensis strain BCT-T112
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Bacillus mycoides strain ATCC 6462

| Bacillus weihenstephanensis strain DSM 11821
Bacillus mycoides strain 273

Bacillus gaemokensis strain BL3-6

Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232
Bacillus manliponensis strain BL4-6

TK3

1 l 1 1
1 I I 1

0.00150 0.00100 0.00050 0.00000

Sekil 3.19. TK3 susuna ait neighbour-joining yontemiyle olusturulan dendrogram
(10.00150: Niikleotidler arasindaki uzaklig1 gostermektedir.)
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1.7K3

2, Badllus toyonensss strain BCT-7112 0.574
3, Bacilus cereus ATCC 14579 0.574
4, Badilus cereus strain JCM 2152 0.574
5. Badlus thuringiensis strain NBRC 101235 0.574
6. Badllus cereus strain CCM 2010 0.574
7. Badlus cereus strain NBRC 15305 0.574
8. Badllus cereus strain ATCC 14579 0.574

9, Badllus thuringiensis strain ATCC 10792 0.574
10, Baclius thuringiensis strain IAM 12077 0.574
11, Badllus cereus strain IAM 12605 0.574
12, Bacilus pseudomycoides stran NERC 101232 0.574

13, Badllus mycoides strain NeRC 101228 0.575
14, Badllus mycoides stran ATCC 6462 0.575
15, Badlus wehenstephanensis stran DSM 11821 0.575
16. Badlkus mycoides strain 273 0.575
17, Baallus gaemokensis strain BL3-6 0.575
13, Bacilus maniponensis stran BL4-6 0.577
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Sekil 3.20. 16S rDNA dizi verileri yardimiyla TK3 susu igin olusturulan tiirlerin eslestirme degerleri
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada Balikesir ilinin Bigadi¢ ilgesinde bulunan bor madeninden iki farkli
noktadan alinan toprak orneklerinden 15 adet bakteri izolasyonu yapilmistir. Skim
milk besiyerine ekilen izolatlar 18 saat siire ile 37 °C sicaklikta inkiibasyona
birakilarak inkiibasyon sonunda bakterilerin olusturduklar1 zon caplarmma gore
aralarinda en yiikksek proteaz aktivitesi gosteren iki izolat ( TK2 ve TK3 )
belirlenmistir. Ward (1985), Flavobacterium pectinovorum ile yaptiklari ¢alismada
en yiiksek aktiviteyi skim milk varliginda oldugunu belirlemislerdir. Nadeem ve ark.
(2008) topraktan izolasyonunu yaptiklart Bacillus cinsi bakterileri skim milk besi
yerlerine ‘yayma’ yontemi ile ekerek, 37 °C’ de 18 saat siire ile inkiibasyona
birakmiglar ve bakterilerin olusturduklar1 zon caplarina gore, bakterilerin proteaz
aktivitesi miktarlarin1 belirlemislerdir. Carlisle ve Falkinham (1989) ise skim milkli
besi yerlerine Bacillus sp. kiiltiirlerini ‘damlatma’ ve ‘siirme’ metodlar ile ekmisler,
bakterilerin olusturduklari zonlar1 milimetrik olarak o6l¢erek proteaz aktivite

miktarlarini belirlemislerdir.

Izole edilen bakterilerin besi ortaminda iiretilmesinde TK2 ve TK3 izolatlar1 icin
optimum sicakligin 25 °C oldugu belirlenmistir. Joshi ve ark (2007), Bacillus cereus
MTCC 6840 susuyla yaptiklar1 ¢alismalarda proteaz enziminin en yiiksek aktivite
degerlerini pH 9.0 ve 20 °C’de oldugunu belirtmislerdir. Jinsong ve ark (2006), ise
Bacillus cereus SYP-A2-3 susundan elde ettikleri proteaz enziminin 0°C’de % 6,

25°C’de % 60 oraninda aktivite gosterdiklerini belirtmislerdir.

Yossan ve ark. (2006), Bacillus tiirleri tlizerine yaptiklari1 ¢alismalarda, en uygun
sicaklik degerinin 45 °C oldugunu belirlemislerdir. Qadar ve ark. (2009), Bacillus sp.
tiiriinden elde ettikleri proteaz enziminin uygun sicaklik degerinin 35 °C’de en iyi

aktivite sonuglarimi gosterdigini belirtmislerdir.
Proteaz enziminin eldesinde uygun pH olarak pH 7.0 olarak yapilan caligmalarla

belirlenmistir. Wang ve ark (2008), Pseudoalteromonas NJ276 susundan elde

ettikleri proteaz enziminin optimum pH 5.0 — 12.0 arasinda en iyi aktivite
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degerlerinin olustigu belirlemislerdir. Kobayashi ve ark (2007), ise Alkaliphilus
transvaalensis susundan elde ettikleri enzimin optimum pH degerinin 12.6° da
aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Nedra ve ark. (2007)’ da Bacillus licheniformis
NH1 enziminin en iyi pH degerlerinin pH 10.0-11.0 araliginda oldugunu
bildirmislerdir. Reddy ve arkadaslari’ da 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada topraktan
Bacillus sp. RKY3* ten izole ettikleri proteaz enziminin pH 7.0 — 9.0 araliginda
yiiksek oranda aktif oldugunu ve pH 5.0 — 11.0°e kadar olan araliklarda kararlilik
gosterdigi de belirtilmistir. Yossan ve ark. (2006), Bacillus tiirleri {izerine yaptiklar
calismalarda, bakterinin optimum pH degerinin 10.0 oldugunu tespit etmislerdir.
Qadar ve ark. (2009), bir Bacillus sp. tiiriinden elde ettikleri proteaz enziminin en
yiiksek aktiviteyi pH 7.0’ da gosterdigini belirlemislerdir. Shaheen ve ark. (2008),
yaptiklar1 ¢alismada Bacillus subtilis’ ten elde edilen proteaz enziminin pH 11.0° de
en yiiksek aktiviteyi gosterdigini belirlemislerdir. Safey ve ark. (2004) ise Bacillus
subtilis ile yaptiklari ¢aligma sonucunda elde ettikleri proteazin pH 7.0’ de en iyi

aktiviteyi gosterdigini belirtmislerdir.

Caligmalar i¢in uygun pH ve uygun sicaklik degerleri altinda proteaz enziminin
aktivite degerlerine inkiibasyon siiresi olarak 48.saatte ulasilmistir. Mahmoud ve
arkadaglarinin 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismalarda B. sphaericus B-5 ve B.
subtilis B-6 i¢in en uygun inkiibasyon siiresini 48. saat olarak belirlemislerdir.
Quadar ve arkadaslarinin 2009’ da yaptiklar1 ¢alismalarda Bacillus sp. PCSIR EA-3
tirtinlin inkiibasyonunda 48. saatin maksimum proteaz aktivitesine ulasilirken, 72.

saatten sonra enzim lretimi degerlerinin diismeye basladigi belirtilmistir.

Elde edilen izolatlara yapilan biyokimyasal testlerden Gram boyama islemi ile TK2
ve TK3 izolatlar1 Gram (+) 6zellik gosterdikleri belirlenmistir. Sharmin ve Rahman
(2007)’ nin Bacillus FS-1 ile yaptiklar1 ¢alismalarda uyguladiklart Gram boyama
islemi sonucunda izole ettikleri tiirlin Gram (+) oldugunu belirtmistir. Proteaz
tiretimi yapilan bakteriler genel olarak Gram (+) olduklar1 literatiirler de

belirtilmistir.
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Calismalarda kullanilan sugslara hidrojen peroksit damlatilarak katalaz testi
uygulanmis ve sonucun pozitif oldugu belirlenmistir. F. Sharmin. and M. Rahman
2007 yilinda Bacillus strain FS-1 ile yaptiklar1 ¢alismada da % 30’ luk hidrojen

peroksit ile katalaz testini denemisler ve sonucu pozitif olarak belirlemislerdir.

Suslar bir giin 6nceden canlandirilarak taze olarak triptofan besi yerine ekildikten
sonra 37 °C ayarlanmis inkiibatdrde 5 giin bekletilmis ve silirenin sonunda 0.5 mL
Kovacs ayiract damlatilarak renk degisimi gbzlenmemis ve bu yiizden indol testinin
negatif oldugu tespit edilmistir. F. Sharmin. and M. Rahman 2007 yilinda Bacillus
strain FS-1 ile yaptiklari ¢alismada 24 saat boyunca taze olarak {iirettikleri suslarini 1-
3 giin boyunca 37 °C de inkiibatore birakmislar ve siirenin sonunda 6rneklere Kovacs
ayiract damlatarak renk degisimine bakmislar, renk degisimi olmadigi i¢cinde indol

testinin sonucunu negatif olarak belirlemislerdir.

Taze olarak canlandirilan suslarimiz clark-lubs besi yerine ekilmis ve 7 giin boyunca
37 °C de inkiibatorde bekletilmistir. 7. giiniin sonunda besi yerlerine metil red
damlatilarak degisime bakilmis ama degisiklik olmadigi i¢cin metil kirmizis1 testi
negatif kabul edilmistir. F. Sharmin. and M. Rahman 2007 yilinda Bacillus strain FS-
1 ile yapmis olduklar1 ¢alismalarda da denemis olduklar1 metil red testinin pozitif

oldugunu belirtmislerdir.

Biyokimyasal testlerden bir digeri olan Voges-Proskauer testi i¢in bir giin dnceden
ekilmis olan taze suslarimiz clark-lubs besi yerlerine ekilerek 5 giin inkiibasyona
birakilmis, siire sonunda ortamlara 1 mL kadar 0. 2 mL % 40’ ik KOH, 0.6 mL % 5’
lik alfa naftol ve 1 mL’ ye tamamlanacak sekilde saf etanol damlatilarak birka¢ saat
bekletilmistir. Birkag saatin sonunda besi ortamlarinda belirgin renk degisimi oldugu
gbzlenmis ve VP testinin pozitif oldugunu belirlenmistir. Literatiire bakildiginda da
F. Sharmin. and M. Rahman 2007 yilinda Bacillus strain FS-1 ile yapmis olduklari
caligmalarda 1 mL’ lik bakteri kiiltiirlerini peptonlu fosfat ortamlarina ekmisler
inkiibasyona birakip ¢ikardiktan sonra ortamlarin iizerine 0. 2 mL % 40’ ik KOH,

0.6 mL % 5’ lik alfa naftol ve 1 mL’ ye tamamlanacak sekilde saf etanol konularak
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hazirladiklar1 soliisyonu damlatarak ortamin turuncu- kirmizi tonlarma degistigini

belirleyerek VP testinin pozitif oldugunu ifade etmislerdir.

Biyokimyasal testlerin sonuncusu olan sitrat testi i¢in taze kiiltlirler Simon’s Sitrat
Agar besi yerine ekilmis olarak 7 giin boyunca 37 °C de inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda baslangigtaki ortam rengini korudugu ve degisiklik
gostermedigi icin sitrat testi negatif oldugu belirlenmistir. Literatiire bakildig1 zaman
ise F. Sharmin. and M. Rahman 2007 yilinda Bacillus strain FS-1 ile yapmis
olduklar1 ¢alismalarda bakteri kiiltiirlerini igne yardimiyla 1 inch miktarinda tiiplere
yatik sekilde ekmisler 3 giin boyunca 37 °C de inkiibasyona birakmiglardir. Siire
sonunda tiiplerin baslangigtaki yesil renginin parlak mavi renge doniistiigiinii ve
bakterilerin sitratt kullandigin1 tespit ederek sitrat testini pozitif olarak

belirlemislerdir.

Yapilan proteaz aktivite tayinleri sonucunda bir iinite (U/g/mL) enzim aktivitesi,
dakikada 1 pg tirozinin ortaya ¢ikmasi igin gerekli enzim miktar1 olarak belirtilmistir.
Bu baglamda 1 pg tirozinin ortaya ¢ikmast i¢cin TK2 susunda gerekli enzim miktari
89.59 U/g/mL ve TK3 susunda 1 pg tirozinin ortaya ¢ikmasi ic¢ingerekli enzim
miktar1 90.35 U/g/mL olarak olgiilmiistiir.

Bakteri suslarimiz i¢in belirlenmis olan uygun enzim iretim besi yerlerine
suslarimizin bu ortamda iiretmis olduklar1 proteaz miktarlarin1 proteaz aktivite
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu yontem sonucunda TK2 bakteri susunun
uygun reaksiyon sartlar1 altinda liretmis oldugu proteaz miktar1 90.648 Ug / mL
olarak belirlenmistir. TK3 bakteri susu ise uygun reaksiyon sartlar1 altinda tirettigi
proteaz miktar1 93.347 Ug / mL olarak belirlenmistir. Literatiire bakildiginda Pant ve
arkadaglarinin (2015) B. subtilis kullanarak tirettikleri proteaz dakikada 143.73 Ug /

mL aktivite gostermektedir.
Yapilan caligmalar ile elde edilen proteaz enziminin iiretimine enzimin iretildigi

ortamin pH degerinin biiyiikk onem tasidig1 belirlenmistir. Bu baglamda TK2 susu

icin yapilan deneyler sonucu en yiiksek proteaz miktarlarina pH 7.0’ da ulasilmig
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olup yaklasik 90.648 Ug / mL degeri ol¢iilmiistiir. Diger degerlere bakildiginda ise
pH 12.0° ye ayarlanan enzim iiretim ortaminda proteaz miktar1 87.994 Ug / mL
olarak Ol¢iilmiistiir. pH 9.0 ve pH 10.0’a ayarlanmis enzim fiiretim ortamlarinda
tiretilen proteaz miktari yeterli goriillmemistir. TK3 susu ile yapilan deneylerde enzim
tretiminin pH 12.0° ye ayarlanan ortamda 93.347 Ug / mL degeri ile en yiiksek
miktar Ol¢iilmiistiir. Diger pH degerlerine sahip ortamlara bakildiginda ise pH 7.0’ a
ayarlanmig olan ortamda 86.600 degeri Olgiilereck kabul edilebilir olarak
belirlenmistir. Diger pH degerlere yeterli seviyede goriilmemistir. Wang ve
arkadaslarmin 2008 yilinda, Pseudoalteromonas NJ276 susu ile yaptiklan
calismalarda ekstraseliiler proteaz enzimi iiretmisler ve enzimin optimum pH 5.0-
12.0 araliginda en 1iyi aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Kobayashi ve
arkadaglarmin 2007 yilinda yapmis olduklar1  ¢alismalarda  Alkaliphilus
transvaalensis susundan trettikleri enzimin optimum pH degerinin 12.6 oldugunu
belirlemislerdir. Qadar ve arkadaslarimin 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada
Bacillus sp.’den iirettikleri proteaz enziminin maksimum aktiviteyi pH 7.0’ da
gosterdigini  belirlemislerdir. Bacillus subtilis ile caligmalar yapan Safey ve
arkadaslart (2004), elde etmis olduklart proteazin pH 7.0’ da en iyi aktiviteyi
gosterdigini belirtmislerdir. Horikoshi ve arkadaslarinin (1990) Bacillus sp. AH-
101°den irettikleri alkalen proteazin pH 11.0 -12.0°de en yiiksek aktiviteyi

gosterdigini belirtmislerdir.

Elde edilen proteaz enziminin aktivitesine en uygun sicaklik degerinin bulunmasi
yapilan caligmalar sonucu TK2 ve TK3 suglarinin her ikisi i¢inde 25 °C
belirlenmistir. Her iki sus i¢inde uygun pH ortaminda 25 °C sicaklikta en yiiksek
proteaz miktarlart 6l¢iilmiistiir. Jinsong ve ark (2006), Bacillus cereus SYP-A2-3
susundan izole edilen proteaz enziminin 0°C’de %6, 25°C’de %60 relatif aktivite
gosterdigini  belirtmiglerdir. Hui ve arkadaslarinin 2009 yilinda Penicillum
chrysogenum FS010 susu ile yaptiklari ¢alismalar ile elde ettikleri proteaz enziminin
15 °C - 35 °C yiiksek aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Calisma da uygun sartlar ayarlanarak hazirlanan ortamlarin en yiiksek proteaz

aktiviteyi belirlemek i¢in ortamlar inkiibasyona birakilir ve belirli saatlar baz

83



alinarak oOl¢timler yapilmistir. Bu 6lgiimlerin sonucunda hem TK2 hem de TK3 i¢in
en yiiksek aktiviteye 48. saat de ulagilmistir. Mahmoud ve arkadaglar1 2005 yilinda
yaptiklar1 ¢aligmada B. sphaericus B-5 ve B. subtilis B-6 suslar1 i¢in optimum
inkiibasyon siiresini 48 saat olarak belirlemislerdir. Qadar ve arkadaslarinin 2009
yilinda yaptiklar1 ¢alismada Bacillus sp. PCSIR EA-3 susu igin 48. saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek alkalen proteaz aktivitesi belirlenirken, 72.

saatten sonra proteaz enzim tretiminde diislis goriildiigi belirlenmistir.

Suslarin borlu topraktan alindig i¢in proteaz enzim iiretim besi yerine bir bor tiirevi
olan Sodyum Tetraborat Dekahidrat eklenerek etkilerine bakildi ancak negatif bir
etki yaparak proteaz enzim miktarin1 distirdigii gézlemlendi. TK2 igin olgiilen
proteaz enzim miktar1 77.26 U / mg, TK3 i¢in de 75.76 U / mg’ dir. Dahot 1994,
Nascimento ve Martins 2004, Vidyasagar ve ark. 2009 yillarinda, proteaz enzimi
iizerine yapmis olduklar1 ¢alismalarda kullamlan Cu*?, Hg*?, Ag*? K*2 ve Zn*? gibi

iyonlarin enzim aktivitesini diisiirdiigiinii belirlemislerdir.

Proteaz enzimi tiretimi i¢in belirlenen enzim iiretim besi yeri karbon kaynagi olarak
glikoz kullanilmis ve bdylelikle enzim aktivitesinin yliksek olmasi saglanmigtir.
Glikoz yerine karbon kaynagi olarak ayni miktarlarda sakkaroz ve nisasta kullanilmis
fakat elde edilen enzim miktarlar1 glikoza gore daha diisiik seviyelerde kalmistir.
Sakkarozlu besi yerlerinde TK2 de 72.39, TK3 de 73.83 U / mg, glikozlu besi
yerlerinde ise Olciilen degerler ise TK2 de 89.59, TK3 de 90.35 U / mg olarak
Ol¢iilmiistiir. Nigastali besi yerlerinde TK2 ile 6lgiilen deger 76.37 U / mg ve TK3
icin ise 78.14 U / mg’ dir. Yuksekdag ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada (2004), B.
subtilis ve B. megaterium tiirlerinde en yiiksek proteaz aktivitesini saglayan karbon
kaynagi glikoz oldugunu belirtmislerdir. Gessesse ve Gashe 1997 yilinda yaptiklar
calismada glikoz ve silikroz proteaz enzimi iiretimi i¢in en uygun karbon kaynaklari

olarak belirlenmistir.

Ozellikle béyle 6nemli toprak kaynaklarindan elde edilen bakterilerin ticari olarak
satilan bakterilerin {iretmis olduklar1 proteaz enzimi ile karsilastirildiklarinda yakin

sonuglarin olabilecegi ve boylelikle ticari bakterilere bagimliligin  giderek
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azalabilecegi gosterilmistir. Bor ile yapilan caligmalarin giinlimiizde giderek
hizlanmasi sonucu borun canlilar i¢in biyolojik 6nemi belirlenmeye baslamistir.
Yapilan bu calisma ile daha kapsamli ve daha genis ¢alisma sartlari ile bu konunun
onemli bir seviyeye gelebilecegi gosterilmek istenmistir. Ozellikle yapilacak yeni
calismalarla ticari olarak elde edilen enzimlerin karsilastirilmasi ile ticari alim

bagimlilig1 ortadan kalkabilecektir.

Ayrica Tirkiye genelinde bulunan biitlin bor rezervlerini kapsayacak genis
calismalar ile yeni proteaz kaynaklar1 elde edilebilir. Su ana kadar bor ve bakteri
iligkisini aciklayan caligmalarin olmayisi, diinyanin en fazla bor rezervine sahip
tilkemizde biiyiik bir eksikliktir. Bu calisma gibi bor ve bakteriler ile yapilacak

kapsamli ¢alismalar bor madeninin canlilik i¢in 6nemini daha iyi agiklayabilecektir.
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