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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

ERZURUM iLi SICAK SU KAYNAKLARINDAN TERMOFILIK
BAKTERILERIN iZOLASYONU, TANILANMASI VE PROTEAZ ENZIiM
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Ebru OZTAS GULMUS

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Danisman: Do¢.Dr. Arzu GORMEZ

Bu ¢alismada Erzurum 1li sicak su kaynaklarindan farkli zamanlarda (ilkbahar, kis)
alinan su drneklerinden, bakteri izolasyonlar: yapildi. Izole edilen bakteriler klasik
(morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal testler) ve molekiiler yontemlerle (16S rRNA
dizi analizleri) taniland1 ve izolatlar proteaz enzim aktivitesi agisindan degerlendirildi.
Ayni zamanda kiiltiir siipernatantlarindan elde edilen proteaz enzimlerinin cesitli
biyoteknolojik uygulamalarla kan ve ¢imen lekelerine karsi ¢oziim giicii arastirildi.
Izolasyonlar sonucunda proteaz aktivitesine sahip Bacillus, Pseudomonas,
Silanimonas, Thermomonas, ve Thauera cinslerine ait toplam 29 izolat tiir seviyesinde
tanilandi. En iyi enzim aktivitesine sahip olan iki izolatin (Bacillus pumilus NK14 ve
Thermomonas haemolytica 1Y13) proteaz aktiviteleri tespit edildi (91,17-101,33
EU/mI). B. pumilus NK14 ve T. haemolytica 1'Y13 izolatlarinin enzim aktivitesi igin
optimum degerleri (sirasiyla; sicaklik 50°C, 55°C; pH 10, 9) tespit edilerek enzimlerin
40°C ve 50°C’de ve pH 8 ve 9’da stabilitesini 3 giin boyunca koruyabildigi belirlendi.
Izolatlarin enzim aktivitesinin PMSF ile biiyiik bir oranda inhibe oldugu, EDTA,
EGTA, iire ve SDS ile diistiigii; Tween 20 ve Tween 80 ile artt1ig1 belirlendi. Yine Ca*?,
Mg*? ve Mn*?’nin aktiviteyi artirdig1 goriildii. Izolatlarin Km Ve Vimax degerleri sirastyla
0,673 mg/ml-99 EU/ml; 1,262 mg/ml-125 EU/mI olarak belirlendi.
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ABSTRACT

MS Thesis

ISOLATION, IDENTIFICATION AND PROTEASE ACTIVITY
DETERMINATION OF ISOLATES OF THERMOPHILIC
BACTERIA FROM HOT SPRINGS IN ERZURUM PROVINCE

Ebru OZTAS GULMUS

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu GORMEZ

In this study, bacterial strains were isolated from water samples taken from hot water
sources in Erzurum province at different times (spring, winter). Isolated bacteria were
identified by classical (morphological, physiological and biochemical tests) and
molecular tests (16S rRNA sequence analyzes) and the isolates were evaluated for
protease enzyme activity. At the same time, protease enzymes obtained from culture
supernatants were investigated for resistance against blood and grass stains with
various biotechnological applications. As a result of the study, a total of 29 isolates
belonging to the genus Bacillus, Pseudomonas, Silanimonas, Thermomonas, and
Thauera with protease activity were determined. Protease activities of two isolates
(Bacillus pumilus NK14 and Thermomonas haemolytica 1'Y13) with the best enzyme
activity were determined (91,17-101,33 EU/ml). The optimum values for the enzyme
activity of B. pumilus NK14 and T. haemolytica 1'Y13 isolates were determined (at
50°C, 55°C, pH 10, 9 respectively) at 40°C and 50°C and pH 8 and 9, respectively, for
3 days. Enzymatic activity of isolates was greatly inhibited by PMSF, decreased by
EDTA, EGTA, urea and SDS; Tween 20 and Tween 80. Besides, Ca*?, Mg*?and Mn*2
increased enzyme activity. The Kn and Vmax values of isolates were 0,673 mg/ml-99
EU/mI; 1,262 mg/ml-125 EU/m.
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Keywords: Thermophilic Bacteria, Isolation, Identification, 16S rRNA Sequence
Analysis, Protease Enzyme Activity
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1. GIRIS

1.1. Sistematik

Sistematik, canlilarin g¢esitliligini arastirip onlar1 belirli 6zelliklerine gore
gruplara ayirarak smiflandiran bir bilim dalhidir. Sistematik; taksonomi, filogenetik
smiflandirma ve klasifikasyon olarak bilinen ti¢ alanda aktivite gosterir. Taksonomi,
organizmalarin tanimini1 ve isimlendirilmesini yaparken; filogenetik siniflandirma,
organizmalarin evrimsel olarak akrabalik iligkilerini arastirir. Dolayisiyla taksonomi
filogenetik siniflandirmadan elde edilen bilgilere gore diizenlenir. Klasifikasyon ise
elde edilen filogenetik bilgiyi ¢cok sayida hiyerarsik kademelerden olusan bir sisteme

yerlestirir (Agikalin ve Miistak, 2016).

Sistematik ve taksonomi pek ¢ok kaynakta birbirinin yerine kullanilmaktadir.
Oysa taksonomi, smiflandirmanin teorik yapisini ve esaslarini ortaya koyarak
organizmalarin tanimini ve isimlendirmesini yapar; sistematik, organizmalarin gesit
ve fakliliklariyla birbirleri arasindaki akrabalik iliskilerini inceleyerek tiirlerin belli
sistemlerdeki hiyerarsik kademelerine yerlestirilmesini gergeklestirir (Dworkin et al.

2006; Acar 2009).

Canlilarin siniflandirilmasi; gelisim diizeyine ve bilgi birikimine bagh olarak,
stirekli bir degisim igerisindedir. Canlilart smiflandirma amaciyla yapilan ilk
yaklasimlar, eskiden sadece organizmalarin 6zelliklerini karsilastiran karsilagtirmali
biyolojiyle ve fosilleri inceleyen paleontoloji araglartyla kisitlanmistir. Bu
yaklasimlar, hayvan ve bitki organizmalarimin gelisimlerini anlamada ve
siniflandirmada  onemli  bilgiler ve  gelismeler saglamasina  ragmen,
mikroorganizmalar1 siniflandirmada eksik kalmistir (Madigan et al. 2017).
Mikroorganizmalarin kesfiyle canlilarin smiflandirilmasinda  farkli  yaklagimlar

giindeme gelmis ve tiim canlilarda ortak olan filogenetik iliskiler 6n plana ¢ikmistir.



Tiim hiicrelerin evrimsel tarihlerini aydinlatan ilk ¢alismay1 1866°da Ernst
Haeckel yayinlanmistir. Haeckel, diger yasam formlarinin atasinin tek hiicreli
organizmalar oldugunu savunmus ve bunlar1 Monera olarak adlandirmistir. Daha
sonra Robert Whittaker 1967°de smiflandirma sistemini bes alemli semayla
sinirlandirmigtir. Whittaker’in 6ne siirdiigti siniflandirma sistemi funguslar1 ayr1 bir
soy olarak elde etmis olmasina ragmen yine pek ¢ok mikroorganizmanin evrimsel
iliskisini ¢dzmede basarisiz olmustur. Ozetle Haeckel’dan sonra mikrobiyal
filogeninin ilerlemesinin ¢ok az oldugu sdylenebilmektedir (Hasenekoglu ve Yesilyurt
2002; Hugenholtz 2002). Bilimsel ve teknolojik gelismelerin artmasiyla beraber
smiflandirma kriterleri giderek degismeye ve gelismeye devam etmistir. DNA
yapisinin aydinlatilmasinin akabinde, Carl Woese 1970’lerde, rRNA dizilerinin ve
genlerinin, canlilar arasindaki iliskileri belirlemede filogenetik analizler igin

kullanilabileceklerini fark etmistir. Ciinkii rRNA genleri;

1. Evrensel agidan oldukc¢a yaygindirlar,
2. Islevsel bakimdan sabittirler,
3. Oldukca korunmus genler olup yavas degisim gegirirler.

4.0rganizmalar arasindaki iliskileri detayli bir sekilde verebilecek kadar yeterli
uzunluktadirlar (Madigan et al. 2017).

Woese, ribozomal RNA ve diger RNA ve protein dizilerinin niikleotit sirasini
kullanarak canlilarin siniflandirilabilecegini ancak yeni bir siniflandirma kategorisinin
gerekli oldugunu savunmus, bu kategorinin tiim alanlar1 kapsadigint ve adinin da
“domain” olmas1 gerektigini savunmustur. Boylece artik canlilar rRNA analizlerine
gore filogenetik olarak: 3 domainde siniflandirilmislardir ve bu domainler de; Archaea
(arkeanlar, antik bakteriler), Bacteria (Obakteriler, gercek bakteriler) ve Eukarya
(Okaryotlar)’dir. Bdylece Woese, rRNA gen dizi analizini; tiim hiicreler arasindaki
iliskileri ortaya ¢ikararak, mikroorganizmalarin da smiflandirilmasi igin
kullanilabilecek ilk etkili yol olarak gdstermistir (Woese et al. 1990; Madigan et al.
2017).



Carl Woose tarafindan belirlenen ve giiniimiize kadar devam eden filogenetik
smiflandirmada sadece mikroskopla tespiti yapilabilen mikroorganizmalar, Eukarya
domaini disinda kalan tiim organizmalar1 kapsamaktadir. Gelismis yapidaki canlilarin
sadece morfolojilerine gore siniflandirmasi yapilabilmekteyken mikroorganizmalarin
morfolojilerine gore smiflandirilmasi dogru ve giivenilir bir tanilama igin imkansiz
olacaktir. Bu yiizden mikroorganizmalarin 6zellikle bakterilerin siniflandirilabilmeleri
icin hiicrelerine, hiicre i¢i yapilarina, {rettikleri/tiikettikleri maddelere, yasam

kosullarina yonelik genis ¢apta bir tespitte bulunmak gerekmektedir (Acar 2009).

1.2. Bakteri Sistematigi

1.2.1. Tarihce

Mikrobiyoloji, ortaya c¢iktigi tarihten itibaren mikroskoplarin gelisimine de
paralel olarak biiyiik bir hizla ilerlemis ve modern biyolojide farkli yeni alanlarin
olusmasina neden olmustur. Mikroskopla beraber daha Onceleri ¢iplak gozle
goriilmeyen canlilarin varligi ispat edilmistir. Bir matematik¢i ve doga tarihgisi olan
Robert Hooke (1635-1703), mikroorganizmalarin ilk olarak betimlemesini yaptigi
Micrographia (1665) isimli kitabinda gozlemlerini dile getirmistir. Bakterileri
hiicrelerini ilk kez biber-su infliizyonlarini incelerken gozlemleyen isim ise amator bir
mikroskop kullanicisi olan Antony van Leeuwenhoek olmustur (1632-1723).
Leeuwenhoek, cesitli dogal maddeleri mikroorganizmalar agisindan incelemek
amactyla bir tek lens igeren son derece basit mikroskoplar yapmis ve odaklama ile
dikkatli manipiilasyon yaparak bakterileri gorebilmistir. 1676’da gozlemlerini Londra
Kraliyet Topluluguna bildirmis ve rapor etmistir. Leeuwenhoek bu canlilar “kiigiik

hayvanciklar” olarak tanimlamistir (Triiper 2005; Madigan et al. 2017).

Mikroorganizmalar1 mikroskopta ilk kez gdzlemleyen, Van Leeuwenhoek’un
akabinde bitki bilimcisi olan Carl VVon Linne (1707-1778) bakterilere cins ve tiir adi
vererek onlar1 ilk kez binominal sistem igerisinde tanilamis ve bakterileri kendi
sekillendirdigi bir siniflandirmaya tabi tutmustur. Linne’den sonra Otto Frederich
Miiller (1730-1784) isimli bir arastirmaci, mikroorganizmalari monas (yuarlak, oval)

ve vibrio (uzun yapili) adin1 verdigi iki temel cins olarak tanilamistir (Matpan 2007).



Mikroorganizmalarin calisilmasi adina deneysel araglarin kithigi, imkanlarin
elverissizligi nedeniyle bakterilerin yapilarini ve dogalarini anlamaya dayanan
caligmalarda birkag y1l boyunca ilerleme saglanamamustir. 19. yiizyilda mikrobiyoloji
bilimi yeniden uyanmis ve bu uyanisa 6énemli katkilarda bulunan isimlerden biri de
Ferdinand Cohn (1828-1898) olmustur. Cohn, yapmis oldugu siniflandirmada
bakterilerin morfolojik Ozelliklerini esas almistir. Endospor olusturan bakteriler
lizerine yogun caligmalar yapmis ve 1s1ya kars1 gosterdikleri direncleriyle ilgilendigi

bu bakterileri de siniflandirmasina ilave etmistir (Madigan et al. 2017).

1897°de Migula isimli bir bilim adami, yaptifi siniflandirmasinda;
mikroorganizmalarin sadece morfolojilerine gore degil, ayn1 anda kolonilerinin rengi
ve fizyolojik karakterlerinin de dikkate alinmasi gerektigini One siirmiis ve bu
diislincelerini savunan bir sistem {izerine yogunlagsmistir. Bu ¢alismasini "System of
the Bacteria" isimli bir eserle yayimlamistir. 1899 ve 1901 yillar1 arasinda Frederick
Dixon Chester (1861-1943) isimli bir bilim adami da, yaptiklarint "Manual of
Determinative Bacteriology" adli bir eserle yayimlamis ve bu sayede Amerikali
biyologlar1 "Society of American Bacteriologists" ¢atisi altinda toplamay1 bagarmustir.
1917 yilinda Robert Earle Buchanan (1883-1973) ise ilk defa modern anlamda bir
siiflandirma yapmustir. 1923'de onunla beraber pek ¢ok mikrobiyologun yardimiyla
Society of American Bacteriologists tarafindan "Manual of Determinative
Bacteriology" kitab1 yayimlanmistir. David Hendricks Bergey (1860-1937) kitabin
hazirlanmasinda 6nemli bir isimdir. Ayrica Bergey, ilerleyen zamanlarda bu ¢alismay1
genisletmis vel984-1986 yillar1 arasinda "Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology" adli 4 ciltten olusan bir ansiklopedi yayimlamistir (Cohn 1875; Arda
2000; Fritze 2004; Ramagoma 2006). Bu ansiklopedi bilinen tiim prokaryotlara ait
bilgiler icermekte ve mikrobiyologlar arasinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
1923’den bu yana mikrobiyolog camiasina hizmet vermektedir (Agikalin ve Miistak
2016; Madigan et al. 2017).



1.2.2. Bakterilerin Simiflandirilmasi ve Tanilanmasi

Mikroorganizmalar i¢in siirekli ve gecerliligi olan bir siniflandirma yapmak
cogu kez miimkiin olamamuistir. Farkli kriterlere sahip olan yeni mikroorganizmalarin
kesfi, bilimsel galismalarin ilerlemesiyle beraber ortaya yeni metotlarin ¢ikmasi
neticesinde yapilan sistematikler siirekli degismis ve onlarin yerine yeni gelismelere
uygun olanlar1 getirilmistir (Fritze 2004; Acar 2009; Ramasamy et al. 2014; Agikalin
ve Miistak 2016).

Bakterilerin tanilanmasi; kaynagindan elde edilmis bir bakterinin cins hatta tiir
seviyesinde belirlenmesinin yapilmasi anlamina gelmektedir (Piriggioglu 2010).
Bakterilerin tanilanmasinda klasik ve molekiiler yontemler olmak lizere iki temel

yontem kullanilmaktadir (Gormez 2011; Ramasamy et al. 2014).

1.2.2.1.Klasik yontemler

Bakterilerin tanisi, modern molekiiler biyolojide kullanilan teknikler
gelistirilinceye kadar klasik yontemlerle gerceklestirilmekteydi. Bu yontemler,
bakterilere ait morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve patolojik 6zelliklerinin

belirlenmesini hedeflemektedir (Gérmez 2011).

Morfolojik Ozellikler: Bakteriler ¢iplak gozle goriillemeyecek kadar kiigiik
olduklarindan bakterilerin morfolojik 6zellikleri mikroskop yardimiyla tespit
edilmektedir. Mikroskop altinda inceleme yapmak iizere uygun besi ortaminda
gelistirilen bakterilerden hazirlanan preparatlar direct ya da 6zel boyalarla boyanarak
incelenirler. Boylece bakterilerin, morfolojik o6zellikleri olarak bilinen hiicresel
sekilleri, koloni morfolojisi ve rengi ile hiicrelerin hareketli olup olmadigi

belirlenebilmektedir.



Biyokimyasal Ozellikleri: Bir bakterinin biyokimyasal Karakterlerini
belirlemenin énemi biiyiiktiir. Ciinkli bu karakterler bazi bakterilerde tiire 6zgli dahi
olabilmektedir. Bakterilerin biyokimyasal 6zelliklerinin tespiti amaciyla ¢ok ¢esitli
testler uygulanmaktadir. Bunlar arasinda; kazein, nisasta, lipaz, katalaz, oksidaz,
jelatin, tre, fosfataz, nitrit-nirat rediiksiyonu, karbonhidrat kullanimi gibi testler
sayilabilmektedir (Holt et al. 1994; Arda 2000; Alexander and Strete 2001). Bu

testlerin bazilar1 soyledir;

a. Katalaz Testi: katalaz enziminin bakteri izolatlarinca sentezlenip
sentezlenmediginin tespiti maksadiyla yapilmaktadir. Bazi bakteriler, oksijenli
solunum sonucunda hidrojen peroksit (H20;) iiretmektedir. Ancak H2O2’nin
besiyerlerinde toksik etki olusturmasiyla beraber bu durumdan olumsuz olarak
etkilenmektedirler. Baz1 bakterilerde (aerobik ve fakiiltatif bakteriler) bu olumsuz
durumdan goriilecek zarari 6nlemek adina katalaz enzimi bulunmaktadir. Katalaz, bir
hemoproteindir ve her molekiilde prostetik grubunda 3 degerli, 4 atomlu demir
bulunmaktadir ve H202’yi, su (H20) ve oksijene (O2) ayristirarak toksik etkisini
ortadan kaldirmaktadir (Klement et al. 1990; Alexander and Strete 2001).

b. Oksidaz Testi: bakterilerin, sitokrom ¢ adi verilen bir proteine sahip olup
olmadiklarin1 saptamak amaciyla yapilmaktadir. Bilindigi {izere oksijenli hiicre
solunumunun son basamaginda elektron tasima zinciri reaksiyon dizisi gorev
yapmaktadir. Sitokrom ¢ (oksidaz c) adi verilen bir protein, solunum isleminde rol
oynamakta ve elektron transfer sistemindeki maddeleri birbirine indirgeyerek ATP nin

olusmasina neden olmaktadir. (Alexander and Strete 2001; Acar 2009).

c. Amilaz Testi: bakterilerin amilaz enzimi {retip iiretmediklerini saptamak
amaciyla yapilmaktadir. Nisasta molekiilli, bircok glikozun biraraya gelerek
tekrarindan olugmus bir polisakkarittir. Amilaz enzimi bu polisakkarit molekiiliinii
hidroliz eden enzim olup her bakteride mevcut degildir. Bakteriler amilaz enzimi ihtiva
ediyorsalar nisasta icerikli besiyerlerinde yasayabilirler; ancak enzime sahip
degilseler, bu ortamlarda gelisemezler. Bu farkliliktan yararlanilarak bakterilerin
amilaz enzimi tretip liretmedikleri belirlenmekte ve bakterilerin tanis1 yapilmaktadir

(Alexander and Strete 2001; Acar 2009).



d. Proteaz Testi: kazein adi verilen bir siit proteininin bakteriler tarafindan
hidrolizinin saptanmas1 amactyla yapilmaktadir. Bu hidrolizi gerceklestiren enzim
proteaz enzimidir. Bakteriler eger bu enzime sahipseler siit proteini igeren besi

yerlerinde gelistirilebilmektedirler (Alexander and Strete 2001; Acar 2009).

e. Lipaz Testi: bakterilerin yaglari pargalayan enzim olan lipaz enzimini
sentezleyip sentezlemedigini belirlemek amaciyla yapilir. Eger bakteri lipaz aktivitesi

gOsteriyorsa, yag bileseni igeren besi yerinde gelisebilmektedir (Tarak¢ioglu 2016).

Fizyolojik Ozellikleri; Her bakteri cinsinin kendine ait fizyolojik zellikleri
mevcut olmakla beraber bu 6zellikleri paylasan bakteriler genelde ayn1 cinsin tiyesi
olmaktadir. Fizyolojik 6zellikler; bakteriler i¢in uygun olan gelisim sicakligi, inkiibe
edilme siiresi, oksijene ihtiyag durumu ve besiyerinin bilesimine gosterdikleri ilgi
sayilabilmektedir (Diilger 2003).

Klasik yontemlerle fazla is giicii ihtiyaci olugmakta, zaman almakta ve bu
yontemle bakteriler genelde cins seviyesinde tanilanmaktadirlar. Bu yontemler, daima
alternatif tanilama yontemlerine gereksinim duymakta ve bakteriler arasindaki
farklarin tespitinde yetersiz olmaktadirlar. Bu nedenlerden 6tiirii, klasik yontemlerle
yapilan tanilamanin molekiiler yontemlerle de desteklenmesi gerekmektedir

(Folmsbee et al. 2006; Gérmez 2011).

1.2.2.2. Molekiiler Yontemler

Bakterileri tanilama asamasinda onlarin molekiiler seviyedeki igeriklerini temel
alan yontemler molekiiler yontemler olarak bildirilmektedir. Bu yontemlerde
bakterilerin genetik materyalleri (DNA ve RNA), proteinleri karbonhidratlar1 ve
lipitleri c¢alisilmaktadir. Bu materyallerin kullanimi, ¢esidi ve farkliliklari tespit
edilerek bakterilerin tanilamalari yapilmaktadir (Manceau and Horvais 1997,

Gonzalez and Saiz-Jimenez 2005; Gormez 2011). Bu yontemlerden bazilar1 sunlardir;



Serolojik Yontemler; Bu tam1  yonteminde uygulanan teknikler;
Immunofluorescence, Radioimmunoassay, Agliitinasyon, Enzim-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), Dot Immunobinding Assay, Immuno Blot vs. Bu tani
yontemi antijen-antikor iliskisini i¢eren testler sayesinde bakterilerdeki farkliliklar
belirlemekte ve onlar1 tanilamaktadir. Bakterilerin antijen farkliliklar1 bu yontemlerle

belirlenmektedir. (Gormez 2011).

APl ve Biolog Sistemi; bakteriler arasindaki metabolizmasal farkliliklart
dikkate alarak onlar1 tanilamak amaciyla kullanilan yontemlerdir. Bakteriler karbon
kaynagi olarak farkli yapilar kullanmakta ve buna bagli olarak mevcut enzim igerikleri
de degisiklik gostermektedir. API sisteminde ortalama 20, Biolog sisteminde ise95
degisik karbon kaynagini hedef alip tanilayan bir mikroplate sistemleri
kullanilmaktadir. API, 6zellikle gida patojenlerinin tespitinde ve tanisinda kullanilan

bir yontemdir.

Biolog yontemi kinetik okuyucu, bilgisayar sistemi ve turbidimetre olmakla
beraber 3 elemandan meydana gelmektedir (Kingler et al. 1992). Bu sistem
uygulanmadan 6nce bakteriler gruplandirmaya (Gram negatif-pozitif, aerob-anaerob)
tabi tutulur ve onlar i¢in ayirt edici karbon kaynaklarini iizerinde bulunduran plateler
ile tespitleri yapilmaktadir (negatif kontrol i¢in su, indikator olarak tetrazolium violet
kullanilmaktadir) (Bernards et al. 1995; Garland 1996). En sonunda ortaya ¢ikan
metabolik pathway, bilgisayarlar sayesinde degerlendirilir ve bakterinin cins hatta tiir
ve tiir alt1 seviyesinde dahi tanist yapilabilmektedir (Sahin 2003; Adigiizel 2006;
Gormez 2011).

Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIS); Bakterilerde mevcut olan yag asitlerini
belirleyerek bakterileri birbirinden ayiran ve tanilayan bir metottur. Yine bilgisayar
destekli bir yontem olan MIS metodunda bilgisayar {nitesi, kiitiiphane ve yazici
sistemi, gaz kromatografisi ile hidrojen, azot ve havadan olusan gaz tanklari

bulunmaktadir (Lelliott and Stead 1987).



Hidrokarbon yapisindaki yag asitleri bakterilerde, degisik formlarda (glikolipid,
lipopolisakkarit ve fosfolipid) bulanmaktadir. Yag asitleri farkli sayida karbon
atomlar1 icermekle beraber bu karbon atomlarinin ¢ift/tek bag durumu, sayis1 hiicreden
hiicreye degismekte hatta bu farkliliklara bagl olarak degisik isimler almaktadirlar.
MIS metodu da bu farkliliklari tespit ederek bakterileri tanilamaktadir (Adigiizel 2006;
Gormez 2011).

DNA Baz Kompozisyonu: DNA’daki mevcut olan genetiksel bilgi, niikleotit
bazlar1 (adenine, guanin, timin, sitozin) sayesinde sifrelenmektedir. DNA ¢ift zincirli
yapidadir ve G/C ve A/T orani genelde sabittir. Ancak farkli organizmalar arasinda bu
oran, (G+C) / (A+T), degiskenlik gdosterebilmektedir (Johnson 1985). DNA
molekiiliindeki bazlarin oran1 G+C baz ¢ifti olarak belirtilir ve bu baz oranlar1 G+C

toplaminin yiizdesi bulunarak hesaplanir;

% G+C : (G+C) / (A+T+G+C) x 100

Genellikle bakterilerin %G+C miktar1 %24-76 olmakla beraber bu oran, cins
seviyesinde daha belirginlestirici olmaktadir. Yani aym1 oranda G+C igeriginde olan
iki bakteri, ayni tiirden olabilir ya da olmayabilir ancak G+C miktarlar1 % 5’ten daha
fazla farklilik gosteriyorsa kesin olarak bu iki bakterinin aym tiirden olmadiklar
savunulabilmektedir. Yine bu baglamda, G+C oranlar1 %10’dan daha da fazla farklilik
sergileyen bakterilerin ayni cinse ait olmadiklari da belirlenmistir (Rossello-Mora and

Aman 2001).

Bakteri smiflandirmasinda bu yontemi kullanan ilk bilim adami, fenotip
bakimindan birbirlerine benzeyen ve genotip bakimindan farkli olan izolatlar
birbirlerinden ayirt etmek icin ugrasan, Goodfellow ve O’Donnell (1993)’dir. Ayn
zamanda bu yontem, prokaryotlarin smiflandirilmasinda kullanilan ilk yontemdir.
Bakterileri siniflandirmada genel anlamda siklikla kullanilan yontemlerden biri olan
G+C igerigini belirlemek adina farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan yaygin
olanlari; yiiksek performansli sivi kromotografisi ve denatiirasyon yontemi’dir

(Gonzalez and Saiz-Jimenez 2002).



Genomik Parmak Izi Analizi Yéntemi: Prokaryot hiicrelerin genomlarinda
fonksiyonu tam olarak netlesmemis ancak muhtemelen hiicre boliinmelerinde gorevli
oldugu varsayilan pekgok tekrarli (repetitive) DNA dizisinin bulundugu bilinmektedir
Bu dizilerde bakterilerin siniflandirilmasinda ve tanisinda kullanilmaktadir. Bunlara
genel olarak Rep-PCR (Repetetive Extragenic Palindromic) genomik parmak izi
yontemi denilmektedir. Bu dizilerin kromozomlar {izerindeki yerleri organizmanin
tiirine gore degiskenlik gostermekte ve REP (ekstragenik tekrarli polindromik diziler),
ERIC (enterobakteriyal tekrarli intergenik korunmus diziler), BOX, GTGs
elementlerinden olugmaktadir. Yontemlerin hepsine REP-PCR adi verilmektedir. Bu
korunmus bolgelerde bulunan dizilere spesifik primerlerle gergeklestirilecek bir PCR
analizi neticesinde farkli bantlar elde edilmekte ve bu bantlar arasindaki farklar tespit
edilerek bakterilerin akrabalik seviyeleri ortaya ¢ikarilmaktadir (Smith et al. 2001;
Acar 2009; Gormez 2011; Baltac1 2015).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain
Reaction): 8-10 niikleotitten meydana gelen bir primer kullanilarak yapilan, niikleotit
dizilimi rasgele belirlenerek ¢ogaltilan DNA-polimeraz zincir reaksiyonu anlamina
gelen bir tekniktir. Bu yontem genellikle DNA yapisinda mevcut bulunan
polimorfizmleri belirlemekte ve bunu yaparken de organizmalar arasindaki farklilig
da ortaya koyarak onlarin smiflandirilmasina imkan tanimaktadir. DNA niikleotit
dizilerindeki farkliliklar, primerlerin baglanma bolgesinin de farkli olmasina neden
olmakta ve bdylece PCR sonucunda farkli ve organizmaya spesifik bantlarin
olusmasimma yol agmaktadir. Bu bantlar yorumlanarak bakterilerin tanilamasi

yapilmaktadir (Gormez 2011; Baltaci 2015).

RFLP (Restiriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi): Restriksiyon
enzimleri (RE) DNA’daki dizileri spesifik olarak taniyan ve bu dizileri kesen
enzimlerdir (Stackebrandt 2006). Tanis1 yapilmasi istenen organizmaya ait DNA
bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve
akabinde agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmesi ile olusan bantlarin

birbirleriyle mukayesesi esasina dayanmaktadir (Stead et al. 1998; Goérmez 2011).
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AFLP Analizi: Cogaltilmis parga uzunluk polimorfizmi anlamina gelmektedir.
Genellikle DNA marker teknigi olarak bilinmekte olan bu metot, esasinda RFLP ve
RAPD tekniklerinin harmanlanmasindan olusmaktadir. PCR temeline dayanmakta ve
bakteri sistematik ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Stead et al. 1998;
Gormez 2011).

Ribozomal RNA Analizi (rRNA): Klasik yontemlerin zaman aliciligi, gereken
is giicii ve laboratuvar malzemesi yetersizligi ile finansal degerlerin kisitliligindan
dolay1 molekiiler analizlerle alternatif metotlar kullanilmaktadir. rRNA ya da rDNA
analizini saglayan yontemler, bakteri sistematiginde yaygin olarak kullanilmaktadir.
rRNA dizileri degismez, evrensel, dis sartlarindan kolayca etkilenmeyen, biiyiik
miktarda genetik bilgiyi barindiran, biitiin organizmalarda mevcut olan ve protein
sentezinin elzem kaynagi olan bir molekiildiir. Protein sentezi tiim canlilarda
gercgeklestirilmek zorundadir ve bu nedenle olduk¢a dnemlidir. rRNA’y1 kodlayan
diziler de bu nedenle fonksiyonel ve yapisal olarak yiiksek derecede korunurlar.
Bakteri sistematiginde kullanilan bu diziler ribozomun kiiciik alt biriminde
kodlanmaktadir. Prokaryotlarin ribozom yapis1 da 6karyotlarinki gibi kii¢iik ve biiyiik
alt tinite olarak belirtilen iki birimden olusmaktadir. Birimlerin biiylkligi
prokaryotlarda Okaryotlardan farklidir ve biiyiikk alt birim (50S); 23S ve 5S
birimlerinden, kii¢iik alt birim (30S) ise 16S biriminden olusmaktadir. Bu birimler de
yogun olarak korunmus rRNA gen bolgelerinden meydana gelmektedir. Bu genler ve
aras1 bolgelerin PCR ile analizi sonucunda bu bdlgelerin uzunlugu ve niikleotid sirasi,
bakterileri siniflandirmasinda kullanilmaktadir (Nguimbi et al. 2003). Bu bdlgelerin
baz dizi analizi yapilmakta ve gen bankasindaki bakterilerle kiyaslanarak % 97 ve
yukarisinda benzerlik gosteren organizmalar ayni tlir olarak degerlendirilmektedir
(Ash et al. 1991; De Clerck and De Vos, 2002; Xu and Cote 2003; Wang et al. 2009;
Haque and Russell 2005; Lopez and Alippi 2007; Rudi et al. 2007).

DNA-DNA Hibridizasyonu: DNA-DNA hibridizasyonu, niikleik asit dizileri
icerisindeki benzerligi belirleyen ve ge¢misten bugiine kadar bu amagla siklikla
kullanilan altin standart haline gelmis bir yontemdir (Rossello-Mora and Aman 2001;
Zeigler 2003). DNA denatiire edildiginde ¢ift zincirli yapist bozulur ve tekrar uygun

kosullar saglandiginda dogal ¢ift zincirli yapisin1 olusturmak adma yeniden
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birlesebilmektedir. Uygun kosullar altinda; birbirinden farkli olan bakterilerin
DNA’lar1, niikleotit siralarindaki benzerliklerine gore yeniden birlesirler ve genellikle
bu birlesme oran1 da % benzerlik olarak tanimlanmaktadir. Bu yontemin adina DNA-
DNA benzerligi denilmektedir. DNA-DNA dizi benzerligini belirlemek adina temel
prensibi ayni olan pek ¢ok metot bulunmaktadir. Yontemlerin temel prensibi ise sudur;
birbirinden farkli olan ve siniflandirmaya tabi tutulacak iki bakterinin DNA’lar1
birbirine karistirilir ve denaturasyon ile tek zincirli forma getirilir. Uygun kosullar
yeniden saglanarak DNA tek zincirlerinin yeniden birlesmesi saglanir heterodubleks
DNA’lar (hibrit molekiiller) olusturulur. Hibrit molekiillerin sayisi, iki farkli DNA
arasindaki benzerlik oranina baglidir. Yani benzerlik oran1 ne kadar yiiksek ise,

DNA’larin baz siralari da o derece yiiksek benzerliktedir (Gonzalez and Saiz-Jimenez
2005).

Coklu Lokus Dizilim Tiplendirmesi (MLST-Multilocus Sequence Typing):
MLST analizi, ¢oklu lokus dizilim tiplendirmesi anlamina gelmektedir. Hiicrelerde her
durumda ve sartlarda ifadesi hi¢cbir zaman degismeyen ve her zaman ifade edilen 7
house-keeping gen ve bu genlerin parcalarinin kullanilmasiyla bakterilerin
tanilanmasinin gergeklestirildigi yontemdir. Gen pargalarinin, otomatize edilmis bir
sistem ile ¢ift tarafli olarak dizi analizi yapilir ve house-keeping genlerin herbiri i¢in
farkliliklar gosteren bakterilere ait dizilimler belirlenir ve birbirlerinden ayirt edilerek

karakterizasyonlar1 yapilir (Cetinkaya 2011).

1.3. Termofilik Bakteriler

Mikrobiyal hayat, esasinda diinyadaki diger organizmalarim varligindan
milyonlarca yil Oncesinde olugmustur. Teknolojik ilerlemelerin kisitliligi ve bu
organizmalarin gozle goriilemesinin imkansiz olmasindan dolay1r c¢alisma alanlar
siirlt kalmistir. Oysa mikroorganizmalar; kutup bolgelerinden yanardag bacalarina,
asitli ortamlardan alkali ortamlara, hatta tuzlu sulardan sodali gollere kadar genis bir
habitatta hayat bulmaktadirlar (Madigan et al. 2000; Kivang 2008). Bu baglamda
giniimiizde pek ¢ok sicak su kaynagindan, hidrotermal kuyulardan ve solfarik

alanlardan mikroorganizma izolasyonu gerceklestirilmektedir.
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Mikroorganizmalarin aktivitelerini gerg¢eklestirmelerinde ve hayatlarini devam
ettirebilmelerinde pek ¢ok faktoriin etkisi vardir. Sicaklik bu faktorlerin en
onemlilerinden biridir. Mikroorganizmalarin optimum sicaklik degerleri gelisimleri
icin oldukg¢a 6nemlidir. Optimum sicaklik degerleri mikroorganizmalarin ihtiyacina
gore degiskenlik gostermektedir. Diisiik sicakliklarda yasayabilenleri oldugu gibi
gelisimleri igin yliksek sicaklik degerlerine ihtiya¢ duyan mikroorganizmalar da
mevcuttur. Yiiksek sicaklik degerleri, farkli organizmalarca degisik sekillerde tolere
edilebilmektedir. Gelisimleri igin yiliksek sicaklik degerlerine ihtiyag duyan
mikroorganizmalara termofiller denilmektedir ve bu organizmalar, diger canlilarin
yagsayamadigl ortamlara dahi adapte olmus durumdadirlar (Williams et al. 1996;
Piriggioglu 2010; Miiller et al. 2014).

Bakteriler, yasayabildikleri uygun sicakliklara gore siiflandirildiginda ii¢ ana
grup altinda toplanmaktadirlar; psikrofiller, mezofiller ve termofiller. Psikrofiller
15°C’den diisiik sicakliklarda yasayabilen, mezofiller 15-45°C, termofiller ise genel
olarak 45 °C’nin {izerinde yasayabilen bakterileri kapsamaktadir. Termofilikler de
yiiksek derecedeki sicakliga farkli sekillerde uyum saglamis olup 45-65 °C’de
gelisimlerini siirdlirenler 1liml termofiller, 55-85 °C’de optimum gelisim gosterenler
ekstremtermofiller, 75-113°C’de  gelisebilenler de hipertermofiller  olarak
adlandiriimaktadirlar (Baker et al. 2001; Madigan et al. 2017). Sicaklik degerinin 50-
60 °C araliklarinda gelisimlerini siirdiirebilen 6karyotik organizmalar (Streptomycetes,
Cyanobacteria vs.) da mevcuttur. 60-80°C sicaklik araliginda optimum olarak
gelisebilen Aquifex, Thermus, Thermotoga, Fervidobacterium, Thermoanaerobacter,
Bacillus ve Clostridium cinslerine ait ¢esitli mikroorganizmalar da ekstrem
termofillerdir. Ancak genel olarak 80-110°C sicaklikta yasamlarimi siirdiirebilen
hipertermofiller organizmalar arkelerdir (Antranikian et al. 2005; Pikuta and Hoover
2007).

Giliniimiizde yapilan calismalar neticesinde, eksteremofillerin c¢ok yiiksek
sicaklik degerlerine sahip volkanlardan, ¢ok diisiik sicakliklara sahip kutuplara hatta
ayni sekilde yiiksek pH degerlerinden (pH 0-3) diisiik pH degerlerine (pH 10-12) kadar
olan alanlarda yasayabildikleri rapor edilmistir. Bu baglamda gesitli sicak su

kaynaklarindan, hidro-kuyulardan ve solfatarik alanlardan termofil bakterilerin
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izolasyonlar1 yapilabilmektedir. Termofilik organizmalarin en ¢ok calisildig1 ve izole
edildigi yasam alanlar1 sicak su kaynaklari olmaktadir. Sicak su kaynaklarindaki
kaynaktan c¢ikan su kademeli olarak sogumakta ve bir sicaklik gradiyenti
olusturmaktadir. Bu gradiyent boyunca farkli sicaklik araliklarinda iireyen farkl
tiirlere sahip mikroorganizmalar saptanmistir. Bulunduklar1 bolge, iklim ve yer altinda
denk geldigi tabakalarinin ¢esidine gore ndtral pH’l1 su kaynaklari, asidik ve kiik{irtlii
kaynaklar, demirce zengin su kaynaklar1 gibi farkli Ozellikte su kaynaklari

bulunmaktadir.

Termal sular, yer alti tabakasindan isinarak yiizeye ¢ikmakta ve sicakliklari
genel olarak 50-130 °C arasinda degismektedir. Bu sular, yeryiiziine sicak halde
¢ikmakta ve gectikleri alanlardaki bazi mineralleri de ¢ozerek suyun igerigini mineral
maddelerce zengin duruma getirmektedirler. Bu nedenle, bu sularin ¢ogunun, hidrojen,
kiikiirt, karbondioksit, diisiik molekiiler agirliktaki organik karbon bilesikleri, metan,
amonyak ve eser elementlerce zengin olduklar1 bilinmektedir. Termal sularin tam
icerikleri, suyun yeryiiziine ¢ikmasi sirasinda iginden gectigi kayalara ve suyun
sicakligina gore degigsmektedir. Bu sularda yasayan termofiller suyun 6zelligine adapte
olmakta ve yasamlarini devam ettirebilmek icin ¢esitli biyokimyasal aktivitelere sahip
olabilmektedirler. Termofilik canlilar yasamlarint devam ettirebilmek i¢in sicak
ortamlara ihtiya¢ duymaktadir ve ortamin sicakligi normal degerlere ulaginca yasamsal

faaliyetleri durma noktasina gelebilmektedir.

Ik olarak, termofilik bakteriler 1879 yilinda Miquel tarafindan; ¢plerden,
pisliklerden, topraktan, diski, kanalizasyon ve nehir ¢amurlarindan elde edilmistir.
Izole edilen bu termofilik bakteriler, 72°C’de gelistirilmistir (Miquel 1888). Daha
sonra 1982°de ise, Stetter suyun kaynama noktasina yakin bir sicakliga sahip volkanik
alanlardan termofilik bakteriler izole etmistir (Diilger 2003; Adigiizel 2006; Alpan
2008).

Karakterize edilen ilk termofilik bakteri de olduk¢a 6nemli biyoteknolojik degeri
olan Thermus aquaticus tur. Bu bakteri olduk¢a 6nemli olup bu bakteriden elde edilen
enzim, PCR reaksiyonlarinda kullanilan DNA polimerazin kaynagini olusturmaktadir.

Yiiksek sicaklik degerlerinde bozulmadan kalan termofilik DNA polimerazlar,
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hidrojen baglariin kirilmasiyla tek zincirli hale gelen DNA’y1 kalip olarak kullanarak
polimerizasyon zincir reaksiyonlarini tamamlarlar (Aguilar 1996; Madigan et al.
2017).

1.3.1. Termofilik Organizmalarin Sicakhiga Adaptasyon Mekanizmalari

Termofilik bakteriler diger bakterilerin hayatlarin1 stirdiiremedikleri ytiksek
sicakliklarda yasayabilen organizmalardir. Termofilik bakterilerin; hiicre zarlari,
enzimleri, niikleik asitleri, proteinleri ve bir takim hiicre yapilar1 yasayabildildikleri
yiiksek sicakliklara dayanabilir yapidadirlar. Yiiksek sicakliklarda yasayabilmeleri
icin DNA, protein ve hiicre membran yapilarinda farkli mekanizmalar gelistirerek bir

takim yapisal degisikliklere ugramiglardir.

Bazi1 termofilik mikroorganizmalarda endospor adi verilen yapilar olustururlar
ve ekstrem c¢evre kosullarindan etkilenmeden canliliklarini siirdiiriirler. Endospor
formundaki bir bakteri metabolizmasini yavaglatmig ve DNA’sii1 bu duruma adapte
etmistir. Yiksek sicakliklarda pek ¢ok bakteri, 6zellikle Bacillus cinsi, endospor

formunda uzun siire canli kalabilmektedir.

Termofilik bakterilerde, DNA’larinda pozitif slipersarmal olugturan ve DNA’nin
erime noktasini ylikselterek, bakteriyi 1s1 etkisiyle olusacak bir denatiirasyona karsi
daha direngli hale getiren ters DNA giraz adi verilen bir enzim bulunmaktadir (Lopez,
1999; Kumar ve Nussinov, 2001; Haki ve Rakshit, 2003). Ayrica DNA’ya baglanan
proteinler, DNA’nin yiiksek sicaklik degerlerinde ¢ift zincirli formunda kalmasina

neden olarak onu 1s1 kaynakli denaturasyonlardan korumaktadirlar (Lopez et al. 1999).

Termofilik bakterilerin hiicre zarlarinda doymus yag asitleri bulunmaktadir. Bu
yag asitleri hiicreye hidrofobik bir yapi kazandirir ve bu durum da termofilik
mikroorganizmaya sicaklik karsisinda direng kazandirir. Bununla beraber termofilik
organizmalar, bir takim hidrofobik etkilesimler ve elektrostatik distilfit kopriileri ile
yiiksek sicaklik degerlerine dayanabilmektedirler (Fujiwara 2002). Hidrojen baglari,
molekiiler aras1 etkilesimlerden biridir ve sayica fazlalig1 biyolojik yapilara kararlilik

kazandirmaktadir. Tuz kdpriisii ya da iyon ¢ifti ad1 verilen ve proteinin yapisindaki iki
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z1it yikli iyonun etkilesimine dayanan yapilar termofillerde goriilen bir diger
adaptasyon mekanizmasidir (Hakamada et al. 2001). Daha onceden yapilan
calismalarda (Tanner et al. 1996; Scandurra et al. 1998), bu iyon ¢ifti yapilarinin
sayica ustiinliigiiniin sicaklia kars1 protein yapilarin1 dayanikli bir hale getirdigi rapor
edilmistir. Tuz kopriileri sayisindaki artigin yani sira termofilik bakteri proteinlerinde
histidin, glutamin, asparagin, lisin ve argininin gibi yiiklii aminoasit iceriginde artis
goriliirken, denatiirasyona sebep olan asparagin ve glutamin i¢eriginde azalma goriiliir

(Haney et al. 1999).

Yine termofillerin kararli yapida olmalarin1 saglayan bir baska etken distilfit
baglaridir. Bu baglar, birbirine paralel olan iki polipeptid zinciri ikincil yap1
halindeyken zincirlerin birbirne yakin oldugu kisimlardaki sistein aminoasitlerinin
stilfidril gruplarinin arasinda olusan kovalent baglardir ve proteinin diizenlenmesinde,
yapisint korumasinda gorevli olan onemli yapilardir. Bir proteinin hidrofobik
Ozellikleri ile katlanma stratejileri arasinda dogrusal bir bag vardir. Proteinler
hidrofobik etkilesimleri sayesinde dimer yapilari olusturarak, yiiksek sicakliklara karsi

daha dayanikli hale gelmektedir (Kumar and Nussinov 2001).

Termofilik bakterilerin denatiirasyona, yliksek sicakliga ve proteolize karsi
dayanikli olmasini saglayan 6zel proteinleri mevcuttur. Saperon olarak adlandirilan bu
proteinler, proteinlerin yeniden katlanmasini ve iglevsel olan kendine 6zgii yapilarin

tekrar kazanmasini saglamaktadir (De Miguel Bouzas et al. 2006; Alpan 2008).

Sayilan tim bu faktorlere ek olarak, termofilik bakterilerin hiicre zarlarinin
iyonlarin gecirgenligine karst degiskenlik gosteriyor olmasi, bakterilerin sahip
olduklar1 proteinlerin ¢ok sayida alt birimden meydana gelmesi ve bakterilerin su
aktivitesi bakimindan diisiik olmalar1 gibi 6zellikler de bakterilere yiiksek sicaklikta
yasama imkani tanimaktadir. (Tolner et al. 1997; Sping and Chaires 1999; Diilger
2003, Adigiizel 2006).
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1.3.2. Termofilik Bakterilerin Biyoteknolojik Onemi

Termofilik bakterilerin yiiksek sicakliklarda nasil yasayabildigi, pek ¢ok bilim
adaminin ilgisini ¢ekmekte ve arastirmalarini bu konuya yonlendirmelerini
saglamaktadir. Bu bakteriler yasadiklar1 ortam sicakligina baglh olarak pek cok
biyokimyasal aktiviteye sahip olmakta ve bunun sonucunda iiretmis olduklar

enzimler, mezofil bakterilerin tiretmis oldugu enzimlere gore daha etkili olmaktadirlar.

Genellikle termofilik mikroorganizmlardan biyoteknolojide yakit, kimyasal
liretimi ve genetik manipiilasyon c¢alismalarinda yararlanilmaktadir. Ancak son
zamanlarda termofilik mikroorganizmalari bu alanda 6nemli kilan, biyoteknoloji
acisindan oldukca Onemli olan ve biyokimyasal reaksiyonlari oldukca yliksek

sicakliklarda katalizleyebilen termofilik enzimleri iiretmeleridir.

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlara yon veren, onlar1 katalizleyen
ve ¢cok Oonemli metabolik gorevleri olan ¢ogunlugu protein yapidaki molekiillerdir.
Giliniimiizde ¢esitli amaclarla giinliik ve ekonomik hayatta kullanimlar1 s6z konusudur.
Enzimlerden pek ¢ok sanayi kurulusunda; kimyasal, ilag, kagit, firmcilik, gida, alkol-
peynir tiretimi, tekstil gibi sanayi kuruluslarinda faydalanilmaktadir (Wiseman 1987;
Corderio 2002; Beldiiz vd. 2003; Haki et al. 2003; Whitford 2005; Turner 2007; Alpan
2008). Oyle ki son zamanlarda sanayide kullanilan ¢ogu kimyasal uygulamanin
cevreye ve canliliga verdigi zarar goz Oniine alindiginda sanayi alanlarinda biyolojik
enzimlerin kullanimi1 artmaktadir. Enzimlerin ¢evre dostu, saglikli ve ayrica substrata
olan ozginliiklerinden dolayr kullanildiklar1 {riinlerin ve ayn1 zamanda
uygulamalarmin da kalitesini arttirdig: bilinmektedir (Couto et al. 2006; Onal 2010;
Piriggioglu 2010).

Endiistride tercih edilen mikroorganizmalar kaynakli enzimler bitki ve hayvan
kaynakli enzimlere kiyasla oldukg¢a yiiksek katalitik aktiviteye sahiptir. Daha ucuz
yoldan elde edilebilmekte, oldukg¢a kararli ve ¢ok miktarlarda hem de yiiksek saflikta
elde edilebilmektedirler. Hatta yan {iriin olusturmazlar ve ¢evre dostudurlar. Ayrica;
mikroorganizmalar hizl cogalmaktadirlar ve ucuz kaynaklardan

beslenebilmektedirler. Pek cesitli endiistri atiklari, mikroorganizmalarca substrat
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olarak degerlendirilebilmekte ve bdylece bir¢ok atigin yok edilmesi veya dogaya
kazandirilmasi da s6z konusu olmaktadir (Castro 1999; Topal 2000; Ozdemir 2004;
Matpan 2007; Alpan 2008; Malle et al. 2012). Tim bu avantajlarindan Otiirii

mikroorganizma kaynakli enzimler son zamanlarda daha ¢ok tercih edilmektedirler.

Termofilik enzimlerin sicakliga dayanikliligi mezofil enzimlere kiyasen oldukca
yiksektir ve termofilik enzimler yiiksek sicakliklarda optimum diizeylerde
fonksiyonel olmaktadir (Madigan and Martingo 2008). Tiim bu nedenlerden otiirii de
cesitli endiistriyel ve biyoteknolojik ¢alismalarda; misir surubu imalati, PCR islemleri,
deterjan uygulamalari, gida endiistrisi gibi uygulamalar bakimindan yarar saglamalari
nedeniyle termofilik enzimlere talep giderek artmaktadir (Kiran vd. 2006; Ince 2006).
Biyoteknolojik islemler acisindan bakildiginda sicaklik artarsa; organik bir takim
bilesikler yliksek ¢oziiniirliige ulasacak, difiizyon hizlar artacak, ortamin istenmeyen
viskozitesi azalacak, kii¢iik bir alandan yiiksek reaksiyon hiziyla beraber daha fazla
iriin elde edilecektir (Demirjian et al. 2001; Kiran vd. 2006). Ayni zamanda
biyoteknolojik uygulamalarda termofilik enzimlerin kullanilmas1 ile diger
mikroorganizmalardan kaynaklanacak kontaminasyonun da oniine gegilecektir. Ayni
sekilde biyolojik materyallerce olduk¢a zor parcalanan ve ¢dziinmesi zor olan ¢evre
kaynakl1 kirletici elementlerin olusmasi da termofilik enzimlerin kullanimi1 sayesinde

onlenecektir (Giiven 2011; Malle et al. 2012).

Termofilik enzimlerin diger mikroorganizma kaynakli mezofil enzimlere kiyasla

daha fazla tercih edilme nedenleri sdyle siralanabilmektedir (Alpan 2008);

1. Termofilik bakterilerden elde edilen termofilik enzimlerin raf Omiirleri

uzundur.

2. Yiksek ve diisiik pH’ya kars1 direng gostermektedirler ve organik ¢oziiciilerce
kolayca yok edilemezler. Bu sayede denature edici faktorlere karst daha direngli

olmaktadirlar.

3. Ekstrem sicaklik derecelerine hiicresel bakimdan adapte olabildiklerinden

genel direng mekanizmalart bulunmaktadir.
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4. Mezofilik sartlarda gelisen patojen mikroorganizmalar yiiksek sicaklik
degerlerinde aktivitelerini kaybettiklerinden, mikrobiyal kontaminasyonu engellemis

olmaktadirlar.
5. Kararsiz bilesikler tarafindan reaksiyonlarin engellenmesini 6nlemektedirler.

6. Kiiciik alanlarda yiiksek reaksiyon hizi gergeklestirmektedirler.

Sonug¢ olarak; sicaklik bakimindan olduk¢a kararli enzimler ¢ok yiiksek
spesifiklige sahiptirler ve tiim bu sebeplerden otiirii pek ¢ok endiistriyel islem ve
uygulama i¢in potansiyel olabilemektedirler. Bu tiir termofil ve kararli enzimlere
endistrinin pek ¢ok alaninda duyulan gereksinim, ilerleyen zamanlarda bu enzimlerin
daha da gelistirilmesi ve uygulama alanlarinin artirilmasina neden olacaktir. Tiim bu
durumlar, termofilik enzimleri daha ¢ok 6nemli hale getirmektedir (Haki and Raksit
2003; Turner 2007; Tekin 2008).

Termofilik bakterilerden elde edilen ve biyoteknolojik bakimdan 6nemli goriilen
enzimlerin; biiyiik bir oranin1 proteazlar (yaklagik %59), karbohidrazlar (%28) ve
lipazlar (%3) olusturmaktadir (Gomes and Steiner 2004; Onal 2010; Giider 2014).
Agirlikli olarak ¢alisilan ekstrem termofilik ve hipertermofilik bakterilerden elde
edilen biyoteknolojik acidan 6neme sahip bazi termostabil enzimlerden; proteinaz (siit
¢oktlirme, et yumusatma, kek, ekmek, biskiivi, kraker yapimu, silaj tiretimi, kumas
agartma, deterjan sanayi, dericilik), lipaz (yag esasli deterjan sanayi, yaglarin
interesterifikasyonu, siit ve gida sanayi), galaktozidaz (siit ve peynir sanayi), amilaz
(nisasta hidrolizi, ekmekgilik, silaj tiretimi, alkol fermantasyonu, deterjan sanayi,
peynir yapimi, tekstil, gida sanayi), seliiloz (hayvan yemi sanayi, gida sanayi, testil ve
kagit sanayi), kitinaz (ila¢ sanayisi), ksilinaz (nisasta gluten ayrimi, ekmek hacmi
genisletme, kagit sanayi) ve pektinaz (gida ve tekstil sanayi) en onemlileri arasinda

sayilabilmektedir.
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1.4. Proteaz Enzimi ve Biyoteknolojik Onemi

Enzimler, aktivasyon enerjisini diistirerek reaksiyonun hizlanmasini saglayan,
biyokimyasal olaylarda 6nem arz eden yiliksek katalitik aktiviteye sahip onemli
biyolojik molekiillerdir. Biyolojik reaksiyonlarin yiiriitiildiigli substrata kars1 yiiksek
ilgiye sahip katalitik merkezlere enzimlerin aktif bolgesi denilmektedir. Bu bdlgenin
kimyasal ve 1ii¢ boyutlu yapisi substrat molekiilii iizerindeki bazi gruplarin
komplementeri durumundadir. Bir enzim, substratina uygun bir sekilde baglandiginda,
substrat1 lriine doniistiirmek tizere katalizlemektedir (Pant et al. 2015). Ancak
biyolojik olaylarin katalizorleri olan enzimler; pH, sicaklik, reaksiyonun siiresi,
reaksiyon Tlriinlerinin ¢esidi, aktivator/inhibitorlerin varligi, enzim ve substrat
konsantrasyonu, ortamdaki iyonlarin, organik ¢oziicli ve deterjanlarin varligi gibi pek
cok faktorden etkilenebilmektedir. Bu nedenle enzimlerin islevsel agidan aktif
olabilmesi i¢in tiim bu faktorlerin gz oniinde bulundurularak ilgili enzime uygun

olarak optimize edilmesi gerekmektedir.

Biyolojik siireclerde oldukca biiyiilk 6neme sahip olan enzimlerden giinliik
hayatta da istifade edilmektedir (Wiseman 1987; Giimiisel 2002; Castroa et al. 2010).
Enzimlerin giinlik hayatta kullanimina iliskin kayitlar eski Misir ttarihine kadar
dayanmaktadir (Smith et al. 2001). Ancak giiniimiizde ¢esitli enzimlerin kesfi ile

enzimler gruplandirilmis ve uygulama alanlar1 da oldukca gelistirilmistir.

Enzimler gorevli olduklari, aktivite gosterdikleri reaksiyonlarin ¢esidine gore ve
mekanizmalarmma gore degisik kategorilerde siniflandirilmislardir. Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan su sekilde 6 sinifa

ayrilmiglardir;

1. Oksidorediiktazlar: Indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarini

gerceklestirmektedirler.

2. Transferazlar: substratlar arasinda bir takim gruplarin (hidrojen harig)

aligverisini gerceklestiren enzimlerdir.
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3. Hidrolazlar: cesitli baglarin (glikozit, P-N baglari, ester baglari, peptid,

anhidrit) hidrolizini bir su molekiilii katarak gergeklestiren enzim grubudur.

4. Liyazlar: substratlardaki gruplari onlardan uzaklastirmakla gorevli olup gift

baglarin olusmasina sebebiyet veren enzim grubudur.

5. izomerazlar: birbirinin cesitli durumlarla (optik, yapisal ya da geometrik)

izomeri olan yapilarin birbirlerine doniigiimiinii gerceklestiren enzimlerdir.

6. Ligazlar: yiiksek enerjiye sahip fosfat igeren bilesiklerden (GTP, ATP) fosfat
bagini koparan ve bu enerji sayesinde iki molekiilii birbirine baglayan enzimlerdir

(Kalin 2012; Keha ve Kiifrevioglu 2012; Sar1 2016).

Proteaz enzimleri, enzim siniflandirmasinda hidrolaz grubunda yer alan ve
proteinleri peptidlere ve serbest aminoasitlere hidroliz eden enzim grubu olarak
bilinmektedirler. Bu islevi yerine getirebilmek icin tiim proteaz gruplart polipeptid
zincirlerindeki amid bagini yikarlar. Tiim proteazlarin reaksiyonlarinda ortak olarak
polipeptid zincirinden bir kisim ¢ikarilmakta ve suyun OH’ma transferi
gerceklestirilmektedir. Proteazlarin hepsinin sicaklik, 6zgiinliik, aktivite, iyon ihtiyaci,
pH ve stabilitesi bakimindan ortak karakteristik ozellikleri mevcuttur. Etkide
bulunacaklari aminoasidin ¢esidine bagli olarak bu o&zellikler degiskenlik
gostermektedir. Proteaz enzimlerinin hidroliz bakimindan peptidazlar ve
polipeptidazlar (proteazlarla sinonim) olarak iki kategorisi bulunmaktadir (Rawlings

et al. 2007; Cevik 2010; Raval et al. 2014; Pant et al. 2015; EI-Gendi et al. 2016).

Proteazlar; hayvansal, bitkisel ya da mikrobiyal kaynakli olup olmamasina,
katalitik olarak endo ya da ekzopeptidaz olmasina ve de reaksiyonu gergeklestirecegi
bolgede bulunan aminoasidinin sistein, serin, metallo ya da aspartil olmasina gore
siiflandirilmaktadir. Temel olarak etkide bulunacaklar1 katalitik aktivitelerine yani
peptid baginin yerine gore ekzo ve endopeptidazlar olarak iki kisimda
incelenmektedirler. Proteaz enzimlerinin bu sekilde ayiriminin yapilmasi enzimlerin
polipeptid zincirini nereden kesecegiyle alakalidir. Zincirin u¢ kismindan parga
cikarma olayr “ekzo”, orta kisimdan parca koparma olayr da “endo” olarak
nitelendirilmektedir (Pantazaki et al. 2002; Haki and Rakhsit 2003; Orhan 2003;
Castroa et al. 2010).
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Temel olarak, ekzopeptidazlar; bir substratin amino veya karboksi ug
kisimlarindaki peptid baglarin1 koparmaktadir. Bu sayede ekzopeptidazlar, peptid
zincirinde sadece son kisimlara etki etmekte ve etki ettigi bu kisima gore de
adlandirilmaktadirlar (Grzonka et al. 2007). Eger ekzopeptidazlar substratlarinin
amino ug kistmina etki edeceklerse aminopeptidaz; eger karboksi ucu kismina etki
edecekseler de karboksipeptidaz olarak isimlendirilmektedirler. Ticari bakimdan
ekzopeptidazlara olduk¢a nadir rastlanmaktadir. Ciinkii bu enzimlerin birgogu hiicre
ici enzim olarak bulunmaktadir. Endopeptidazlar substratlarinin i¢ kisimlarinda
mevcut bulunan peptid baglarin1 koparmaktadirlar ve katalitik bolgelerinde bulunan
serin, aspartil, sistein ve metallo aminoasitlerine bagli olarak dort kisima
ayrilmaktadirlar. Bazen bu gruplara threonine proteaz ve glutamik asit proteaz da
eklenmekte ve say1 altiya ¢ikabilmektedir (Tekin 2008; Cevik 2010; Mahajan and
Badgujar 2010).

Serin proteazlar, aktif bolgelerinde serin aminoasidi bulunduran ve genelde notr
ya da alkalin pH’larda aktivite gdsterebilen bir gruptur. Serin proteazlar aslinda alkalin
pH degerlerinde maksimum aktivite gdstermektedirler. En ¢ok bilinen 6rnekleri
peptidaz A (SE), Escherichia D-Ala-Dala, tripsin, karboksipeptidaz C (SC),
kimotripsin (SA) ve subtilisin (SB)’dir. Serin proteazlar, bakterilerde, viriislerde hatta
Okaryotlarda yaygimn bir sekilde bulunmaktadir (Takenaka et al. 2017). Aspartil
proteazlar; aktif merkezlerinde aspartik asit aminoasidi bulunan bir gruptur. Bu grup
proteazlarin aktivite gosterdikleri pH degerleri oldukga diisiik oldugundan asidik
proteazlar olarak da adlandirilmaktadir. Bilinen iiyeler; kathepsin D, bir sindirim
enzimi olan ve midede bulunan pepsin, penisilinopepsin, rhizopus pepsin, retropepsin
ve renin adi verilen kan basinciyla alakali olan bir enzimdir. Aspartil asit proteaz
grubu, siit endiistrisinde ve peynir mayalama proseslerinde tercih edilen kullanim
alanlarina sahiptir. Sistein proteazlar; aktif bolgelerinde sistein ve histidin
aminoasitleri bulunduran, bir diger isimlendirilmesi de tiyol proteazlari olan hiicre i¢i
proteaz enzimlerindendir. Bu enzimler hiicre i¢i proteinlerde doniisiim tepkimelerinde
gorev almaktadirlar. Okaryotik ve prokaryotik organizmalarda siklikla bulunan bu
proteazlar, dogada pek ¢ok kaynakta bulunmakta olup en bilindik 6rnekleri; kivide
bulunan aktinidin, incirde bulunan fisin, papaya bitkisindeki papain ve ananas

meyvesinde bulunan bromelaindir.
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Metalloproteazlar ise aktivite gosterebilmeleri i¢in bir divalent ve pozitif yikli
metal iyonuna ihtiya¢ duyan enzim ailesidir. Bu enzimlerin aktif bolgelerinde bir metal
iyonu bulunmaktadir. Bu iyon ¢ogunlukla da ¢inko iyonu oldugundan bu enzim grubu
ayni zamanda ¢inko-proteaz adiyla da bilinmektedir. Bu enzim ailesinin en bilindik
tiyesi karboksil peptidaz A’dir. Bu enzim biiyiikbas hayvanlarda bulunur ve bir ¢esit
sindirim enzimidir. Diger bilindik tyeleri ise; angiotensin-enzimi, termolisin,
kollagenaz, yilan zehirinde bulunan bir hemorhagik toksin ve bir D-alanil D-karboksi
peptidaz olan Zn21G proteazidir. Mikrobiyal kaynakli pek ¢ok proteaz enzimi
metalloproteaz sinifindan olup bu grubun enzimlerinin biyoteknolojik 6nemi olduk¢a
biiyiiktiir. Baz1 bakterilerde mevcut olan nétral proteazlar da bu grubun iiyeleridir

(Gerze 2003; Orhan 2003; Tekin 2008; Cevik 2010; Sar12011).

Proteaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi, bir substrat molekiilii (kazein/
hemoglobin) ile optimum pH ve sicaklikta yapilmaktadir. TCA adi erilen bir enzim
kullanilarak reaksiyonda olusmus biiyiik partikiillerin ¢okelmesi saglanmakta ve sonra
proteaz enzimi tarafindan hidroliz edilip ¢6ziinmiis bir hale gelen proteinin miktarsal
analizi UV spektrofotometre yontemi ile gerceklestirilmektedir. Sicaklik ve pH enzim
aktivitesine etki eden iki 6nemli faktor olarak bilinmektedir. Sicaklik, esasinda
substratlarin enzimler tarafindan hidrolizini artiracagindan enzim aktivitesini olumlu
yonde etkileyecek bir faktordiir. Ancak ¢ok yliksek sicaklik degerleri de enzimi
olumsuz yonde etkilemekte ve enzimi denatiire ederek yapisini bozmaktadir. Yine
diisiik sicaklik degerleri de reaksiyonlart olumsuz yonde etkilemekte ve molekiiler
seviyede hareketi kisitlamaktadir. Tiim bu olumsuz durumlar da enzim aktivitesinin

diismesine neden olmaktadir.

Biitlin enzimler i¢in maksimum aktivitenin ger¢eklestigi optimum bir pH aralig1
vardir. Proteazlar, yapilarindaki ve ¢esitlerindeki farkliliklarina gore degisik pH’larda
optimum aktivite géstermektedirler. Bu baglamda proteaz enzimleri genellikle alkalin
proteazlar (pH 7,0 ila 11,0), nétral proteazlar (pH 6,0 ila 9,0) veya asidik proteazlar
olarak siniflandirilmaktadirlar. pH ve sicakligin yan1 sira enzimin aktivitesini olumlu
veya olumsuz yonde etkileyen bagka faktorler de mevcuttur. Enzim aktivitesini olumlu
yonde etkileyen maddelere aktivator maddeler, olumsuz yonde etkileyen maddelere de

inhibitér maddeler denilmektedir. Serin alkalin proteaz enzimleri lizerine yapilan
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cesitli calismalar neticesinde bu enzim i¢in Mg*?, Ca*? ve Co*? gibi divalent metal
iyonlarinin aktivator bir etkide bulundugu gosterilmistir (Tekin 2008; Vijayaraghavan
et al. 2014). Inhibitdr maddeler de enzimlere baglanarak ya da substrata ulasmak adina
enzimlerle yarisarak onlara engel olmaktadirlar. Genel anlamda yapilan ¢alismalar
neticesinde Cu*? iyonunun, EDTA ’nin, histidin ve p-Mercaptol’iin proteaz enzimi i¢in
inhibitor etkide bulundugu belirlenmistir (Orhan 2003; Castroa et al. 2010; Sar1 2011;
Vijayaraghavan et al. 2014).

Proteazlar; gen ifadesinin diizenlenmesi, proteinlerin tasinimi  ve
metabolizmanin kullanabilmesi i¢in kii¢iik molekiillere ayrilmasi ile enzim
modifikasyon ¢aligmalart gibi ¢esitli ve olduk¢a de 6nemli biyolojik siireclerde rol
oynamaktadir. Proteaz enzimleri bitki, hayvan ve mikroorganizmal kalintilarin yok
edilmesinde, besin dongisiiniin siirdiiriilmesinde, Dbitkilerin topraktan besin
alabilmesinde olduk¢a Onemli gorevler istlenmistir (Cevik, 2010). Tim bu
nedenlerden Otiirii canli organizmalarca yaygin bir sekilde {iiretilmektedir ve bu

enzimlerin biyoteknoloji agisindan 6nemi oldukga biiytiktiir.

Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen proteaz enzimleri hiicreler igin elzem
temel bilesenlerden biri olan proteinleri par¢alanmakta ve bu reaksiyon sonucu olusan
iriinleri besin kaynag olarak kullanilmaktadir. Proteinler tiim hiicrelerde oldugu gibi
bakteri hiicreleri i¢in de oldukc¢a elzem olan yapilardir. Bakteriler tarafindan iiretilen
proteaz enzimleri endiistriyel amacl olarak en c¢ok tercih edilen enzimlerdir.
Biyoteknolojik olarak iizerinde yogun olarak calisilan Bacillus cinsi bakterilerden
genellikle bazik sartlarda aktif olan proteaz enzimleri saflastirilmakta ve cesitli
proseslerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bakteriler sentetik besiyerlerinde
kolayca yetistirilebilmekte, hemen hemen her tiirlii ortamdan izole edilebilmekte,
yiiksek sicaklik degerlerinde dahi enzim stabilitelerini koruyabilmekte ve bakteri
durgunluk fazindayken dahi enzim liretimi yapabilmektedir (Chen et al. 2004; Cevik
2010; Rai and Mukherjee 2010; Pant et al. 2015; Hussain et al. 2017).

Termofilik bakterilerden elde edilen enzimler, sicaklik karsisinda gosterdikleri
kararlilik nedeniyle pek cok ticari alanda g¢alisma konusu olmaktadir. Termofilik

enzimler konusundaki ilerlemeler, diinyanin farkli bolgelerinden ¢ok sayida yararh
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termofilik bakterinin izolasyonunu ve daha sonra da bu organizmalardan enzimlerin
ekstraksiyonunu miimkiin kilmaktadir. Termostabil enzimler, zorlu endiistriyel
proseslere daha iyi uyum saglamaktadir ve bu nedenle endiistriyel ve biyoteknolojik
acidan giderek daha fazla ilgi ¢cekmektedir (Gomes and Steiner 2004; Castroa et al.
2010). Bu nedenle termostabil proteazlarin da endiistriyel siire¢lerde kullanimi daha

karl1 ve avantajli olmaktadir.

Proteaz enzimi, endiistriyel olarak kullanim yelpazesi olduk¢a genis olan
enzimlerdir. Mikrobiyal kaynakli proteaz enzimlerinden; deterjan sanayi, et, siit,
ekmek, gida sanayi, deri endiistrisi, kil giderimi, peynir yapimi, biralarin
berraklastirilmasi, fotografeilik caligmalari, evceil hayvan gidalarinin tatlandirilmast,
rekombinant DNA teknolojisi caligmalari, tipta c¢esitli uygulamalarda, ilaglarin
hazirlanmasi, organik biyosentez, rontgen filmlerindeki glimiisiin geri kazanilmasi ve
atiklarin muamelesi gibi ¢esitli alanlarda ve sanayilerde kullanilmaktadir. Kisacasi
proteazlar biyolojide, tibbi arastirmalarda, sanayi alanlarinda, ve biyoteknolojide
olduk¢a 6nemli bir enzim grubudur (Ozsahin 2006; Tari et al. 2006; Matpan 2007;
Rawlings et al. 2007; Cevik 2010; Ningthoujam and Kshetri 2010; Moreno et al. 2013;
Sarkar and Paul 2016; Marathe et al. 2017).

Proteaz enziminin biyoteknolojide en yaygin olarak kullanildig1 alan deterjan
sanayisidir. Ozellikle alkalifilik proteaz gruplart yogun olarak bu alanda
caligilmaktadir. Serin proteaz enzimleri alkalifilik 6zelliklerinden dolay1 deterjan
uygulama sanayisinde katki maddesi olarak tercih edilmekte ve 6zellikle termofilik
bakteri organizmalarindan elde edilen enzimler yiiksek sicaklik ve pH’ya dayanikli
oldugundan dolay1 kan ve ¢cimen lekelerinin giderilmesinde siklikla kullanilmaktadir.
Camasir yitkama uygulamalarinda deterjan kullaniminin yayginlasmasi, daha cevre
dostu olmasinin talep edilmesi ve sagliga zararli madde igermesinin Onlenmesi
istekleri biyolojik materyallerden ve 6zellikle de mikroorganizmalardan elde edilecek
enzimlerin onemini artirmaktadir. Termofilik bakterilerden elde edilen proteazlarin
kirletici ajanlara kars1 yok edici Ozelliginin farkedilmesiyle son zamanlarda bu
proteazin deterjan sanayinde kullanildigr caligmalarin sayisinda artis olmustur

(Ozsahin 2006).
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Bir deterjanin aktif bilesenleri, raf Omriiniin uzunlugu, sagliga zararl fosfat
iceriginin kaldirilmasi, mikrobiyal proteazlarca harmanlanmis olmasi onun
kullanabilirligini artiran faktorlerin basinda gelmektedir. Mikrobiyal enzimlerce
desteklenmis deterjanlarin en 6nemli avataji da enzimin deterjan raf 6mrii boyunca
kararliligin1 korumasi olmaktadir. Bakteriyal bir enzimin raf dmriiniin uzun olmasi da
pek cok etkene baglidir. Bu etkenler; sicaklik, beyazlatici etmenler, su gereksinimi,
pH, yiizey etken bilesenleri Ve yapisal inaktivasyona neden olacak maddelerdir.
Termofilik bakteriyal proteazlar sayilan tiim bu etkenlere karsi dayanikliligim
korumakta ve ozellikle de ¢evre dostu olmalar1 sebebiyle deterjan sanayiye dayali

isteklere karsilik vermektedir (Orhan 2003; Rai and Mukherjee 2010).

Proteaz enziminin kullanildig1 bir bagka alan da deri sanayidir. Deri yiizeyinden
killarin ve yiinlerin giderilmesi, derinin 1slatilmasi islemi, yumusatilmasi ve son halini
alarak kullanilabilir bir sekle getirilmesi asamalarinda; 6zetle bir hayvanin postundan
islevsel bir deri elde edilmesinde termofilik proteazlarin rolii olduk¢a Onemlidir.
Termofilik proteaz enzimlerinin bu uygulamada kullanilmasinin temel sebebi deri ve
kil yapisinin proteinden olusmasidir. Kil, yapisinda fazla miktarda sistein bulunan o-
keratin proteinlerinden olusmaktadir. Yine farkli deri tabakalar1 a-keratin, kolajen,
globulin, glikoprotein, alblimin, elastin ve diger kiiresel proteinlerden olusmaktadir.
Deri sanayinde proteaz enzimlerinden, deriyi 1slatma, kil ve tiiy yapilarindan arindirma
proseslerinde bir asamaya kadar kullanilmaktadir. Islatma isleminde, hayvan postlari
antimikrobiyal materyaller ve ylizey aktif maddelerce yikanir ve islatilir. Bu
basamakta albiimin ya da globiilin yapidaki proteinlerin arindirilmasi igin alkali
proteaz enzimleri kullanilmaktadir. Proteazlarin bu islemlerde kullanimindan 6nce
hayvan derileri kil ve tiiy yapilarindan arindirilmak adina kiregli banyolarda birkag
giin siiresince 1slatilmaktaydi. Artik bu iglem proteazlar sayesinde kisa bir zamanda
yapilmakta, deri kalitesi yiikseltilmekte ve az miktarda atik ortaya ¢ikmaktadir. Ayni
zamanda ayirma adi verilen basamakta da hayvansal deriler daha esnek ve yumusak
sekle getirilerek bir sonraki asama i¢in hazirlanmasinda termofil bakterilerden elde

edilen enzimlerden yararlanilmaktadir (Tekin 2008; Sar1 2011).
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Termofilik proteazlar gida sanayinde de etkin olarak kullanilmaktadir. Proteaz
enziminin bu anlamda biyoteknolojide kullanildig: ilk alan peynir {iretimi olmustur.
Peynir iiretimi esnasinda rennin adi verilen bir sigir kimosin enziminden siitiin
pihtilastirilmasi asamasinda yararlanilmaktadir. Rennin, bir gesit aspartil proteaz olup
oldukca yiiksek maliyete sahip bir enzimdir. Domuz pepsin enzimi rennin yerine
kullanilmakta ama bu enzimin yiiksek proteaz aktivitesi gostermesi peynir dziine zarar
vermektedir. Proteazlar gida sektoriinde oOzellikle sigir eti  gibi etlerin
yumusatilmasinda énemli rol oynamaktadir. Yine proteaz enzimi ¢esitli gida isleme
endiistrisi ve 6zellikle evsel atiklarin giderilmesi i¢in de bir potansiyel saglamaktadir.
Proteaz enzimleri, birka¢ basamaktan sonra atik iriinlerindeki protein maddeleri
¢cozebilmekte ve bunun sonucunda da evcil hayvanlar, balik ve ¢iflik hayvanlari i¢in

kuru ya da siv1 gidalarin tiretimini gerceklestirebilmektedirler.

Firincilik endiistrisinde 6zellikle de gluten bakimindan yiiksek hamurlarin
igeriklerinin hafifletilmesinde, yumusatilmasinda ve ayni zamanda biskiivi, kraker
grubundaki gida irlinlerinin  yapiminda  termostabil proteaz  enzimleri
kullanilmaktadir. Gluten yapist hamurda agsal elastiki yapilar olusturmakta bu da
hamuru sert bir kivama sokmaktadir. Proteaz enzimleri bu yapilari hidroliz ederek
lastik gibi sert olan hamuru, kalip almasi1 kolay, yogrulabilir ve kolay sekil alabilir bir
hale getirir. Gluteinin yiiksek oranda hidrolizinin gergeklestirebilmesi adina proteaz
enzim miktar1 artirilarak hamur, mayalanma islemi esnasinda olusacak kabarciklar
tutamayarak citir bir hal alir ve boylece biskiivi ve kraker gibi gevrek gidalar iiretilir.
Termofilik proteaz enzimlerinden bira yapiminda da yararlanilmaktadir. Arpa ve su
karisimina ilave edilen enzimler tahilda bulunan proteinleri pargalarlar ve bira igerigini

aminoasitlerce zengin hale getirirler.

Tekstil endiistrisi de termofilik proteazlardan faydalanmakta, bu alandaki enzim
uygulamalariyla yakindan ilgilenmektedir. Ham ipek ve yiiniin birer tekstil iirlini
haline getirilmesinde proteaz enzimlerinden faydalanilmaktadir. Yine bu enzimlerden
kozmetik alaninda da yararlanilmakta; istenmeyen tiiylerin giderilmesinde, dis
macunu igeriklerinde ve lens soliisyonlarinin bilesiminde kullanilmaktadir. Ilag
sanayisi de proteaz enzimlerinin siklikla kullanildig1 bir diger alandir. Ilag sanayinde

genelde sindirim sistemini diizenleyen ilaclarin bilesenlerinde kullanilmaktadirlar.
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Ozellikle alkali proteaz aktivitesi gdsteren proteazin gesitli iiyeleri, terapotik
uygulamalar i¢in artan kullanim alani bulmaktadir. Terapotik enzimlerin; yaralar,
yaniklar, deri abseleri ve ¢ibanlarin tedavisi i¢in bir bandaja immobilize edililerek
uygulamasi yapilmaktadir. Yine g¢esitli uyusturucu maddelerin, kan ve doku
orneklerinin tahlilinde de kullanilmaktadirlar. Giimiis kazanimi i¢in X-1s1n1 filmlerinin
islenmesinde alkalifilik proteazlar potansiyel olarak kullanilmaktadir. X-151m1
filmlerinde kullanilan jelatin icerikli tabakalar agirlik bakimindan %1,5-2,0 giimiis
icermektedir. Konvensiyonel giimiis kazanimi amaciyla bu filmlerin yakilmasi ile
ceresel sorunlar olusturmaktadir. Bu baglamda X-1sin1 filmlerindeki tabakalarin
enzimsel olarak hidrolizi biiyiik bir avantaj saglamaktadir (Orhan 2003; Tekin 2008;
Nadeem et al. 2009; Cevik 2010).

1.5. Tezin Amaci ve Kapsam

Termofilik bakteriler cogu canlinin yagamasinin miimkiin olamayacagi sicaklik
degerlerinde hayatta kalmayi basarabilmeleri ve buna bagli olarak metabolik
faaliyetlerini siirdiirmek i¢in gerekli olan enzimlerini kullanabilmeleri nedeniyle son
zamanlarda dikkatleri ilizerine ¢ekmis ve arastirmacilart bu konuda c¢alismalar
yapmaya yoneltmistir. Bu caligmalara paralel olarak da pek ¢ok termofilik enzimin
islevi aydinlatilmis ve karakterizasyonlari yapilmistir (Akhmaloka et al. 2006; Akkaya
ve Kivang 2009; Malle et al. 2012; Tiirker ve Ozcan 2015; Zahoor 2016).

Gilinlimiizde, bir¢ok sanayi ve endiistri kuruluslarinda yaygin bir sekilde
kullanilan enzimler genellikle mezofilik bakterilerden elde edilmektedir. Ancak sanayi
ve endiistri proseslerinde uygulanan kimyasal islem, yiiksek sicaklik, pH ve cesitli
uygulamalar neticesinde bu enzimlerin kullanim alanlari sinirlandirilmistir. Bu
anlamda ortaya c¢ikan ekstrem fizyolojik gereksinimler termofilik enzimlerin
kullanimin1 6n plana ¢ikarmistir. Biyoteknolojik enzim uygulamalarinda son 20 yilda
gozler termofilik mikroorganizmlara ¢evrilmistir (Hough et al. 1999; Giiray 2009;
Tekincanli vd. 2015; Narwal et al. 2016; Hammami et al. 2017).
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Bu baglamda ¢alismamizda 6zellikle i¢inde bulundugumuz ilin jeolojik konumu
da dikkate alinarak mevcut sicak su kaynaklarinda bulunan termofilik
mikroorganizmalarin izolasyonu, tanilanmasi ve biyoteknolojik niteliklerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Calismada, Erzurum ili’ndeki Hasankale, Ilica ve heniiz
herhangi bir ¢alismaya kaynak olmamis Nenehatun sicak su kaynaklarinin termofilik
bakteri yogunlugunun ve bu bakteri izolatlarinin proteaz enzim aktivitelerinin
belirlenmesine yonelik ¢calismalarin yapilmasi ve bu ¢alismalar neticesinde elde edilen

verilerle termofilik bakterilerin deterjan sanayisinde kullanilabilirligi arastirilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Yapmis oldugumuz literatlir taramalari sonucunda diinyada ve iilkemizde

yapilan ¢alismalarin literatiir 6zeti asagida sunulmustur.

2.1. Termofilik Mikroorganizmalar1 Tanillamaya Yonelik Calismalar

Beffa et al. (1996), yapmis olduklar1 bir calismada, Thermus tiirlerini 65°C ile
82°C arasindaki termal alanlardan izole etmisler, optimum tireme sicakligini 65-75°C
olarak tespit etmislerdir. DNA-DNA hibridizasyonu ve 16S rRNA gen dizi analizi
sonucunda bu bakterilerin T. thermophilus HBS tiirleriyle ¢ok yakin oldugunu

gozlemlemislerdir.

Nicolaus et al. (1998), ise Antartika’nin Mount Rittmann geotermal bdlgesinden
Alicyclobacillus cinsine ait bir alt tiir izole etmislerdir. Izolatin optimum gelisme
sicakligin1 63°C, lireme araligin1 45-70°C arasinda belirlemisler, optimum pH’sin1 ise
3.5- 4.0 olarak tespit etmislerdir. Elde ettikleri izolatin G+C oranim %64,9 olarak
bulmuslar ve 16S rRNA gen dizi analizi sonucunda %99.3 A. acidocaldarius ile benzer

oldugunu saptamiglardir.

Andrade et al. (1999), termofilik ve hipertermofilik mikroorganizmalarin kitasal
ve deniz alt1 volkanik boélgelerden, jeotermal elektrik santralleri nedeniyle 1sinmis

sedimentlerden ve hidrotermal agizlardan izole edilebilecegini vurgulamislardir.

Hawumba and Brozee (2002), Kuzey Uganda’daki sicak su kaynaklarindan
Geobacillus  cinsi  termofilik  mikroorganizmalar izole etmis ve bu
mikroorganizmalarin Gram pozitif, aerobik, c¢ubuk seklinde morfolojilerinin
bulundugunu ve spor olusturan bakteriler oldugunu, optimum iireme kosullarinin 60-
62°C, pH’larimin 7,5-8,5 oldugunu tespit etmislerdir. 16S rRNA analizleriyle de
bunlarin Geobacillus cinsi bakteriler oldugunu belirlemislerdir. Ayrica bu bakterilerin
termostabil proteaz aktivitelerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda s6z konusu enzimin

optimum kosullarin1 da belirlemislerdir.
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Beldiiz vd. (2003), ise Tiirkiye’nin, Balikesir Ili Gonen ve Agr 1li Diyadin sicak
su kaynaklarindan yedi tane termofilik bakteri izole etmisler ve bu izolatlarin
Anoxybacillus cinsi oldugunu belirlemislerdir. Ayrica bu izolatlarin 55-60°C arasinda
iiredigini saptamislar, morfolojik ve biyokimyasal testlerini yapmislardir. izolatlarin
glukoz, nisasta, ksiloz ve mannitol gibi genis karbon kaynaklarinda iyi iirediklerini ve

fakiiltatif anaerob bakteriler olduklarini tespit etmislerdir.

Diilger vd. (2004), Tiirkiye’deki Rize ili Ayder ve Canakkale ili Kestanbol sicak
su kaplicalarindan iki termofilik basil izole etmislerdir. Bu izolatlart ABO4T ve K4T
olarak adlandirmislar ve bu izolatlarin spor formlu, , Gram pozitif, fakiiltatif anaerob,
cubuk seklinde oldugunu tespit etmislerdir. Bu tiirlerin ¢esitli karbon kaynaklarinda
(D-glukoz, D-fruktoz, maltoz, D-siikroz, D- raffinoz, D-xylose, L-arabinoz, D-
mannoz, D-mannitol) iireyebildiklerini saptamiglar ve 16S rRNA gen dizi analizleri ile
DNA-DNA hibridizasyonu sonucu bu tiirlerin Anoxybacillus cinsine ait olduklarini
bulmuslardir. Calismanin sonucunda da bu bakterileri, A. ayderensis ve A.

kestanbolensis olarak adlandirmislardir.

Nazina et al. (2004), yapmis olduklar1 bir ¢alismada Garga sicak su kaynagindan
yeni bir tiir olan termofilik Geobacillus gargensis izole etmisler ve tanimlamislardir.
Bu tiirlin Gram pozitif, aerobik, cubuk seklinde oldugunu, optimum iireme sicakliginin
60-65°C’de oldugunu saptamiglardir. DNA’daki G+C oranim1 %52.9 mol olarak
bulmuglar ve 16S rRNA gen dizi analizi ile yag asidi analizi sonucunda da bunun
Geobacillus cinsine ait bir tiir olabilecegini ongdrmiislerdir. Yaptiklari fizyolojik,
biyokimyasal testler ve DNA-DNA hibridizasyon sonuglari bu bulgularini

desteklemistir.

Akhmaloka et al. (2006), Papandayan Krateri’nde bulunan sicak su kaynagidan
ornek alarak yaptiklar1 bir calismada termofilik bakterilerin izolasyonunu
yapmusglardir. Termofilik bakterilerin 16S rRNA gen dizi analizi sonucunda Bacillus
caldolyticus ve B. caldotenax’a yakinlik gosterdigini tespit etmiglerdir.

Poli et al. (2006), Antartika’daki jeotermal alanlardan Gram pozitif bir

Anoxybacillus tiiriinii izole etmislerdir. Bu tiiriin optimum iireme sicakligini1 61°C ve

31



pH’sim1 da 5,6 olarak bulmuslar; galaktoz, trehaloz, maltoz, siikroz karbon
kaynaklarimi kullandigini belirlemiglerdir. DNA’daki G+C oranii %43.5 mol olarak
bulmuslar, 16S rRNA gen dizi analizi, yag asidi analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu
sonuglarindan bu tiiriin yeni bir Anoxybacillus tiirii oldugunu tespit etmislerdir.
Yapmis olduklar1 bu g¢alismanin sonucunda bu izolati A. amylolyticus olarak

tanimlamiglardir.

Derekova vd. (2007), Bulgaristan’in Rupbasin bolgesindeki sicak su
kaplicalarindan Gram-pozitif, spor formlu, aerobik ii¢ yeni tiir izole etmisler, bunlarin
optimal iireme sicakligr ile pH’larin1 ve yag asidi profillerini belirlemislerdir. 16S
rRNA gen analizleri ve DNA-DNA hibridizasyon ¢alismalari sonucunda da bu tiirlerin
Anoxybacillus cinsine ait yeni bir tiir oldugunu tespit ederek A. rupiensis olarak

tanimlamislardir.

Giil-Giiven vd. (2008), Batman Taghidere su kaynaklarinin gamur 6rneklerinden
KG8T admi verdikleri termofilik bir bakteri izole etmislerdir. Bu bakteri tiirtiniin
cubuk seklinde, Gram-pozitif oldugunu ve gelisimi i¢in en az 35 °C en fazla da
65°C’nin gerekli oldugunu, optimum gelisim sicakliginin ise 55°C oldugunu
belirlemislerdir. Bakterinin pH 5,5 ile 9,5’de iiredigini; nisastayr kullanabildigini,
%?3’liik NaCl konsantrasyonda toleransli oldugunu tespit etmislerdir. DNA-DNA
hibridizasyonu, 16S rRNA dizi analizinin sonucunda da bu tiirti Anoxybacillus

kamchatkensis sp. asaccharedens olarak tanimlamislardir.

Adigtizel vd. (2009), Tiirkiye’deki degisik sicak su kaynaklarindan termofilik
bakterilerin izolasyonunu ve tanilamasini amaglamis olduklar1 ¢alismalarinda, izole
ettikleri bakterileri klasik ve molekiiler metodlarla tanilamiglardir. Calismalarinin
sonucunda Geobacillus, Anoxybacillus ve Bacillus sp. tiirlerine ait ¢esitli izolatlarin
yag asidi metil ester, rep-PCR profili ve 16S rRNA gen dizi analizine dayali olarak

tanisini ve taksonomik karakterizasyonunu yapmislardir.

Basbiilbiil (2009), Aydm ili ve cevresinde yer alan cesitli termal su
kaynaklarindan termofilik bakteriler izole ederek tanilamigtir. 16S rRNA sekans

analizi sonucunda; test izolatlarimin %99 oraninda Geobacillus toebii, B. licheniformis,
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Brevibacillus brevis, Geobacillus pallidus, B. borstelensis ve B. pumilus’a benzedigini

tespit etmistir.

Savas vd. (2009), Van Ercis Hasanabdal kaplicasindan aldiklar1 su 6rneklerinden
cesitli termofilik bakteriler izole ederek bunlar1 fenotipik ve genotipik yontemlerle
karakterize etmiglerdir. Yaptiklar1 bu c¢alisma sonucunda 5 farkli bakteri izolati
(Geobacillus pallidus, B. licheniformis, B. pumilus, Brevibacillus brevis ve B.
Borstelensis) tanilamislar ve bunlar arasindaki genetik polimorfizmi tespit igin de rep-

PCR yontemini kullanmislardir.

Lino et al. (2010), yapmis olduklar1 ¢alismada termofilik bir kemoheterotrof
bakteri olan Mat9-16T izolatini Nagano-Japonya'da bulunan bir sicak su kaynagi
yakinlarindan izole etmisler ve bu bakterinin Gram negatif, spor olusturmayan,
hareketsiz ve cubuk seklinde morfoloji gosterdigini belirlemislerdir. Bu izolatin
optimum gelisim sicakligim1 45°C olarak bildirmisler ve pHsimin minumum 7,0
maksimum da 7,5’de oldugunu géstermislerdir. 16S rRNA genine dayanan filogenetik
analizler sonucunda bu bakteri izolatinin %77-83 dizi benzerligi ile Chlorobea sinifina

ait bir yesil siilfiir bakterisi oldugunu ortaya koymuslardir.

Asad et al. (2011), su kaynaklarindan elde ettikleri toplam 50 bakteri izolatini
amilaz, lipaz, esteraz, selillaz ve [-galaktosidaz enzim {retimi agisindan
degerlendirmisler ve Bacillus olarak tanimlanan bir bakteri tiirii (Bacillus WA21) ile
a-amilaz enzim ¢aligmalar1 yapmislardir. Bu bakteri izolatinin genis bir sicaklik (35-
55°C) ve pH (3-11) araliginda (optimum sicaklik 45°C ve pH 6) gelisim gosterdigini
ve biyoteknoloji i¢in umut verici bir a-amilaz kaynagi olarak kabul edilebilecegini 6ne

siirmiislerdir.

Charbonneau et al. (2012), giibre 6rneklerinden 10 termofilik bakteri soyu izole
etmislerdir. Bu bakteri izolatlarin1 16S rRNA genlerine dayanan filogenetik analiz ve
biyokimyasal karakterizasyon caligmalari sonucunda, Geobacillus
thermodenitrificans, B. smithii, Ureibacillus suwonensis ve Aneurinibacillus
thermoaerophilus olarak tanilamislardir. Bu tiirlerin, endiistriyel uygulamalar i¢in bir

potansiyel olan termostabil enzimlerin kaynagi olabilecegini 6ngérmiislerdir.
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Podosokorskaya et al. (2013), bir petrol arama kuyusundan termofilik, fakiiltatif
anaerobik bir bakteri izolat1 elde ettiler. Bu izolat rRNA gen sekansi analizleri

sonucunda Melioribacter roseus olarak tanilanmistir.

Kumar et al. (2014), Manikaran kaplicalarindan toplamda 235 izolat elde
etmisler ve bu organizmalarin gelisimi i¢in en uygun sicaklik araligini arastirmiglardir
(40°C-70°C). 16S rRNA analizi sonucunda bu izolatlarin birgogunun Firmicutes'e ait
oldugunu tespit etmislerdir. Izolatlarin % 26’ sinda amilaz, % 45’inde proteaz enzim
aktivitesine rastlamislar ve bu durumun endiistriyel-tarimsal uygulamalar i¢in umut

kaynag1 olabilecegini ongormiislerdir.

Elazzazy et al. (2015), Suudi Arabistan'in Cidde bolgesinden toplanan toprak ve
deniz suyu 6rneklerinden 23 farkli mikrobiyal koloni izole etmislerdir. Izole edilen
bakterilere uygulanan gesitli testler sonucunda (damla ¢okme testi, yag degisim testi,
mavi agar testi, kan hemoliz testi, emiilsiyonlagsma aktivitesi ve ylizey gerilimi testi)

bunlarin Virgibacillus salarius ile yakin iligkili oldugunu tespit etmislerdir.

Tarak¢ioglu (2016), yapmis oldugu tez calismasinda Erzurum-Ilica su
kaynaklarindan su Ornegi almis ve bu Orneklerden bakteri izolasyonu ve
identifikasyonu yapmistir. Calismasinda yaptig1 16S rRNA sekans analizi sonucunda
bu izolatlarin, Bacillus licheniformis, B. thermoamylovorans, Brevibacillus brevis, B.
agri, B. borstelensis, Aeribacillus pallidus tiirlerine ait oldugunu belirlemistir. Bu

izolatlar iizerinde lipaz enzimi karakterizasyon caligmalar1 yapmugtir.

Amin et al. (2017), Himalayalarin su kaynaklar1 bakimindan oldukg¢a verimli
olan Chilas ve Hunza boélgelerinden bakteri izolasyon ¢alismalar1 yapmislardir. Bu
bolgenin sicaklik degerleri 60 ila 95°C arasinda, pH’1 6.2 ila 9.4 arasinda degiskenlik
gostermektedir. Bu bolgeden yaptiklari arastirmada elde edilen bakteri izolatlarinin

Proteobakteriler ve Chloroflexiler’e ait oldugunu belirlemislerdir.
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2.2. Termofilik Mikroorganizmalarin Enzim Aktivitelerine Yonelik

Calhismalar

Sookkheo et al. (2000), B. stearothermophilus tarafindan iiretilen iig
ekstraseliilar proteaz enzimin aktivite gosterdigi optimum sicakliklar1 70°C, 85°C,
90°C olarak ve optimum pH’y1r da 7,0 olarak belirlemislerdir. Enzim aktivitesi
tizerinde 5 mM CaCl2’lin artig sagladigi ve EDTA’nin inhibisyona sebep oldugunu

gozlemlemislerdir.

Zvidzai and Zvauya (2000), Zimbabve sicak su kaynaklarindan Bacillus subtilis
izole etmisler ve bu bakterinin {rettigi proteaz enzimi {izerinde ¢alismalar
yapmiglardir. Proteaz aktivitesinin sicakligini 60°C-80°C, pH araligimi ise 6,0-10,0
olarak belirlemislerdir. Enzim aktivitesi i¢in optimum kosullarin 70°C’de, pH; 8,0
olarak belirlemislerdir. Enzim aktivitesinin Mg*2, Mn*2, Fe*2 iyonlarmin varhginda

%20 artig sagladigini belirlemislerdir.

Kim et al. (2001), B. cereus KCTC 3674 izolatinin iirettigi proteaz enziminin
optimum pH’si1 8,0, sicakligini ise 70°C olarak belirlemisler, bu enzimin EDTA ile

inhibe oldugunu bu nedenle de enzimin bir metalloproteaz oldugunu belirlemislerdir.

Oberoi et al. (2001), Bacillus sp. RGR-14 izolatindan elde ettikleri alkalifilik ve
SDS’le muameleye direncli bir enzimin optimum pH’sinin 11,0; sicakligin 20-80°C
oldugu aralikta kararliligini korudugunu, enzim aktivitesinin 45-70°C araliginda
optimum oldugunu goézlemlemislerdir. Enzimin 1 saat boyunca %0,5’lik SDS ile
aktivitesinde %30 oraninda bir azalma oldugunu; %0,1’lik SDS ile ise aktivitesini
tamamen korudugunu belirlemislerdir. Enzimin aktivitesinin yiikseltgenler ve yilizey
etken maddelere kars1 herhangi bir degisiklik gostermedigini belirlemislerdir. Enzimin
deterjan endiistrisinde kullanilabilecegini test edebilmek adina kumaslar iizerine

bulastirilmis kan ve ¢imen lekeleri iizerine ¢6ziim giiciinii aragtirmiglardir.

Singh et al. (2001), Bacillus sp. SSR1’den alkalin proteaz enzimi elde
etmislerdir. Enzimin 8,0-11,0 pH degerlerinde kararli oldugunu ve 300 dakika

boyunca 40°C’de aktivitesinin tamamini korudugunu séylemislerdir. Enzimin CaCl
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iyonlari ile aktivitesinin arttigin1 hatta aktivitesinde 1,3 kat1 kadar bir artma oldugunu
ve bu iyon nedeniyle optimum sicakliginin 45°C oldugunu belirtmislerdir. Yine Fe*3,

Ca*?, Na?ile enzim aktivitesinde artis oldugu gozlemlemislerdir.

Studdert et al. (2001), Natronococcus occultus’dan proteaz enzimi elde etmisler
ve bu enzimin biyokimyasal karakterizasyonunu yapmiglardir. Optimum 60°C’de

aktivite gdsteren enzimin genis bir pH araliliginda stabil oldugunu bildirmislerdir.

Yang et al. (2000), B. subtilis Y-108’den elde ettikleri enzimin kazein substrati
ile 50°C’de, pH 8,0’de optimum aktivite gdsterdigini, aktivitesinin Mn*?, Fe*?, Zn*?,
Mg*?, Co*? varliginda arttigini ve EDTA varliginda ise tamamen aktivite kaybi

yasadigini belirlemislerdir.

Beg and Gupta (2002), Bacillus mojavensis tarafindan iiretilen serin alkalen
proteaz enziminin karakterizasyonu ve saflastirilmasi tizerinde ¢alismislardir. Enzim
aktivitesinin optimum degerlerinin 60°C ve pH 8,0 oldugunu bulmuslardir. Metal
iyonlarindan Cu*? ve Mn*?’nin enzim aktivitesinde % 36’lik artis sagladigm tespit

etmislerdir.

Ghorbel et al. (2002), Bacillus cinsi bir bakteri tarafindan {iiretilen proteaz
enziminin stabilitesi lizerine ¢aligmalar yapmislar ve enzimin optimum sicakliini

+25

60°C ve pH’sini1 8,0 olarak bulmuslardir. Ayrica Ca™*’un aktivite artisini sagladigin,
Zn*? ve Cu*?1n inhibitér etkisinin oldugunu, EDTA tarafindan ise aktivitenin

tamamen kayboldugunu tespit etmislerdir.

Beg and Gupta (2003), Bacillus mojavensis’ten elde ettikleri serin alkalin
proteaz enzim aktivitesinin optimum degerlerinin 60°C sicaklikta ve pH 10,5°te
oldugunu belirlemislerdir. Bu proteaz enziminin 48 saat boyunca 7,0-11,5 pH
arahiginda aktivitesini korudugunu belirlemislerdir. Enzim aktivitesinin Cu*? ve Mn*?

ile %36 oraninda artis gosterdigini tespit etmiglerdir.

Gessesse et al. (2003), izole ettikleri Nesternkonia sp. ve B. pseudofirmus bakteri

izolatlarindan proteaz enzimi elde etmislerdir. Nesternkonia sp. proteaz enziminin pH
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7,5 ile 11,5 arasinda %90 aktiviteye sahip oldugunu, en yiiksek aktivitesini ise pH
10,0’da gosterdigini belirlemislerdir. Enzimin optimum sicakligi 70°C oldugunu ve bu
enzimin diger bakterilerden elde edilen proteaz enzimleri gibi sicaklik stabilitesi igin
Ca*? iyonlarma gereksiniminin olmadigimi belirlemislerdir. Enzimin Ca*® metal
iyonlar1 varliginda ve yoklugunda kararliliginin degismedigini ve bu 6zelligi sayesinde
bu enzimin deterjan uygulamalari i¢in potansiyel olabilecegini 6ngdrmiislerdir. B.
pseudofirmus’tan elde edilen proteaz enziminin ise aktivite gosterebilmek i¢in 50°C

{izerindeki sicakliklarda Ca*?’

ye ihtiya¢ duydugunu bu sayede aktivite ve kararliligini
korudugunu belirtmislerdir. Enzim optimum sicakliginin Ca*? varhginda 70°C, Ca*?
yoklugunda ise 60°C oldugunu tespit etmislerdir. Enzimin optimum pH’sinin 11,0

oldugunu ve pH 6,5-11,0 araliginda %70 aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Ghorbel et al. (2003), B. cereus izolatin1 balik sanayi bolgesinde bulunan Kirli
sulardan izole etmisler ve bu bakterinin organik ¢oziiciilere kars1 direngli oldugunu
belirlemislerdir. Bu bakteriden proteaz enzimi saflagtirmislar ve bu enzimin optimum
sicaklik ve pH’stm1 37°C ve 8,0 olarak belirlemisler, enzimin 50°C’de, 6,0-9,0
araligindaki pH degerlerinde 1 ve 3 h boyunca inkiibasyonu sonucunda kararliligini
korudugunu sdylemislerdir. Enzimin termal kararliligmi siirdiirebilmek adina Ca*2
iyonlarma gereksinim duydugunu géstermislerdir. Enzimin 2 mM Ca*? varhiginda
optimum sicaklik degerinin 60°C, yoklugunda ise 50°C oldugunu bulmuslardir. Yine

*2nin artirdigimi, Cu*? ile Zn*?’nin azalttigini tespit

enzim aktivitesini Mn*2, Ca*?, Mg
etmislerdir. EDTA ile proteaz enziminin inhibe oldugunu bu bakimdan da bu enzimin

metalloproteaz ailesinin bir tiyesi oldugunu belirtmislerdir.

Huang et al. (2003), B. pumilus izolatindan bir proteaz enzimi elde etmisler ve
bu enzimin tiylerin giderilmesinde fonksiyonu oldugunu deneysel olarak
gostermislerdir. Enzimin sicaklik ve pH’larinin optimum degerlerini 55°C ve 10,0

olarak bulmuslardir.

Nascimento and Martins (2003), termofilik Bacillus cinsi bir bakterinin
ekstraseliiler proteaz enzimi liretme yetenegine ve bu enzimin 6zelliklerini belirlemeye
yonelik aragtirmalar yapmiglardir. Proteaz enziminin optimum 60°C sicaklikta ve pH

8,0’de iiretildigini, Hg'® ve Cu™ iyonlarinin bulundugu ortamda enzim
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aktivasyonunun inhibe oldugunu Mn*? ve Ca*? iyonlarinin ise enzim aktivasyonu

tizerine olumlu etki ettigini bulmusglardar.

Bahgeci (2004), c¢alismasinda B. licheniformis, B. pumilus ve B. subtilis
izolatlarindan elde ettigi proteazlarin sicaklik ile pH degerlerinin optimum 50°C-
60°C ve 7,0-7,4 oldugunu tespit etmistir. Bu bakterilerin enzimlerinin, 80°C ve pH

9,0’da stabilite gosterdigini belirlemistir.

Park et al. (2004), dort farkli proteolitik bakteri izole etmisler, bu bakterilerin
biyokimyasal testler ile 16S rRNA analizleri yardimiyla Basillus cinsine ait (B.
aeromonas, B. amyloliquefaciens, B. hydrophila, B. subtilis) bakteriler oldugunu tespit
etmislerdir. Proteaz enzim aktivitelerinin optimum 40-70°C sicaklik ve 8,0-8,5 pH

degerlerinde oldugunu belirlemislerdir.

Kazan et al. (2005), B. clausii GMBAE 42 izolatindan bir alkali proteaz enzimi
elde etmisler ve bu enzimin optimum scakligin1 60°C olarak belirlemislerdir. Ancak
enzimin Ca*? varhiginda optimal aktivitesinin 70°C’ye yiikseldigini gdstermislerdir. 2
saat boyunca bu enzimi 30°C ve 40°C’de pH 10,5’da inkiibe etmigler ve enzimin
kararliligi1  korudugunu belirlemiglerdir. 50°C’de tekrarladiklar1 deneyde ise
aktivitenin %14 oraninda kayba ugradigini belirtmislerdir. Ve son olarak enzimin

9%0.2 (w/v) SDS varliginda 1 saat stabil oldugunu bildirmislerdir.

Joo and Chang (2005), Bati1 denizi numunelerinden B. clausii I-52 izolatin1 izole
etmisler ve bu izolattan proteaz enzimi saflastirmislardir. Enzimin %0,05 FeSO4.7H,0
ve %0,4 konsantrasyondaki NaCl ile aktivitesinde artis oldugunu belirlemislerdir. Bu
izolatin H20., SDS, bazi yiikseltgenler, yiiksek tuz konsantrasyonlarina ve aktif
maddelere kars1 gostermis oldugu kararliligi goz oniinde bulundurarak bu enzimin

endiistrinin ¢esitli alanlarinda kullanilabilecegini tespit etmislerdir.

Gengkal ve Tari (2006), izole ettikleri Bacillus 118 izolat1 i¢in optimum sicaklig1
30°C, Bacillus L18 izolat1 i¢in 37°C, Bacillus L2 izolati1 i¢in ise 37°C olarak
bulmuglardir. Her ii¢ izolat i¢in de optimum inkiibasyon siiresinin 96 saat oldugunu

belirtmisler, L21 ile L18 izolatlarinin pH’sin1 optimum olarak 10,0 bulmuslardir. En
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yiiksek proteaz aktivitesini Bacillus L21 izolatinin gosterdigini belirlemis ve enzimin
genis pH aralifinda aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir. Yaptiklart c¢aligma
neticesinde bu izolatin ham ekstraktinin deterjan uygulamalarinda kullanilabilir

oldugunu belirlemislerdir.

Nilegaonkar et al. (2006), B. cereus MCM B-326 izolatin1 manda derisi
orneklerinden izole etmiglerdir. Enzimin pH 9,0 ve 55°C’de optimum aktivite
gosterdigini gozlemlemislerdir. Bu bakteri izolatinin en yiiksek proteaz aktivitesini
30°C’de ve pH 9,0’da 1,5 giin icerisinde oldugunu ortaya koymuslardir. Enzimin pH
6,0-12,0 ile 25-65°C araliginda stabil oldugunu belirlemislerdir.

Arulmani et al. (2007), B. laterosporus’dan serin proteaz enziminin
karakterizasyonu iizerinde c¢aligmalar yapmislar ve enzimin 75°C ile pH 9,0’da
optimum degerleri gosterdigini; Ca*?, Mg*? iyonlarinin varliginda aktivitenin arttigin

tespit etmislerdir.

Jaswal and Kocher (2007), B. circulans MTCC7906 izolatindan bir proteaz
enzimi saflagtirmiglardir. Caligmalarinda 25°C’de, pH 10,5’te optimum proteaz
{iretiminin gergeklestigini ve enzimin; Mn*?, Ba*?, Zn*?, Co* ve Ca*? iyonlan ile
aktive olurken NHsOH, Cu*?, EDTA ve Hg* gibi maddelerle inhibe oldugu
belirlenmislerdir. Sonugta bu enzimin serin proteaz ailesinden metal baglayabilen bir

enzim oldugunu belirlemislerdir.

Rao and Narasu (2007), deri fabrikalarinda bulunan gesitli toprak 6rneklerinden
B. firmus MTCC 7728 olarak taniladiklar1 bir bakteri izole etmislerdir. Yaptiklari
calismalar sonrasinda enzimin maksimum 48 saatte, 40°C sicaklikta ve pH 9,0’da

optimum aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Sharmin and Rahman (2007), Bacillus cinsi oldugunu diisiindiikleri bir bakteriyi
Bacillus FS-1 olarak tanilambelirlemisler ve bakterinin bir proteaz enzimi trettigini
bildirmisler ve bu enzimin 60°C’lik sicaklik ve 8,5 pH’da maksimum aktiviteye sahip

oldugunu ve enzimin EDTA tarafindan inhibe edildigini bildirmislerdir.
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Venugopal and Saramma (2007), B. circulans BM15 olarak belirledikleri
izolattan elde ettikleri bir alkali proteaz enzimine ait karakterizasyon galismalari
yapmislar ve bu enzimin deterjan sanayinde kullanilabilecegini 6ngormiislerdir.
Enzimin optimum pH 7,0’de aktivasyon gosterdigini ancak genel olarak bu enzimin
alkali pH’larda stabilitesini siirdiirebildigini gézlemlemislerdir. Ayni sekilde enzimin,
optimum sicaklik degerinin 40°C oldugunu ve bir saat inkiibasyon neticesinde
55°C’nin iizerinde stabil oldugunu sdylemislerdir. Enzim aktivitesi iizerine Fe*3, Mg*2
ve Ca' iyonlarinin aktivator, Cu?, Zn*2, Hg*? ve Co0*? iyonlarinin ise inhibitor
etkisinin oldugunu rapor etmislerdir. Enzimin; SDS ve H20: ile bir saatlik inkiibasyon

sonrasinda kararliligin1 korudugunu, EDTA ile inhibe oldugunu gézlemlemislerdir.

Reddy et al. (2008), Bacillus sp. RKY3 izolatim1 toprak orneklerinden izole
etmislerdir. Bu bakteri izolatindan pH’s1 7,0-9,0 olan bir alkali proteaz enzimi
saflagtirmislardir. Bu enzimin pH kararliligimni 6l¢gmisler ve pH 5,0-11,0 araliginda
stabilitesini korudugunu tespit etmislerdir. Enzimin 60°C’de optimum sicaklik
degerine sahip oldugunu ve 60°C iizerindeki sicakliklarda stabilitesini koruyamadigin
saptamislardir. Ayrica, enzim aktivitesini PMSF ile %100 oraninda kaybettigini, bu
baglamda bu enzimin bir serin-proteaz oldugunu bildirmislerdir. Enzimin, indirgeyici

SDS’e ve H202’ye kars1 kararliligini korudugunu bildirmislerdir.

Doddapaneni et al. (2009), ¢esitli mezbaha atig1 6rneklerinden bir bakteri izole
etmisler ve bu bakterinin proteaz enzim aktiviteine sahip oldugunu gézlemlemislerdir.
Yaptiklari ¢esitli biyokimyasal testler ve 16S rRNA gen dizi analizi sonuglarina gore
bu bakteri izolatinin B. cereus olabilecegini tespit etmislerdir. Enzimin optimum
aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerlerini 60°C ve 10 olarak belirlemislerdir.
Enzimin, pH 7-12’de stabilitesini korudugunu, EDTA ile inhibe oldugunu ve
aktivitesinin Cu*? ile 4 kat arttigim gozlemlemisler ve bu sonuglar gdz Oniine

alindiginda enzimin bir metalloproteaz olduguna karar vermislerdir.

Haddar et al. (2009), B. mojavensis A21 adiyla taniladiklar1 bakteriden BM1 ve
BM2 olarak kodladiklar1 iki farkli alkali proteaz enzimleri izole etmislerdir.

Enzimlerin sirasiyla pH 8-10 araligi ile 10°da optimum aktivite gosterdigini
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gozlemlemislerdir. Her iki enzimin de, kazeinin substrat olarak kullanildigi durumda

ve 60°C’de en yiiksek aktiviteyi sergiledigini bildirmislerdir

Rao et al. (2009), B. circulans izolatindan bir alkalin proteaz enzimini
saflastirmislardir. Incelemeler sonucunda bu enzimin, yiikseltgenler ve yiizey aktif
maddelere dayanikli oldugunu ve bunlarin varliginda dahi genis bir sicaklik araliginda
optimum aktivite sergiledigini; 70°C civarinda ve alkali pH’larda da maksimum
aktivite gosterdigini gdzlemlemislerdir. Ayrica enzimin, deri ve deterjan sanayisi igin
bir uygulama alaninin olup olamadigini test etmisler ve enzimin kan lekelerini basarili
bir sekilde hidroliz etmesi nedeniyle deterjan sanayinde uygulama alani oldugunu

ortaya ¢ikarmislardir.

Deng et al. (2010), alkalofilik Bacillus sp. BOO1 bakteri izolatinin yiiksek
proteolitik aktivite sergiledigini belirlemisler ve bu izolattan, proteaz enzimi
saflastirmislardir. Yiizey aktif maddelere ve yiikseltgenlere karsi kararli olan bu
enzimin optimum pH’sm1 10,0 ve sicakligini 60°C olarak tespit etmislerdir. Bu
ozelliklerine dayanarak bu alkalin proteazin cesitli endiistriyel uygulamalarda

kullanim potansiyelinin oldugu sonucuna ulagmislardir.

Ghafoor and Hasnain (2010), B. subtilis EAG-2 bakterisini bitki fidanligindan
izole etmisler ve bu izolattan hiicre dis1 proteaz elde etmislerdir. Enzimin pH 8,5°de
ve 65°C’de maksimum proteoliz aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir. Enzimin, 30-
50°C sicaklik degerleri araliginda 60 dakikadan sonra stabilitesini %80’e kadar
korudugunu, ayrica enzimin pH 6,5-9,0’da 37°C’de dort saatlik inkiibasyonun
ardindan kararl kaldigimi belirlemislerdir. Enzimin aktivitesinin PMSF tarafindan
%16’ya diisliriildiiglinii ve bu sonuglar dogrultusunda enzimin bir serin proteaz
oldugunu ifade etmislerdir. Enzimin aktivitesinin Ca*?, Zn*? ve Ba™ ile birlikte

arttigin1 da belirlemislerdir.

Ramakrishna et al. (2010), izole ettikleri B. subtilis (KHS-1) (MTTC No-10110)
bakterisinden proteaz enzimini elde etmisler ve bu enzimin karakterizasyon
calismalarin1 yapmislardir. Proteaz enziminin kazein substratina kars1 60°C’de ve pH

10,5°da maksimum aktivite gdsterdigini, enzimin aktivitesinin Ca*? (%42) ile arttigini,
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ayrica Mg*? ve Mn*2 iyonlarinin aktiviteyi az da olsa arttirdigini belirtmislerdir. Elde
edilen proteaz enziminin PMSF tarafindan biiyiik oranda aktivitesinin yok edildigini
ve Hg*?, Zn*2 ve AI*3 iyonlarinin da enzim aktivitesinde az da olsa bir inhibisyona
neden oldugunu gostermislerdir. Enzimin 55°C’de uzun inkiibasyon siiresinde
stabilitesini korudugunu bildirmislerdir. Ayrica enzimin, kan lekelerini temizlemede

uygulama alanina sahip oldugunu sdylemislerdir.

Uyar et al. (2011), Bacillus sp. CA15 bakterisini topraktan izole etmisler ve bu
izolattan alkalin proteaz enzimi saflastirmislardir. Izole edilen mikroorganizmanin 16S
rRNA dizilimine dayanarak B. cereus ile baglantili oldugunu tespit etmislerdir.
Mikroorganizmanin maksimun proteaz iretiminin; 35°C’de pH 8,0’de oldugunu
belirlemislerdir. Bacillus sp. CA15 alkalin proteazinin; Triton X-100, Tween 20 ve
SDS’e karsi stabil oldugunu ancak enzimin PMSF tarafindan aktivitesinin yok

edildigini bildirmislerdir.

Jain et al. (2012), yapmis olduklar1 bir ¢alismada Bacillus sp. izolatinin proteaz
enzim aktivitesi i¢in sicaklik araligini 40-80°C (optimum 60°C); pH araligin1 8,0-12,0
(optimum 10,0) olarak belirlemislerdir. 5 mM PMSF ile enzimin tamaminin inhibe
oldugunu, 2 mM EDTA ile %7, 5 mM EDTA ile de % 51 oraninda inhibe oldugunu
gozlemlemiglerdir. Enzimin, Tween 80, Triton X-100, SDS ve H»0:’ye karsi

2 ve Mn*2 iyonlarinin aktiviteyi artirdigini (%109,

kararhligini korudugunu, Ca*
%198), Cu*2, Mg*? ve Zn*? iyonlarmm aktiviteyi diisiirdiigiinii (%37, %7, %5)

gozlemlemislerdir.

Jayakumar et al. (2012), yapmis olduklar1 bir ¢alismada B. pumilis MCAS8
bakterisi i¢in optimum proteaz aktivitesini 37°C (25-55°C), optimum pH’sin1 ise 6,0-
11,0 olarak belirlemislerdir. 20°C’de enzimin maksimum sicaklik kararlilig
gosterdigini, pH 6,0 ile 11,0 araliginda ise % 60 iizeri stabil kaldigin1 bildirmislerdir.
PMSF ile enzimin biiylik bir kisminin inhibe oldugunu (%15), DTT ile
aktivasyonunun %88’e diistiigiinii, Triton X-100 ile aktivitesinin %105’¢, Tweeen 80
ile %112’ye SDS ile de %120’ye ¢iktigini tespit etmislerdir. EDTA, EGTA ve iirenin
aktiviteyi olumsuz etkiledigini gozlemlemislerdir (%74, %72, %18). Yine H202’nin

aktiviteyi olumsuz etkileyerek %88’e diisiirdiigiinii, Ca*> ve Mg*? iyonlarmin

42



aktiviteyi artirdigin1 (%107, %107); Zn*?’nin ise aktiviteyi diisiirdiigiinii (%22) rapor

etmislerdir.

Karbalaei-Heidari et al. (2013), yapmis olduklar1 bir ¢alismada halofilik bir
bakteri olan Salinivibrio sp. strain MS-7’den elde ettikleri proteaz enzimi i¢in 50°C’yi
optimum sicaklik olarak bulumuglar ve 60°C’de %20, 70°C’de %40 ve son olarak da
80°C’de %35 stabil oldugunu goézlemlemislerdir. Optimum pH’yr 8,0 olarak
belirlemisler ve pH 9,0°da %80 stabil oldugunu gozlemlemislerdir. 3,3 mM PMSF ile
tamamen inhibe oldugunu, 10mM EDTA ile %5, 6 mM iire ile %76 aktivite
gosterdigini belirlemislerdir. %1°lik SDS ile %10,5, H202 ile %75, Triton X-100 ile
%94,7, Tween 20 ve Tween 80 ile %100 aktivite gosterdigini, Mg*? ve Ca®
iyonlarinin aktiviteyi artirdigimi (%117, %131), Zn*? iyonunun ise inhibe ettigini

(%85) gozlemlemislerdir.

Raval et al. (2014), yapmis olduklar1 bir ¢alismada haloalkalifilik bir bakterinin
proteaz enzimi iiretimi i¢in en uygun sicaklik araliginin 50-80°C oldugunu, optimum
sicakligin ise 50°C oldugunu gostermislerdir. 2 saat 50°C’de inkiibasyon sonunda
enzim aktivitesinin %40, 60°C’de %65, 70°C’de %70 ve 80-90°C’de ise %50 oraninda
stabil kaldigini1 belirtmislerdir. En uygun pH araliginin 8,0-11,0; optimum pH’nin ise
10,0 oldugunu gostermislerdir. 24 saat boyunca pH 8,0-11,0 aralifinda enzim
aktivitesinde minimal diizeyde kayip s6z konusu oldugundan bu aralikta enzimin stabil
oldugu sonucuna varmislardir. Enzim aktivitesi iizerine %1 SDS’in 30 dk’da %60
oraninda bir kayiba neden oldugunu, diger taraftan kalan aktiviteyt EDTA’ ’nin %98,
DTT’nin ise %88 oranina kadar diislirdiiglini belirtmislerdir. Enzimi PMSF nin biiyiik
oranda inhibe ettigini, Tween-20 ile %80 aktivite gosterdigini, Tween 80 ve Triton X-
100 ile stabil oldugunu tespit etmislerdir. Mg*™?, Zn*2 ve Mn*2 iyonlarinin %2-6

+25

oraninda aktivite kaybina neden oldugunu, Ca™’un ise aktivite lizerine herhangi bir

etkisinin olmadigin1 géstermislerdir.

Vijayaraghavan et al. (2014), B. cereus strain AT bakterisinin proteaz aktivitesi
lizerine yapmis olduklar1 bir calismada, enzim aktivitesi i¢in en uygun sicaklik
araliginin  40-50°C ve optimum sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu tespit

etmislerdir. Enzimin, 1 saat 50°C’de % 69 stabil oldugunu ve bu degerin 60 °C’deki
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stabiliteye gore daha yliksek oldugunu gozlemlemislerdir. Enzim aktivitesi i¢in en
uygun pH araligimin 6,0-10,0 oldugunu ve optimum pH’nin 9,0 oldugunu tespit
etmiglerdir. Enzim stabilitesinin pH 8,0’de %98, pH 9,0°da %100 ve pH 10,0’da %
47,5 oldugunu belirtmislerdir. % 1 SDS’in aktiviteyi artirdig1 (118,2), Mg*? ve Ca*
iyonlarmin enzim aktivitesini artirmasina (%104 ve %107) ragmen, Cu*?, Zn*? ve
Mn*2 iyonlarinin aktiviteyi diisiirdiigiinii (%68,5, %60, ve %84) gdzlemlemisler,
PMSF ile enzimin biiyiik oranda inhibe oldugunu, Tween 20 ile %124, Tween 80 ile
%107 ve Triton X-100 ile aktivitenin %128 oldugunu bildirmislerdir.

Yilmaz vd. (2015), yapmis olduklari bir ¢aligmada B. licheniformis A10
straininin proteaz enzim aktivitesinin optimum sicakliginin 70°C  oldugunu
gozlemlemis, 60-70°C arasinda 1 saat boyunca enzim aktivitesinin %90 stabil oldugu
sonucuna varmiglardir. En uygun pH araliginin 7,5-10,5 ve optimum pH’nin 9,0
oldugunu belirlemisler; SDS, EDTA ve irenin aktiviteyi inhibe ettigini
gdzlemlemislerdir. Aktivite {izerinde PMSF ile Zn*?, Co*2 iyonlarinin olumsuz etkisi

oldugunu, Mg*? ve Mn*2 iyonlarinin aktiviteyi artirdigim vurgulamslardr.

El-Gendi et al. (2016), B. methylotrophicus SCJ4 straininin proteaz enzimi
tiretimi i¢in en uygun sicaklik araliginin 50-70°C, optimum sicaklik degerinin ise 55°C
oldugunu ve 80°C’de enzimin aktivitesini %80 oraninda kaybettigini
gbzlemlemislerdir. En uygun pH’sinin 9,0 oldugunu ve pH 10,0°da stabilitesinin %20
kayboldugunu tespit etmislerdir. Enzim aktivitesi tizerine SDS ve EDTA ’nin inhibitor

etki gosterdigini tespit etmislerdir (%62 ve %98).

Narval et al. (2016), yapmis olduklar1 bir ¢aligmada B. subtilis MTCC 10422
adli strain i¢in en uygun proteaz aktivitesinin 35-65°C’ ler arasinda oldugunu ve
optimum sicaklik degerinin de 45°C oldugunu tespit etmislerdir. Enzim 50 dk boyunca
35°C’de % 99,9 stabil iken 40°C’de %82 oraninda stabil kaldig1 ve boylelikle sicaklik
artisinin stabiliteyi olumsuz etkiledigi sonucuna varmislardir. En uygun pH araliginin
5,0-8,0 ve optimum pH’nin da 6,0 oldugunu gozlemlemislerdir. Proteaz aktivitesi
{izerine EDTA’nin inhibe edici etkisinin oldugunu bildirdikleri caligmalarinda; Mg*?
ve Mn*Znm aktive edici (%206, %198), Co*™ ve Zn*?’nin ise inhibitor etkisinin

oldugunu vurgulamislardir.

44



Sarkar and Paul (2016), yapmis olduklar1 ¢aligmada Bacillus sp. DSP2 izolatinin
enzim aktivitesi i¢in en uygun sicakligin 30-50°C arasinda (opt. 30°C) oldugunu,
aktivitenin pH 6,0-8,0 degerleri arasinda (opt. 6,0) maksimum oldugunu, aktivite
tizerine Fe*® ve Zn*? iyonlarmin inhibe edici, Mn*2 ve Mg*? iyonlarmin ise aktive edici

etkisi oldugunu gostermislerdir.

Hammami et al. (2017), B. invictae izolat1 lizerinde yapmis olduklar1 bir ¢alisma
neticesinde bakterinin enzim iiretimi i¢in optimum sicakligin 60°C oldugu, 3 saat
boyunca enzimin 30-40°C arasinda %100 stabil, 50°C’de ise %64 stabil oldugu
sonucuna varmislardir. Enzim i¢in optimum pH araligmm 8,0-12,0 ve optimum
pH’nin ise 9,0-11,0 oldugunu, 60 dk boyunca 40°C’de pH 6,0 ve 13,0 araliginda enzim
aktivitesinin %81°den fazlasinin stabilitesini korudugunu tespit etmiglerdir. EDTA nin
inhibe edici 6zelligi oldugunu, Zn*? iyonunun olumsuz etki gdsterdigini ve Mn*?,
Mg*?, Cu*? iyonlarinin ise herhangi bir etkisinin bulunmadigim1 ancak PMSF ile

enzimin biiylik oranda inhibe oldugunu tespit etmislerdir.

Hussain et al. (2017), B. subtilus bakterisinin enzim iretimi i¢in en uygun
sicakliginin 57°C oldugunu, en uygun pH araligmin 8,0-11,0 oldugunu (opt. 8,0),

+25

enzim iiretimi {izerine Mg*?’nin aktive edici rol oynadigmi ancak Cu*? ve Zn*2

iyonlarinin inhibe edici etkide oldugunu bildirmislerdir.

Marathe et al. (2017), Bacillus cinsine ait bir bakteri iizerinde yapmis olduklari
bir c¢aligmada, optimum proteaz aktivite sicakliginin 55°C oldugu sonucuna
varmiglardir. Optimum proteaz aktivite pH’sinin 10,0 oldugunu, SDS’in proteaz enzim
aktivitesi iizerinde olumsuz etkiye sahip oldugunu ispat etmislerdir. Tween 20 ve

Triton X-100’tin aktivitede %5’lik bir kayba neden oldugunu belirlemislerdir.

Erzurum sicak su kaynaklar1 bakimindan oldukga zengin bir sehir olmasina
ragmen, yapilan literatiir arastirmalarinda bu alanlarda yayilim gosteren
mikroorganizmalarin izolasyonu ve tanilanmasina yonelik kapsamli calismalara az
rastlanmistir. Ayrica sehirde yeni hizmete sunulmus sicak su kaynaklarinda da hentiz
hicbir c¢alisma yapilmamistir. S6z konusu kaynaklardan yapilacak calismalar

neticesinde izole edilecek olan biyoteknolojik ve ekonomik 6nemi son derece yliksek
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olan termofillerin bilim diinyasina kazandirilmasi yaninda iilke ekonomisine 6nemli

katkida bulunacagi da asikardir.

46



Ilica,

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez kapsamindaki arastirmalarda galisilan su drnekleri; Erzurum ili’nde bulunan

Hasankale-Pasinler ve Nene Hatun termal su kaynaklarindan temin edildi.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Derin Dondurucu (-20) (J.P. Selecta)
Buzdolabi1 (Edesa)

CO2’li Inkiibator (Esco)

Calkalamali Inkiibator (Zhicheng-Zhwy-2102c)
Derin Dondurucu (-86) (Esco, Uus-439b)
Elektroforez tanki (Biorad-yatay)

Gii¢ kaynagi (Biorad, PowerPac)

Hassas Terazi (Shimadzu)

Isitic1 Blok (Bioer)

Isitilicili Manyetik Karistirict (Daihan, Shr)
Masaiistli Ph Metre (Adwa, AD1000)
Mikrodalga Firin (Vestel)

Mikroskop (Zeiss, Prima Star)

Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific Multiskan Go)
Otoklav (JSR, Jsac-60)

PCR Cihaz1 (Sensoquest)

Saf su cihazi (GFL)

Santrifiij (Hettich Zentrifugen Universal 320R)
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Spektrofotometre (Biotek EPOCH)

Steril Kabin (Esco NordicSafe™ Class II Biological Safety Cabinet)
Su Banyosu (Daihan)

Terazi (Desis, NHB)

Ultra Saf Su Cihazi (Millipore, Q-3w)

Vorteks (Wisd Wisemix VM-10)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Agar, Amfisilin, Amonyum siilfat (NH4)2SO4, Bakir siilfat (CuSOa), Bromfenol
blue, BSA, CTAB, Cinko siilfat heptehydrate (ZnSQO4.7H20), Demir (3) kloriir
(FeClz), DMSO, dNTP (deoksiniikleotidtrifosfatlar: dATP, dGTP, dCTP, dTTP 10
mM), DTT, EDTA, EGTA, Et 6ziitt, Ethidium bromiir, Etil alkol (C2HsOH), Fenol:
Kloroform: izoamilalkol (25:24:1), Fosforik asit (HsPO4), Fruktoz, Galaktoz, Gliserol,
Glisin-NaOH,Glukoz, Hidrojen Peroksit (H202), IPTG, Iyodiir (I2), izopropanol,
Kalsiyum kloriir (CaCly), Kalsiyum siilfat (CaSOs4), Karbol fuksin, Kazein,
Kloroform: izoamilalkol (24:1), Kristal viyole boya soliisyonu, Laktoz, Liigol,
Magnezyum Kloriir (MgClz), Magnezyum siilfat heptahydrate (MgS0O4.7H20),
Maltoz, Mangan kloriir (MnCl2) Metilen mavisi, Nisasta, Nitrik asit, Pepton, Potasyum
fosfat (K2HPO4), Potasyum hidroksit (KOH), Potasyum iyodiir (KI), Proteinaz K,
RNAse, Sakaroz (siikroz), SDS, Skim milk, Sodium asetat (CH:COONa), Sodium
bisfosfat (Na2HPO4), Sodyum hidroksit (NaOH), Sodyum karbonat (Na2COs),
Sodyum kloriir (NaCl),Sodyum sitrat, Sulu fuksin, TAE, Taq DNA polimeraz, Tirozin,
Trikloroasetik asit (TCA), Tris, Tris-HCI, iire, X-gal,Yeast extract.

48



3.1.3. Kullanilan Besiyerleri

Nutrient agar (NA): (Bileseni (g/L); Agar: 12,0, Peptone: 5,0, Beef Extract:
3,0, Sodium Chloride: 8,0) 1 L distile su (dH20) igerisine 28 g Nutrient Agar karisimi
(Sigma) ilave edildi. Besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilerek 45°C’ye
ulastiktan sonra petrilere dokiildii (Lelliot and Stead 1987).

Nutrient broth (NB): (Bileseni (g/L); Beef Extract: 1,0, Yeast Extract: 2,0,
Peptone: 5,0, Sodium Chloride: 5,0) 13 g Nutrient Broth besiyeri (Sigma) 1 L dH.0O
igerisine eklenerek, karisim otoklavda 121°C’de 15 dk steril edildi (Lelliot and Stead
1987).

Luria Bertani (LB) Agar: (Bileseni (g/L); Tryptone: 10,0, Yeast Extract: 5,0,
Sodium Chloride: 10,0, Agar: 15,0) Luria Bertani Agar besiyerinden 35 g alindi ve 1
L distile suda ¢oziildiikten sonra, 15 dk boyunca 121°C sicaklikta otoklavlandi.
Otoklav sonrasinda besiyeri petrilere dokiilerek katilasmasi beklendi (Lelliot and
Stead 1987).

Luria Bertani (LB) Broth: (Bileseni (g/L); Tryptone: 10,0, Yeast Extract: 5,0,
Sodium Chloride: 10,0) 1 L distile su igerisine Luria Bertani Broth besiyerinden 20 g
ilave edilerek ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dk siire ile otoklavlandi (Lelliot and
Stead 1987).

Triptic Soy Agar (TSA): (Bileseni (g/L); Tryptone: 15,0, Soy Peptone: 5,0,
Sodium Chloride: 5,0, Agar: 15,0) Triptic Soy Agar besiyeri 1 L distile su igerisine 40
g olacak sekilde ilave edilerek ¢ozdiirtildii ve 121°C’de 15 dk siire ile otoklavlandi.
Otoklav sonrasinda besiyeri petrilere dokiilerek katilagsmasi beklendi (Klement et al.
1990).

Plate Count Agar (PCA): (Bileseni (g/L); Tryptone: 5,0, Yeast Extract: 2,5,
Glucose: 1,0, Agar: 12,0) 1 L distile su igerisinde 20,5 g PCA besiyeri ¢ozdiiriilerek
121°C’de 15 dk boyunca otoklavlandi1 (Klement et al. 1990).
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Brain Heart Infusion Agar: (Bileseni (g/L); Nutrient substrate (beyin ekstrakti,
kalp ekstrakt1 ve peptonlar): 27,5, Glucose: 2,0, Sodium Chloride: 5,0) Brain Heart
Infusion Agar besiyerinden 52 g tartilarak hazirlandi ve 1 L distile su igerisinde

¢ozildiikten sonra, 121°C’de 15 dk siire ile otoklavland1 (Klement et al. 1990).

Anaerobik Agar: (Bileseni (g/L); Casein enzymic hydrolysate: 20,0, Dextrose:
10,0, Sodium chloride: 5,0, Sodium thioglycollate: 2,0, Sodium formaldehyde
sulphoxylate: 1,0, Methylene blue: 0,002, Agar: 20,0) 1 L distile su igerisine 58 g
Anaerobik agar besiyeri ilave edilerek ¢oziinmesi saglandi. Daha sonra besiyeri, 15 dk

boyunca 121°C’de otoklavlandi. (Klement et al. 1990).

3.1.4. Kullanilan cozeltiler

%10 CTAB (Hexadecyl trimetil-ammonium bromide)-0,7 M NaCl ¢ozeltisi:
80 ml distile su igerisinde dnce 4,09 g NaCl tamamen ¢6ziindiikten sonra karisima 10
g CTAB ilave edilerek ¢oziildii. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlandiktan sonra

otoklavda steril edilip oda sicakliginda muhafaza edildi (Wilson 1997).

%10’luk SDS cozeltisi: 100 ml distile su icerisinde 10 g SDS ¢ozdiiriildii ve
otoklavda steril edildi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilincaya kadar oda sicakliginda

muhafaza edildi (Wilson 1997).

%3’liik KOH cozeltisi: 100 ml steril distile su igerisinde 3 g KOH ¢oziilerek
hazirlandi1 (Fahy and Hayward 1983).

%30’luk Gliserol: 70 ml steril distile su tizerine 30 ml gliserol ilave edildikten

sonra otoklavlandi ve 121°C’de 15 dk steril edilerek hazirland1 (Klement et al. 1990).

%7’lik H202 ¢ozeltisi: 7 ml H202 in hacmi steril distile su ile 100 ml ye

tamamlanarak hazirlandi (Lelliot et al. 1966).
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% 70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkoliin hacmi steril 100 ml’ye tamamlandi ve
kullanilincaya kadar -20°C’de sakland1 (Klement et al. 1990).

0.5 M Sodyum Karbonat cozeltisi: 100 ml dH20’da 0,5 M Na,COs3
¢oziinmiistiir (0,5M Na2COs3 5,3g/100ml) (Tekin 2008).

1X TAE tamponu: 100 ml 10X TAE tamponu 900 ml distile su ile 1000 mI’ye

tamamlandi (G6érmez 2011).

IXTE (10mM Tris, ImM EDTA, pH: 8) cozeltisi: 0,24 g Tris ve 0,074 ¢
EDTA distile su igerisinde ¢oziildii ve pH’s1 8,0’e ayarlandi. Son hacim 200 ml’ye

tamamlandi ve otoklavda steril edildi (Gormez 2011).

2N Folin Reaktifi: dH.O ve Folin Reaktifi 1:1 oraminda karistirilarak
hazirlanmistir (Tekin 2008).

5 M NaCl ¢ozeltisi: 29,22 g NaCl 100 ml distile su igerisinde ¢oziildii ve
otoklavda steril edildi (Wilson 1997).

6X yiikleme tamponu: %100 liikk gliserolden 40 ml ile 0,1 g bromfenol blue
karistirildi ve son hacmi 1XTAE ilel00 ml’ye tamamlandi. Cozelti otoklavda steril

edildikten sonra +4°C’de muhafaza edildi (Gérmez 2011).

Amfisilin ¢ozeltisi: 20 mg amfisilin, 1 ml ddH20’da ¢6ziildi. 0,22 pm ¢aph
milipor filtreden gegirilerek sterilizasyonu yapildi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilincaya

kadar -20°C’de saklandi (Baltac1 2015).

Asetat Tamponu (50 mM, pH 4,0): 45 ml distile suda, 0,205 g sodyum asetat
¢oziildii. 1 N asetik asit ile pH’s1 4,0’e ayarlandi. Hacim 50 ml’ye tamamland1 (Sar1

2016).
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Asetat Tamponu (50 mM, pH 5,0): 45 ml distile suda 0,205 g sodyum asetat
¢ozildi. 1 N asetik asit ile pH’s1 5,0’e ayarlandi. Hacim 50 ml’ye tamamland1 (Sar1

2016).

Ethidium bromiir c¢ozeltisi: 100 ml distile su icerisinde 1 g ethidium bromiir
(10 mg/ml) iyice ¢oziildi. Karanlik sartlarda ve oda sicakliginda muhafaza edildi

(Adigiizel 20006).

Fenol: kloroform: izoamilalkol ¢ozeltisi: 25 ml fenol, 24 ml kloroform ve 1

ml izoamilalkol karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilincaya kadar -

20°C’de saklanda.

Gitschier tamponu: 200 ml igin; 16,6 ml 1 M (NH4)2SO4, 67 ml 1 M Tris-HCI
(pH 8,8), 6,7 ml 1 M MgCl, 1,3 ml 0,5 M EDTA (pH 8,8) ¢ozeltilerinin 1:100 liik
dilisyonu ve 2,08 ml 14,4 ml B-mercapto-ethanol ticari soliisyonundan alinarak
hazirlanan soliisyonun hacmi yaklasik 106 ml sdH20 ile 200 ml’ye tamamlandi.

Hazirlanan karisimdan 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere paylastirilarak kullanilincaya

kadar -20°C’de muhafaza edildi (Rademaker and Bruijn 1997).

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10,0): 45 ml distile suda 0,187 g glisin
¢ozildi. 1 N NaOH ile pH’s1 10,0’a ayarland1 ve son hacim distile su ile 50 ml’ye
tamamlandi (Sar1 2016).

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11,0): 45 ml distile suda 0,187 g glisin
¢ozilildi. 1 N NaOH ile pH’st 11,0’e ayarland1 ve son hacim distile su ile 50 ml’ye
tamamlandi (Sar1 2016).

Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 12,0): 45 ml distile suda 0,187 g glisin
¢oziildii. 1 N NaOH ile pH’s1 12,0’ye ayarland1 ve son hacim distile su ile 50 ml’ye
tamamlandi (Sar1 2016).
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IPTG: 23,8 mg IPTG, 1 ml ddH.0’da ¢oziildii ve 0,22 um g¢apinda milipor
filtreden gecirilerek sterilize edildi. Hazirlanan ¢ozelti kullanilincaya kadar -20°C’de

sakland1 (Baltac1 2015).

Kalsiyum Kloriir ¢ozeltisi: 1,11 gr CaCl;, 100 ml ddH2O’da ¢oziildii ve
otoklavlandi. Hazirlanan ¢6zelti kullanilincaya kadar +4°C’de sakland1 (Baltac1 2015).

Kloroform: izoamilalkol (24:1) ¢ozeltisi: 24 ml kloroform ve 1 ml izoamilalkol

karistirilarak hazirlandi. Hazirlanan ¢6zelti kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Kristal violet ¢ozeltisi: 100 ml steril distile su igerisine 0,5 g kristal violet

¢oOziilerek hazirlandi.

Liigol Cozeltisi: 1 g iyot ve 2 g KCI tartildi, toplam hacim steril distile su ile
100 ml'ye tamamlanarak hazirlandi1 (Klement et al. 1990).

Proteinaz K: 1 ml steril distile su igerisine 20 mg proteinaz K hazirlandi ve
hazirlanan ¢6zelti kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi (Wilson 1997).

Sodyum fosfat tamponu (20 mM, pH 6,0): 90 ml distile suda 0,04 g
Na2HPO4.12H20 ve 0,29 g NaH2P0O4.2H20 ¢oziildii. pH’s1 6,0’ya ayarlandi ve son
hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi (Sar1 2016).

Sodyum fosfat tamponu (20 mM, pH 7,0): 90 ml distile suda 0,27 g
NaxHPO4.12H,0 ve 0,19 g NaH2P04.2H20 ¢oziildii. pH’s1 7,0’ye ayarlandi ve son
hacim distile su ile 100 ml’ye tamamland1 (Sar1 2016).

STE (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 50 mM EDTA, pH: 8) cozeltisi: 1,21 g
Tris, 1,75 g NaCl ve 3,72 g EDTA distile su ile ¢ozdiiriilerek 1 N HCI ile pH’s1 8,0
olarak ayarlandi. Toplam hacim 200 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavda steril

edildi (Gormez 2011).
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TCA (Trichloro asetic asit) Cozeltisi: 98 ml dH20’da; 0,1 M TCA
(1,633g/100ml) ve 0,22 M sodyum asetat (2,993g/100ml) ¢ozdiiriilmiis ve akabinde
0,33M asetik asit (1,891ml/100ml) ile hacmi 100 ml olarak ayarlanmistir (Tekin
2008).

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8,0): 45 ml distile suda 0,3028 g Tris ¢6ziildii.
1 N HCl ile pH’s1 8,0 yapildi ve son hacim distile su ile 50 ml’ye tamamlandi (Sar1
2016).

Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9,0): 45 ml distile suda 0,3028 g Tris ¢oziildii.
1 N HCl ile pH’s1 9,0a ayarland1 ve son hacim distile su ile 50 ml’ye tamamlandi (Sar1
2016).

X-gal soliisyonu: 1 ml dimetilformamid i¢inde 40 mg X-gal ¢oziildii ve

hazirlanan ¢6zelti kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi (Baltac1 2015).

3.2. Yontem

3.2.1. Termofilik Bakterilerin izolasyonu ve Saflastiriimas:

Arastirma kapsaminda kis (Aralik-Ocak) ve bahar dénemlerinde (Nisan) termal
su kaynaklarindan aseptik kosullarda agz1 kapakli siselere ve termoslara su ornekleri
almarak uygun kosullarda laboratuvara getirildi. Ornekler; NA, TSA, PCA ve LBA
kat1 besiyerleri ile NB, TSB ve LB s1v1 besi yerlerine ekildi. Kiiltiirler 45°C, 55°C ve
65°C’lik inkiibatorlerde inkiibasyona birakildi. Gelisen bakteri kolonileri incelenerek
morfolojik olarak birbirinden farkli olanlar secildi ve bu kolonilerin saf kiiltiirleri
hazirlanarak 24 saat inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonunda safkiiltiirlerden alinip
500 pl %30°luk gliserol ve 500 ul LB Broth ihtiva eden eppendorf tiiplere aktarildi.
Tiipler etiketlenerek karistiricida karistirildi ve sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere

-80°C’de muhafaza edildi.
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3.2.2. Bakteri izolatlarinin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.2.a. Hiicre Morfolojisi Testi

Elde edilen izolatlarin hiicre sekillerinin belirlenmesi amaciyla ilk olarak basit
boyamalar yapildi. Bu amagla, lam {izerine yayilan bakteri kiiltiirleri havada
kurutulduktan sonra alevden gegirilerek tespit edildi. Tespit isleminden sonra lam
tizerine kristal viyole boya soliisyonu ilave edilerek, 3-4 dk bekledikten sonra, saf su

ile yikanip kurutuldu ve mikroskop altinda incelendi (Saygili 1995).

3.2.2.b. Gram Boyama:

NA besiyerinde inkiibe edilen bakteri kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla alinan
bakterilerin serum fizyolojik ile lam tizerinde yayma islemi gerceklestirildi. Akabinde
lam atesten gegirilerek fikse edildi. Elde edilen preparat {izerine dnce kristal viyole
boya soliisyonu ilave edilerek 2 dk beklendi. Siire sonunda preparat sudan gegirildi ve
liigol soliisyonu ilave edildi. Bu islem i¢in 1 dk beklendi. Siire sonunda su ile yikama
yapilarak %96’lik etil alkol ile deklorizasyon islemi i¢in 15-20 sn. beklendi. Su ile
yikama yapildi ve son olarak sulu fuksin boyasi ilave edilerek 2 dk beklendi ve
preparat yikanarak {lizerindeki boyalar uzaklastirildi. Kurutma islemini takiben

mikroskopta inceleme yapildi (Harley 2002; Ozkan 2009).

3.2.2.c. Spor boyama:

Bakterilerin NA’da bir gecelik kiiltlirlerinden saf koloni alinarak fizyolojik
soliisyon yardimiyla lam {iizerine yayildi. Preparatlar havada kurutulup, alevden
gecirilerek tespit edildi. Elde edilen preparatlar 6nce karbol fuksin ile 5 dk 1sitilarak
boyandi. Preparatlar yikandiktan sonra %10’luk nitrik asitle 10 sn. muamele edildi ve
su ile yikandi. En sonda metilen mavisi ile 2 dk boyanan preparatlar yikanip
kurutularak mikroskopta inceleme yapildi (Harley and Prescott 2002; Piringgioglu
2010).
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3.2.2.d. Hareket Testi

Testi yapilacak bakteriler dnce NB besiyerinde gelistirildi. Bu yontemle
inceleme yapabilmek ic¢in 6zel lamlar (ortasi ¢ukur lamlar) kullanildi. Temiz bir
lamelin dort kosesine ¢ok az miktarlarda vazelin siiriildii ve taze sivi kiiltiirden bir 6ze
dolusu alinarak lamelin ortasina konuldu. Cukur lam ters ¢evrilerek ¢ukur kismi
kiiltiirlin iizerine gelecek sekilde kapatildi. Lamu seri bir sekilde ters ¢evirerek lamelin
iiste gelmesi saglandi ve lamelin {izerine konan sivi kiltliriin asili halde (boslukla
sarkar bir durumda) kaldigi kontrol edildi. Hazirlanan asili damla preparati

mikroskopta incelendi (Saygili 1995).

3.2.3. Bakteri izolatlarinin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.3.a. Bakteri Izolatlarinin Gelisimi Uzerine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Bakteri izolatlar1 1’er ml NB (pH: 7,0) besiyeri igeren tiiplere inokule edilerek
45°C ve 55°C’de, 160 rpm ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi. Kiiltiirlerin 12, 20, 28,
36, 44, 52, 60, 68 ve 76. saatlerde 470 nm, 540 nm ve 600 nm’de spektrofotometrede
absorbanslari dlgiilerek gelisim i¢in en uygun siire ve dalga boyu tespit edildi (Diilger

vd 1997; Matpan 2007; Piringgioglu 2010).

3.2.3.b. Bakteri izolatlarinin Gelisimi Uzerine Sicakh@in Etkisi

100 ml NB besiyerine (pH: 7,0) izolatlardan 1’er ml ekim yapildi ve 20-25-30-
35-40-45-50-55-60-65-70°C’de her izolat i¢in optimum iireme zamaninda, 160 rpm
calkalayicida bekletildi ve kiiltiirlerin 470 nm, 540 nm ve 600 nm’de
spektrofotometrede absorbanslari 6l¢iildii (Harley and Prescott 2002).
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3.2.3.c. Bakteri izolatlarinin Gelisimi Uzerine pH’nin Etkisi

100 ml NB besiyerleri pH 3-4-5-6-7-8-9-10-11 olacak sekilde ayarlanip
hazirland1 ve 1’er ml izolatlardan ekim yapildi. Her izolat optimum {ireme zamani ve
sicakliginda 160 rpm ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi ve kiiltiirlerin 470 nm, 540
nm ve 600 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢timleri yapild: (Diilger vd 1997).

3.2.3.d. Bakteri Izolatlarinin Sodyum Kloriir Thtiyaclarinin Belirlenmesi

[zolatlarin sodyum kloriir (NaCl) ihtiyaglarmin belirlenebilmesi amaciyla %2, 3,
4,5,6,7, 8,9, 10, 11 ve 12 oraninda sodyum kloriir ihtiva eden NB besiyerleri
hazirlandi. Bu besiyerlerine herbir izolattan ekim yapilarak, optimum silire ve
sicaklikta inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda bakterilerin spektrofotometrede (470
nm, 540 nm ve 600 nm’de) absorbans oOl¢iimleri yapilarak izolatlarin gelisim

gosterdigi optimum tuz miktarlari tespit edildi (Tamer vd. 1989).

3.2.3.e. Bakteri izolatlarinin Gelisimi Uzerine Oksijenin Etkisi

Izolatlarin atmosferik oksijen ihtiyaglarinin belirlenmesi amaciyla, deney
tiiplerinde hazirlanan Brain Heart Infusion Agar besiyerlerine herbir izolattan ekim
yapilip karistirilarak su igerisinde donmasi saglandi. Uygun sartlarda inkiibe edildikten
sonra, tilip i¢erisinde {iremis olduklari alanlar esas alinarak izolatlarin oksijen istekleri

tespit edildi (Piringgioglu 2010).
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3.2.4. Bakteri izolatlarinin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.4.a. Amilaz Testi

Bu test, bakteri izolatlarimin amilaz enzimi araciligiyla nisastay1 parcalayip
parcalamadiklarini belirlemek amaciyla yapilmaktadir. Bakteri izolatlari, %1 oraninda
nisasta ihtiva eden NA besi ortamina ¢izgi ekimi yapilarak 3 giin siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda petriler, liigol ¢dzeltisi ile muamele edilerek mavi renk
verenler negatif, mavi renk vermeyip ekim c¢izgileri etrafinda acik zon olusturanlar ise

pozitif olarak degerlendirildi (Klement et al., 1990).

3.2.4.h. Katalaz Testi

Katalaz enzimi, hiicreler i¢in zararli olan hidrojen peroksit (H202)’i pargalayarak
su ve oksijene doniisiimiinde gorev yapan bir enzimdir. Katalaz enzimin varligini
tespit etmek amaciyla, 18-24 saat icerisinde gelistirilen bakteri izolatlarindan 6rnekler
alinip iizerine %3’lik taze hazirlanmis hidrojen peroksit ilave edildi. Kabarcik
olusumu katalaz pozitif, olusmamas: ise katalaz negatif olarak degerlendirildi

(Klement et al. 1990).

3.2.4.c. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, bakteri izolatlarinin elektron transferinde gorev yapan sitokrom
C enzimine sahip olup olmadigimi gostermektedir (Acar 2009). Bu test icin N,N-
dimethyl-1,4-phenylene diammonium dichloride igeren 06zel stripler kullanildi
(Bactident Oxidase). Oze ile alinan bakteri izolatlar1 stribin u¢ kismina inokule edildi.

Renk degisimi olanlar pozitif olarak degerlendirildi (Harley and Prescott 2002).
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3.2.4.d. Proteaz Testi

Bu test, bakteri izolatlarinin siit proteini olan kazeinin, proteaz enzimi varligiyla
hidrolizini tespit etmek amaciyla yapilmaktadir. Bu amagla hazirlanan %10 skim milk
iceren besi ortamina izolatlar ¢izgi ekim yapilarak 3 giin siireyle inkiibe edildi.

Kolonilerin etrafinda olusan zonlar pozitif olarak degerlendirildi (Matpan 2007).

3.2.4.e. Lipaz Testi

Bakteri izolatlarinda yaglar1 hidroliz eden lipaz enzimi varligini analiz etmek
amactyla bu test yapilmaktadir. Bu amagla; 1,25 g pepton, 0,75 g et oziiti, 2,5 ¢
tereyagi ve 3,79 g agar i¢eren besi ortami (250 ml) hazirlanip otoklavlandi. Hazirlanan
besi ortamina bakteri izolatlarinin ¢izgi ekimi yapilarak 3 giin siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda goriilen zon olusumu pozitif olarak degerlendirildi. Sonug
ciplak gozle fark edilemediginde petrilere CuSOg4 ¢ozeltisi eklendi ve bu durumda
yesilimsi renk verenler pozitif olarak degerlendirildi (Piringgioglu 2010).

3.2.4.f. Karbon Kaynagi Kullanimi

Bakteri izolatlarinin kullanabildigi karbon kaynaklarini tespit etmek amaciyla;
gelisimin minimum oldugu 10 kat seyreltilmis NB ve LB besiyerleri hazirlandi ve
otoklavlandi. Daha sonra bu besiyerlerine %1 oraninda miniporlu filtre ile steril edilen
glukoz, galaktoz, fruktoz, sakkaroz (siikroz), maltoz, laktoz ve sodyum sitrat karbon
kaynaklar1 ilave edildi. Bakteri izolatlarindan 1 ml alinarak hazirlanan besi yerlerine
ekim yapildi ve 1-3 giin siireyle inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak karbon kaynag1
ilave edilmeyen besi ortamlarinda gelistirilen kiiltiirler kullanild1. izolatlarin gelisimini
tespit etmek amaciyla 540 nm’de spektrofotometrik 6l¢iimleri yapilarak, absorbans

degerleri belirlendi (Pirin¢gioglu 2010).

59



3.2.5. Bakteri izolatlarin Molekiiler Tanilamasi

3.2.5.a. Bakteri Izolatlarindan Genomik DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda sicak su kaynaklarindan elde edilen bakteri izolatlarindan
DNA izole etmek i¢in Lazo et al.(1987), Ausubel et al. (1994), Kohoodoo and
Jaufeerally-Fakim (2004)’in kullandig1 yontem modifiye edilerek uygulandi.

1. DNA ekstraksiyonlar1 amaglanan bakteri izolatlar1 NA besiyerine ekilerek

optimum lireme sicakligina ayarl inkiibatdrde 24 saat siireyle inkiibasyona birakild.

2. Inkiibasyondan sonra strainler, 2-3 6ze dolusu toplanarak agz1 kapakl, steril
ve igerisinde, 800 pl STE tamponu (hiicre duvarlarinin pargalanip hiicre igeriginin
aciga cikarilmasina neden olur) bulunan 1,5 ml’lik eppendorflara konuldu. Tiipler,

karisim homojen oluncaya kadar vortekslendi.

3. Homojen tiipler 10 dk boyunca 10 000 rpm’de santrifiij edildi. Ust kisim
uzaklagtirilarak pelet iizerine 800 pl STE tamponu ilave edildi. 10 000 rpm’de 10 dk

santrifiijlendi.

4. Tiiplerden siipernatant kisim uzaklastirildi, pelet tizerine 400 pul STE tamponu

ilave edildi ve karigmasi saglandi.

5. Homojen hale gelen tiipteki karisim, su banyosunda 75°C’de 30 dk boyunca

inkiibasyona birakild.

6. 30 dk’lik inkiibasyondan sonra tiipler iizerine %10’luk SDS’den 50 pl ilave
edilerek disiilfit baglarinin hidrolizi amaglandi. Daha sonra proteinaz K enziminden

2ul ilave edildi ve su banyosunda 40°C’de 1 saat inkiibe edildi.

7. Inkiibayon sonunda su banyosundan ¢ikarilan tiipler iizerine, tiip igerindeki
tuz konsantrasyonu 0,75-0,8 M araliginda olacak bir sekilde 5 M NaCl ile tiipteki
hacmin 0,1°1 kadar %10’luk CTAB/0,7 M NacCl ilave edildi ve a ayarlandi. Tiipler su
banyosunda 65°C’de 10 dk boyunca inkiibe edildi.

8. Inkiibasyonun ardindan tiiplerdeki hacim kadar 24:1 kloroform:izoamilalkol

(Kloroform, protein denatiirasyonu i¢in kullanilir ve organik kisim ile sivi fazin

60



ayrilmasmna neden olur. izoamilalkol, pargalanmalar sirasinda olusabilecek

koplirmeleri onler) ilave edildi ve 10 dk siiresince ¢alkalayiciya birakildi.
9. Calkalayicidan alinan tiipler, 14 000 rpm’de 15 dk +3°C’de santrifiijlendi.

10. Ustteki kisim yeni steril ve sogutulmus tiipler icerisine alind1 ve tiiplerdeki
hacmin 0,11 kadar %10 CTAB/0,7 M NaCl (tiip icerisinde kalmis olabilecek

polisakkarit kalitilarin1 uzaklastirir) eklendi.
11. Tipler 65°C’de su banyosu igerisinde 10 dk boyunca inkiibe edildi.

12. Su banyosundan ¢ikarilan tiipler lizerine i¢inde bulunan miktar kadar 25:24:1
fenol:kloroform:izoamilalkol eklendi ve tiipler oda sicakliginda 15 dk boyunca

calkaland.

13. Calkalamadan sonra tiipler 15 dk boyunca 14 000 rpm’de santrifiijlendi, daha

sonra elde edilen iist kisim yeni ve steril tiiplere aktarildi.

14. Tuplere aktarilan ist fazin tizerine esit hacimde -20°C’de muhafaza edilen

24:1 kloroform:izoamilalkol ¢ozeltisi eklendi.

15. Karisim calkalayicida 10 dk calkalanarak tiipler 10 dk, 14 000 rpm’de
santrifiijlendi.

16. Olusan st kisim yeni steril ve sogukta bekletilmis tiiplere transfer edildi ve
icindeki hacmin 0,8’i kadar, daha onceden -20°C’de bekletilen izopropanol ilave
edildi. Bu sayede DNA nin iplik formda ¢okelmesi saglandi. izopropanol eklenen

tiipler karigtirtlarak DNA’larin toplanmasi saglandi.
17. DNA’lan ¢oktiiriilen tiipler -20°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

18. -20°C’de 1 gece bekletilen tiipler, 14 000 rpm’de, -2°C’de, 10 dk
santrifiijlendi ve siipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Dipte kalan pelete daha 6nceden
-20°C’de muhafaza edilen %70’lik etil alkolden 500ul eklenerek tiipler, yeniden 14
000 rpm’de -2°C’de 10 dk santrifiijjlendi. Santrifiij sonrasi olusan siipernatant kisim

uzaklagtirildi. Peletin tamamen kurumasi i¢in tiipler, oda sicakliginda 2 saat bekletildi.

19. Tiplere 50 ul TE ¢ozeltisi konularak DNA’nin ¢dziinmesi saglandi. 30 dk
bekletildi ve tizerlerine 2 ul RNAse eklendi.

21. Tipler, -80°C’deki derin dondurucuda kullanilincaya kadar muhafaza edildi.
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3.2.5.b. Genomik DNA’nin Agaroz Jel Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Agoroz jel elektroforezi, Gormez (2011) tarafindan kullanilan ydntemden
modifiye edilerek uygulandi. 1,0 g agaroz tartildi ve iizerine 100 ml 1X TAE tamponu
eklendi ve karistm mikrodalga firinda c¢ozdiiriildii. Coziinme islemini takiben
sogutularak igerisine konsantrasyonu 0,5 pg/ml olan ethidium bromiir eklendi.
Hazirlanan jel karisimi elektroforez igin 6zel olarak tasarlanmis igerisinde taraklarin
bulundugu kiivete dokiilerek 30 dk boyunca jelin donmasi ve katilagsmasi1 beklendi.
Taraklar dikkatlice ¢ikarilarak, 1X TAE tamponu ihtiva eden elektroforez tankina
alindi. Taraklarla olusturulan ¢ukurlarin ilk kuyusuna 1 kb DNA markirn
(HyperLadder 1kb, 200, 400, 600, 800, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000,
6000, 8000, 10037 bp) konuldu. Yiiklemesi yapilacak 6rneklerden 10 pl alinarak
oncelikle 2,0 pl 6X yiikleme tamponu ile karistirildi ve kuyulara yiiklendi. Jel sistemi
hazirlandiktan sonra diizenek, 90 voltta 1 saat yiiriitiildii. islem akabinde olusan DNA

bantlar1, ethidium bromiir yardimiyla goriintiilendi ve analiz edildi (Gérmez 2011).

3.2.5.c. Bakteri izolatlarimin ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic

Consensus) PCR Yontemiyle Gen Profillerinin Belirlenmesi

PCR yapilacak her bir 6rnek igin; 10,2 ul dH20O, 5 ul Gitschier Buffer, 2,5 ul
DMSO, 1,25 ul BSA, 1,25 ul ANTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP; 10 mM), 4 ul ERIC
R ve 4 pl ERIC F, 0,3 pl 5 unit/ul Taqg DNA polimeraz ve 1,5 pl kalip DNA

kullanilarak mix hazirlanda.

Ornekler PCR cihazina konuldu ve denaturasyon basamagi i¢in 94°C’de 7 dk ve
takip eden denaturasyon i¢in 94°C’de 1 dk, baslangi¢c basamagi i¢in 53°C’de 1 dk ve
uzama basamaginda ise 65°C’de 8 dk olmak {izere, bu ii¢ basamak icin toplam 35
tekrar ve son tekrarda uzama basamaginda 65°C’de 16 dk olacak sekilde programlandi

ve istenen DNA bolgeleri ¢cogaltildi (Gormez, 2011).
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3.2.5.d. ERIC PCR Uriinlerinin Elektroforezi

1,0 g agaroz tartildiktan sonra tizerine 100 ml 1X TAE tamponu ilave edilerek
karisim iyice homojen olana kadar mikrodalga firinda ¢6zdiiriildii. Coziinme islemini
takiben sogutularak igerisine konsantrasyonu 0,5 pg/ml olan ethidium bromiir eklendi.
Hazirlanan jel karisimi elektroforez igin 6zel olarak tasarlanmis igerisinde taraklarin
bulundugu elektroforez kiivetine dokiilerek 30 dk boyunca jelin donmasi ve
katilasmas1 beklendi. Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarilarak, 1X TAE
tamponu ihtiva eden elektroforez tankina alindi. Taraklarla olusturulan gukurlarin ilk
kuyusuna 1 kb DNA markir1 konuldu. Yiiklemesi yapilacak dérneklerden 10 pl alinarak
oncelikle 2,0 pl 6X yiikleme tamponu ile karistirildi ve kuyulara yiiklendi. Jel sistemi
hazirlandiktan sonra diizenek, 90 voltta 1 saat yiiriitiildii. islem akabinde olusan DNA

bantlari, ethidium bromiir yardimiyla goriintiilendi ve analiz edildi (Gérmez 2011).

3.2.5.e. Bakteri izolatlarimin Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

ERIC PCR sonucunda farkli bant profili sergileyen izolatlarin proteaz
aktivitesinin tespiti amactyla NA besiyeri %10 oraninda skim milk igerecek sekilde
hazirlandi. Bakteriler besiyerine inokiile edildi ve optimum sicaklikta, 3 giin siireyle
inkiibasyona birakildi. Besi ortaminda proteolitik zon olusturan izolatlar belirlendi ve
hidroliz zonlarinin ¢aplar1 kiyaslanarak goreceli olarak en 1yi proteaz iireticisi olan

suslar belirlendi (Matpan 2007).

3.2.5.f. Proteaz Aktivitesi Gosteren Bakteri izolatlarmn 16S rRNA
Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu

ERIC PCR sonucunda farkli bant profili sergileyen ve akabinde yapilan proteaz
aktivitesi sonucuda pozitif olarak degerlendirilen izolatlarin genomik DNA’lar1 16S
rRNA bolgesi evrensel primerleri (forward; 27F=5"-AGA GTT TGA TCC TGG CTC
AG-3’ ve reverse; 1492R=5"-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) kullanilarak PCR
yardimi ile ¢ogaltildi. 16S rRNA PCR yontemi, Gormez (2011) tarafindan kullanilan
protokolden modifiye edilerek uygulandi. PCR islemi i¢in numune basina 10X PCR
tamponundan 3 pl; ANTP mixinden (dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 10 mM) 0,6 ul;
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forward ve reverse primerlerden 3’er ul; DMSO’dan 1,2 pl; MgClz’dan (50 uM) 1,8ul;
5 unit/ul Taqg DNA polimerazdan 0,3 pl ve sdH20’dan 12,1 pl olacak sekilde toplam
25ul reaksiyon karisimi hazirlandi. Karigimlara 5 pl template DNA eklenerek toplam

hacim 30 pl ‘ye tamamlandi. Hazirlanan tiipler PCR cihazina yerlestirildi.

Dongii protokolii; 95°C’de 5 dk 6n denatiirasyon, takiben 34 dongii 94°C’de 1
dk denatiirasyon, 34 dongii 48°C’de 1 dk baglanma ve 34 dongii 72°C’de 1,5 dk uzama
basamaklar1 ile son olarak 72°C’de 8 dk uzama basamagindan olusacak sekilde

ayarlandi ve 16S bolgesinin amplifikasyonu gerceklestirildi.

3.2.5.9. 16S rRNA PCR Uriinlerinin Elektroforezi

1,0 g agaroz tartildi ve 100 ml 1X TAE tamponu igerisinde ¢ozdiiriildii. Karisim
mikrodalga firinda iyice ¢oziiniinceye kadar kaynatildi. Akabinde elle dokunulabilir
dereceye kadar sogutularak igerisine konsantrasyonu 0,5 pg/ml olan ethidium bromiir
eklendi. Hazirlanan jel karisimi elektroforez igin 6zel olarak tasarlanmis igerisinde
taraklarin bulundugu kiivete dokiilerek 30 dk boyunca jelin donmasi ve katilagmasi
beklendi. Taraklar1 dikkatlice ¢ikarilan jel, 1X TAE tamponu ihtiva eden elektroforez
tankina alind1. Taraklarla olusturulan ilk kuyuya 1 kb DNA markir1 (HyperLadder 1kb,
200, 400, 600, 800, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10037 bp)
konuldu. Yiiklemesi yapilacak 6rneklerden 10 pl alinarak oncelikle 2,0 pl 6X yiikleme
tamponu ile karigtirildi ve sonra kuyulara yiiklendi. Jel sistemi hazirlandiktan sonra
diizenek, 90 voltta 1 saat yiiriitiildii. islem akabinde olusan DNA bantlar1, ethidium
bromiir yardimiyla goriintiilendi ve jel goriintiileme sistemi yardiyla analiz edildi

(Gormez 2011).
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3.2.5.n. 165 rRNA PCR Uriinlerinin Kompetant E. coli Hiicrelerine

Klonlanmasi

Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Calismada kompetant hiicre yapiminda E.coli JM101 straini kullanildi. Bu
amagla LBA’ da gelistirilen kiiltiirlerden tek koloni alinarak LB-Broth besiyerinde
37°C’de 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi gelistirilen kiiltiirlerden 1/10
oraninda seyreltme yapilarak spektrofotometrede 600 nm’de dlgiimleri yapildi. Olgiim
sonucu elde edilen degerler 10 ile ¢arpilarak, ml cinsinden sonuglar hesaplandi.
Absorbans degeri OD600=0,1 olacak sekilde ¢alisma konsantrasyonu hazirlanarak
37°C’de 60-90 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresince 15 dk araliklarla
OD600 degeri 0,6’ya yaklasincaya kadar 6l¢iimler alindi. Optimum deger goriiliince
ornekler +4°C’de 7 dk 4 500 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant kismi dikkatlice
uzaklagtirildi. Hiicre ¢okeltisi tizerine, 2 500 ul CaClz eklendi ve tiipe hafif¢ce vurularak
¢ozdiiriildii. 45 dk boyunca buz iizerinde bekletilen 6rnekler +4°C’de 10 dk, 4 500
rpm’de santrifiij edilerek siipernatant kism1 dikkatlice uzaklastirildi. Hiicre ¢okeltisi
tizerine yeniden 500 pl CaClz eklenerek hassas bir sekilde pelet ¢ozdiirtildii ve drnekler

1 gece (12 saat) buzdolabinda (+4°C) bekletildi (Tarak¢ioglu, 2016).

Ligasyon Basamag

5 ul 2X ligasyon buffer, 3 pul PCR iiriindi, 1 pl 1:1 oraninda sulandirilmis vektor
(pGEM®-T Easy) ve 1 ul T4 DNA ligaz olacak sekilde hazirlanan reaksiyon karigimi
PCR tiiplerine dagitilarak 16°C’de 14 saat cihazda bekletildi (Tarak¢ioglu, 2016).

Transformasyon

Hazirlanan kompetant hiicrelerden her bir eppendorf tiip igerisine 200 pl
konuldu. Daha sonra 5 pl ligasyon {irlinii tiiplere dagitildi ve buz lizerinde 30 dk
boyunca bekletildi. Akabinde 42°C’ye ayarli su banyosunda 2 dk bekletilen 6rnekler
iizerine 200 pl LB besiyeri eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonucunda 40 pl X-gal ile 40 ul IPTG eklenerek hazirlanan amfisilinli kat1 besiyeri
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tizerine drneklerden alinan iist fazin ekimi yapildi. Hazirlanan petriler, 37°C’de 14 saat
inkiibasyona birakildi. Ligasyon iirlinli icermeyen 6rnek kontrol olarak kullanildi

(Sar, 2016).

Koloni Se¢me ve Sivi Kiiltiire Alma

Ligasyon siiresi sonunda olusan mavi ve beyaz renkli kolonilerden
transformasyonun gergeklestigi beyaz renkli kolonilerin se¢imi i¢in 6rnekler, +4°C’de

1 saat bekletildi. Se¢ilen beyaz koloniler ile PCR islemi ger¢eklestirildi.

Koloni PCR

16,1 pl dH20, 3 ul 10X PCR bufferi, 0,6 ul ANTP, 1,8 ul MgClz, 1,5 ul T7 primeri
(5’-AA TAC GAC TCA CTA TAG-3’), 1,5 ul SP6 primeri (5’-AT TTA GGT GAC
ACT ATA G-3°), 1,2 ul DMSO ve 0,3 pul Tag DNA polimeraz karigimindan olusan
PCR master mixi igerisine segilen koloniler inokule edildi. PCR sartlari; 6n
denatiirasyon igin; 94°C’de 2 dk, denatiirasyon 94°C’de 30 sn, baglanma 55°C’de 30
sn ve uzama igin 72°C’de 2 dk olacak sekilde 35 dongii ve son uzama basamagi da

72°C’de 10 dk olacak sekilde olusturuldu (Baltac1 2015).

PCR reaksiyonu sonucunda orneklerin goriintiilenmesi i¢in %]1°lik agaroz jel
hazirlandi. Ornekler jele yiiklendikten sonra 90 voltta 1 saat yiiriitiilerek transforme
edilen geni tasiyan kolonilerden en net goriintii verenler segildi. Segilen koloniler

plazmid izolasyonu i¢in, amfisilin igeren LB s1v1 besi yerine inokiile edildi.
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Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu i¢in LB besi yerine alinan kiiltiirler 37°C’de 12 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonucunda plazmid izolasyonu, plazmid
DNA ekstraksiyon Kiti (Vivantis GF-1) kullanilarak gergeklestirildi. Kit protokoliine

gore;

1. Falkon tiipii icerisinde 12 saat inkiibasyona birakilan 6rnekler, 6 000 g’de 2
dk santrifiij edildi.

2. Santrifiij sonrasinda olusan siipernatant uzaklastirilip olusan pelet iizerine 250

ul Restiispansiyon Soliisyonu ilave edilerek pipet yardimiyla ¢ozdiiriildii.

3. Orneklerin iizerine 250 pl Lizis Soliisyonu ilave edilip bir kac¢ kez ters

cevrilerek hafifce karistirildi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonucunda tiiplere 400 pl Notralizasyon Buffer: ilave edilip beyaz
bir ¢okelti olusuncaya kadar bir kag kez ters ¢evrilerek hafif¢e karistirildi ve 14 000
g’de 10 dk santrifiij edildi.

5. Santriij sonucunda olusan siipernatanttan 650 pl alinarak icerisinde kolon
bulunan eppendorf tiipiine aktarildi ve 10 000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda kolona tutunamayan sivi kisim uzaklastirilarak bu islem kalan slipernatantin

tamamu i¢in bir kag kez tekrar edildi.

6. Eppendorf tiiplerinin iizerine 650 pl Wash Buffer eklenerek 10 000 g’de 1 dk

santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda altta toplanan siv1 kisim uzaklastirildi.

7. Kolon, 1,5 mI’lik yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak iizerine 55 pl
Eliisyon Buffer: ilave edildi. 1 dk bekleme siiresinin ardindan 10 000 g’de 1 dk

santrifiij edildi.

8. Elde edilen plazmidlerin konsantrasyonlart nanodropta Olciildii. Ayrica
plazmidler %1°lik agoroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi ve yeniden kullanilincaya

kadar -20°C’de muhafaza edildi.
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3.2.5.1. 16S rRNA Sekans Analizi

PCR ile amplifiye edilip pPGEM-T Easy vektorii araciligiyla klonlamasi yapilan
orneklerin 16S rRNA gen bolgelerinin baz dizi analizleri hizmet alimi ile
gergeklestirildi. Plazmid 6rneklerinden 50 pl alinarak, sekans analizi icin MedSanTek
(Tiirkiye) firmasina gonderildi. Gelen sekans sonuclar1 BioEdit programi kullanilarak
yorumlandi. Sekans dizileri Fasta formatina doniistiiriildii ve vektore ait sekanslar
tespit edilip, ¢ikarilarak dizi anlamli hale getirildi. 16S rRNA dizileri Gen Bankasina
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) girilerek kayitli olan bakteriyel dizilerle
kiyaslandi (BLAST analizi). Bu sayede bakteri izolatlariin tiir seviyesinde

tanilamalart yapildi (Adigiizel vd. 2015).

3.2.6. Termofilik Bakterilerin Proteaz Enzimi Uzerine Optimum

Parametrelerin Arastirilmasi

Proteaz aktivitesini belirlemek amaciyla %10 oraninda skim milk igeren
besiyerine izolatlarin ekimi yapilarak, optimum sicakliklarda {i¢ giin boyunca
inkiibasyona birakildi. Olusan zonlar degerlendirilerek, en iyi aktivite gosteren

izolatlar belirlendi.

Proteaz enzimi aktivite tayini, 50 mM Glisin-NaOH tamponu (pH: 9,0)
icerisinde %0,6 konsantrasyonda kazeinin substrat olarak kullanilmasiyla saptandi.
Proteaz enzimi iiretimi i¢in 6zel bir besiyeri hazirland: (g/l: kazein 5 g, pepton 5 g,
yeast extract 2 g, NaCl 5 g, MgS04.7H20 0,2 g, CaCl. 0,1 g, Ko2HPO4 1 g). Besi yerinin
pH’s1 %10 NazCOs ile 9,0 olarak ayarlandi. izolatlar besiyerine inokule edilerek ii¢
giin siireyle optimum sicakliklarinda 150 rpm’de inkiibe edildi. izolatlarin aktivite

tayini gilinliik kontrol edilerek en iyi liretimin gerceklestigi siireler tespit edildi.

Inkiibasyon sonrasinda érnekler 20 dk boyunca +4°C’de 5000 rpm’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda sivi kisim yeni ve steril bir tiipe alindi. Enzim aktivite
deneylerinde bu siipernatant ham enzim soliisyonu olarak kullanildi. Enzim aktivite
tayinini ger¢eklestirmek amaciyla 0,5 ml enzim ¢ozeltisi, 2,5 ml kazein ¢6zeltisi (%0,6

kazein igeren pH 9,0, 50 mM Glisin-NaOH tamponunu) ile karistirildi ve 37°C’de 20
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dk inkiibasyona birakildi. Karisima inkiibasyon sonrasinda 2,5 ml 0,1 M TCA
(trikloroasetik asit) ¢ozeltisi ilave edilerek reaksiyon sonlandirildi. 37°C’de 30 dakika
bekledikten sonra karisim filtre kagidindan gegirilerek siiziildii. Yaklasik 0,5 ml olan
stiziintii tizerine 0,5 M NaCO3 ¢ozeltisinden 2,5 ml ve 1 N Folin-ciocalteu’s phenol
reaktifinden de 0,5 ml eklenip 30 dakika boyunca oda sartlarinda inkiibe edildi.
Spektrofotometre cihazi kullanilarak 660 nm’de ¢dzeltilerin absorbanslari saptandi. 1
EU/ml (bir iinite) alkalen proteaz aktivitesi kazein substratinin parcalanmasi ile 1
dk’da 1pg tirozinin olusmasi i¢in gerekli olan enzim miktar1 olarak tespit edildi. Her

ornek i¢in dl¢lim, 3 paralel tiipte 3 kez yinelendi.

Enzim aktivitesi hesaplamalarinda tirozine ait ekstinksiyon katsayisinin
belirlenmesi amaciyla; stok tirozin ¢ozeltisinden konsantrasyonlari; 5, 10, 15, 20, 25,
30, 50, 75, 100, 200 pg/ml olan tirozin ¢dzeltileri hazirlandi ve herbir ¢ozeltiden 0,5
ml alinarak 2,5 ml 0,5 M Na,CO3z ve 0,5 ml 1N Folin-ciocalteu’s phenol ¢ozeltisi ile
30 dk boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda ¢ozeltilerin 660 nm’de absorbanslar alind
ve trozin konsantrasyon egrisi olusturuldu. Tirozine ait ekstrinksiyon katsayisi,
grafigin egiminden belirlendi ve enzim aktiviteleri su formiil kullanilarak hesaplandi
(Uzel and Hames-Kocabas 2006; Tekin 2008; Sar1 2011);

(A660/Egim) x Toplam Hacim
Proteaz Aktivitesi (E.U/ml) = x Seyreltme
Faktorii

Enzim Hacmi x Inkiibasyon Siiresi

3.2.6.a. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi ve Sicaklik Stabilitesinin

Belirlenmesi

[zolatlara ait fermantasyon sivilari toplanarak filtrasyonla hiicrelerinden ayrild:
ve ham enzim soliisyonu olarak enzimin optimum sicaklik saptanmasinda kullanildi.
Proteaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisini gozlemlemek amaciyla kiiltiir
siipernatantlarinin  (enzimin) 5°C’lik artiglarla 35-75 °C araligindaki sicaklik
degerlerinde subsrat ¢ozeltisiyle Glisin-NaOH tamponu (pH: 9, 50 mM ile
hazirlanmis) igerisinde aktivite dlgtimleri yapildi (Uzel and Hames-Kocabags 2006). En
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yiiksek aktivitenin gozlendigi deger 100 olarak kabul edilip diger sonuglar buna gore
bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslanarak grafikleri ¢izildi.

Enzimin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi amaciyla; 40, 50, 55 ve 60°C
sicakliklarda 1, 2 ve 3 giin boyunca Glisin-NaOH tamponuyla beraber inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyonlardan 6nce ve sonra enzim aktivite tayinleri yapildi. Bakterinin
proteaz enziminin inkiibasyonlardan Onceki aktivitelere kiyasla, kalan ylizde
aktiviteleri hesaplandi. Bu hesaplamada inkiibasyonlarin yapilmadigi enzim
aktiviteleri %100 olarak alind1 ve kiyaslamalar bu degerler iizerinden yapild1 (Sar1

2011).

3.2.6.b. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi ve pH Stabilitesinin

Belirlenmesi

Proteaz  aktivitesi {lizerine pH’nin etkisini gdzlemlemek amaciyla
konsantrasyonu 50 mM olan farkli pH degerine (pH 6,0-13,0) sahip %0,6 kazein
substrat1 igeren tamponlar (pH: 6,0-7,0 i¢in sodyum fosfat tamponu; pH 8,0-9,0 igin
Tris-HCI; pH 10,0-13,0 i¢in Glisin-NaOH tamponu) kullanildi. Cizilen grafik
tizerinde, proteaz aktivitesi bakimindan en ytliksek deger 100 olarak varsayildi ve diger
sonuglar buna gore bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslanarak grafikleri

cizildi.

Enzim, pH stabilitesinin belirlenmesi amaciyla pH: 8, 9, 10 ve 11°de hazirlanmis
tampon c¢ozeltilerde; 1, 2 ve 3 giin boyunca 30°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonlar dncesinde enzim aktivite tayini yapildi ve bu aktivite %100 olarak
varsayildi. Inkiibasyon akabinde hesaplanan sonuglar, kalan % aktivite olarak

degerlendirildi (Sar1 2011).
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3.2.6.c. Enzim Aktivitesi Uzerine Cesitli Inhibitorlerin, Denaturanlarin ve

Metal Iyonlarinin Etkisi

Kiiltiir siipernatantlari, 5mM konsantrasyonlardaki EDTA, EGTA, DTT, PMSF,
ire ve %1 konsantrasyondaki SDS, Tween 20, Tween 80, Triton X-100 ve H20z ile
ayni oranda karigtirilarak 2 saat boyunca 37°C’de bekletildi. Kontrol olarak, bu
maddelerin ilave edilmedigi kiiltiir siipernatantlar1 kullanildi. inkiibasyonlar sonrasi

aktivite tayini yapilarak, kontrole gore kalan bagil aktivite saptandi (Thumar and Shing
2007; Tekin 2008).

Cesitli divalent metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine olan etkisini saptamak
amaciyla kiiltiir stipernatantlari, 5 mM FeCls, MnClz, ZnSO4.7H20, MgCl,, CuSO4ve
CaS0;4 iceren tampon ¢ozeltide 2 saat bekletildi ve akabinde kontrole karst bagil
aktiviteleri hesaplandi. Kontrol olarak, bu maddelerin ilave edilmedigi kiiltiir

stipernatantlar1 kullanildi (Thumar and Shing 2007; Tekin 2008).

3.2.6.d. Enzimin K ve Vmax Degerleri

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesi lizerine olan etkisini aragtimak
amaciyla, kazein substrat ¢6zeltisinin konsantrasyonu 0.5, 1, 2, 4, 6 ve 8 mg/ml olacak
sekilde hazirland1 ve kazein konsantrasyonu degistirilip enzim konsantrasyonu sabit
tutularak aktivite tayinleri yapildi. Sonuglar esas alinarak 1/S (substrat, kazein, mg/ml)
degerine karsilik 1/V (reaksiyon hizi, E.U/ml) hesaplandi ve Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi ve bu grafikten Km ve Vm (maksimum hiz) degerleri belirlendi.
Grafigin x eksenini kestigi noktadan Km degeri, y eksenini kestigi noktadan Vmax degeri

belirlendi (Lineweaver and Burk 1934).
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3.2.6.e. Proteaz Enziminin Biyoteknolojik Uygulamalar:

Proteaz aktivitesine sahip bakteri izolatlarina ait fermantasyon sivilari toplandi
ve filtrasyonla hiicrelerinden ayrildi. Elde edilen ham enzim soliisyonunun leke ¢6zme
giiclinii test etmek amaciyla, steril edilerek kan ve ¢imen lekesi bulastirilan kumaslara,

iki fakli uygulama ile denemeler kuruldu.

[k uygulamada lekeli kumas pargalar1 steril su, besiyeri, deterjanli su, kiiltiir
slipernatant1 ve deterjan-kiiltiir siipernatant1 igerisinde bekletildi. Kumas pargalarinin

uygulamadan once ve sonra fotograflar1 alinarak degerlendirme yapildi.

Ikinci uygulamada ise lekeli kumas parcalarmnin {izerine steril su, besiyeri,
deterjanli su, kiltiir silipernatanti ve deterjan-kiiltiir slipernatant1 karisimlar
puskiirtiilerek uygulandi. Yine kumas parcalarinin uygulamadan once ve sonra

fotograflar1 alinarak degerlendirme yapildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Erzurum ili'nde yer alan Pasinler ve Ilica sicak su kaynaklarmndan farkl
donemlerde yapilan caligmalarda c¢esitli bakterilerin izolasyonun yapildig
bilinmektedir (Adigiizel 2006; Yi1lmaz vd. 2015; Tarak¢ioglu 2016). Ancak bu ¢alisma
ile; daha Onceden herhangi bir izolasyonun yapilmadigi Nenehatun sicak su
kaynagindan ilk kez izolasyon yapilmis ve boylelikle mevcut bakteri florasi da ilk kez
bu ¢alisma ile tespit edilmistir. Yine bu baglamda hem kis hem de ilkbahar doneminde
su kaynaklarindan 6rnekler alinmis ve karsilastirmalar yapilmistir. Bu nedenlerle elde

edilen sonuclarin literatiire dnemli katkilar saglayacagi dngorilmiistiir.

4.1. Termofilik Bakterilerin izolasyonu ve Saflastiriimasi

Uygun kosullar altinda labaratuvara getirilen sicak su kaynaklarindan yapilan
izolasyonlarda ilk olarak NA, TSA, LBA ve PCA besi ortamlar1 kullanildi. Biitiin besi
ortamlarinin termofilik bakterileri gelisimine esit oranda etki ettigi sonucuna varildi.
Tiim bu ortamlarda gelisen izolatlarin NA ve NB besiyerinde sorunsuz gelistigi tespit

edildiginden ¢alismanin sonraki kisminda bu iki besi ortami tercih edildi.

Yapilan izolasyonlarda, termofil ve hipertermofil 6zellige sahip olan izolatlar ve
bunlarin optimum gelisim gosterdigi sicakliklart tespit etmek amaciyla, tiim
izolasyonlar ii¢ farkli sicaklikta (45, 55 ve 65°C) inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon
siiresi sonunda toplamda 85 izolat elde edildi. Bu izolatlardan Pasinler’den izole edilen
toplam 23 izolatin 17 tanesinin (HK1-HK8; HY1-HY9) 45°C’de, 6 tanesinin (HK9-
HK11; HY10-HY12) 55°C’de gelistigi; Ilica’dan izole edilen 32 izolatin 21 tanesinin
(IK1-1K10; 1Y1-IY11) 45°C’de, 11 tanesinin (IK11-1K16; 1Y12-IY16) 55°C’de
gelistigi; Nenehatun’dan izole edilen 30 izolatin ise 20 tanesinin (NK1-NK9; NY1-
NY11)45°C’de, 10 tanesinin de (NK10-NK14; NY12-NY16) 55°C’de gelistigi tespit
edildi. Calismada; izole edilen bakterilerle yapilan sicaklik taramalarinda 65°C’de
gelisen hipertermofil izolatlara rastlanmadi. Inkiibasyonlarn sonunda elde edilen saf

kiltiirlerden stok kiiltiirler hazirland1 ve kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza
edildi.
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4.2. Bakteri izolatlarinin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin morfolojik 6zelliklerini tespit etmek amaciyla; hiicre
morfolojisi, Gram boyama, spor boyama ve hareketlilik testleri yapildi. Yapilan testler
sonucunda izolatlarin morfolojik olarak tamaminin ¢ubuk seklinde oldugu, Gram
boyama, spor boyama ve hareketlilik testi sonuglar1 arasinda ise farkliliklar oldugu
tespit edildi. Pozitif ve negatif olarak degerlendirilen testlerin sonuclar1 Cizelge 4.1.”de

gosterildi.

4.3. Bakteri izolatlarinin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin fizyolojik 6zelliklerini belirlemek amactyla, gelisimleri i¢in
uygun inkiibasyon siireleri, sicakliklari, pH’lari, NaCl oranlar1 ile atmosferik O-
kullanimlar tespit edildi. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda bakteri izolatlarinin
fizyolojik aktivitelerinin tespiti i¢in farkli dalga boylarinin kullanildigina rastlandi
(Matpan 2007; Sar1 2016). Bu nedenle ¢aligmalar 470, 540 ve 600 nm’de yapilarak 3
farkli absorbans degeri alindi ve sonuglar karsilastirilarak degerlendirmeler yapildi.
470, 540 ve 600 nm’de yapilan olglimlerde sonuglarin benzer oldugu ve bunun
sonucunda da bu dalga boylarmin bakterilerin fizyolojik 6zelliklerini belirlemede
kullanilabilecegi tespit edildi. Cizelge 4.1.’de verilen sonuglara gore izolatlar i¢in en
uygun inkiibasyon siiresinin ¢ogunlugunda 28 ila 44. saatler arasinda oldugu, bazi
tiirlerde de 52 ila 68. saatler arasinda oldugu saptandi. Izolatlarin minumum 30,
maksimum 55°C sicakliklarda gelisim gosterdigi, pH ve NaCl degerlerinin de
izolatlara gore farklilik gosterdigi tespit edildi. Atmosferik Oz kullanimina gore de

izolatlarin aerob veya fakiiltatif anaerob oldugu gozlendi.
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Cizelge 4.1. Izolatlarin Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Bakteri Morfolojik Testler Fizyolojik Testler
Izolatlar1
— - z
5 g | 5 5 g x 5
= € E =3 X~ = = IE O
Stok Kodu £ g8 3 > - = T Q e
o [CR=) ° [} e S z =
s oM 0 I = ) <
HK1, HK4, HK,
HK6, HK7, HKO,
HK11, 1K2, K7,
IK10, 1K12, IK13, Fakiiltatif
K16, NKL Nia. | Cubuk + + + 28-44 | 3050 6-8 510 | Pl
NKS5, NK10, HY2,
HY6, HY7, 1YL,
IY11, IY15, NY2
HK2, HK3, HKS,
IK3, K5, IKS,
IK8, NK7, NK8, Fakiiltatif
NKo. LIV, Hivis, | Cubuk + + + 5268 | 4050 6-10 36 | faena
Y3, IY4, Y8,
1Y8, IY9
HK10, IK1, NK2,
HYLL, IV2, IY12,
NY7, NY10, Cubuk - - + 28-44 | 30-40 68 25 Aerob
NY1L, NY12,
NY15
IK4, IK9, N8, Fakiiltatif
Fva NS Cubuk + + + 5268 | 3550 7-10 a7 | Taeel
IK11, IK14,NY1 | Cubuk - - + 28-44 | 4050 6-10 46 Aerob
IK15, HY3 Cubuk + + + 28-44 | 4050 6-7 26 Aerob
NK4, NY8, NY14 | Cubuk + + + 5268 | 35-50 47 2.4 | Fakiltatif
Anaerob
NK6, NK12 Cubuk . ; + 28-44 | 3055 6-10 35 Aerob
NK11, HY10,
NY4, NY16 Cubuk - - + 52-68 40-50 5-8 2-7 Aeraob
NK, BYLHYS | Cubuk + + + 52-68 | 40-50 5.9 210 | Aerob
NK13 Cubuk - - ; 5268 | 3560 59 23 Aerob
HYS, IY5 Cubuk ; - + 5268 | 3550 6-8 6-10 Aerob
Y7, IY10 Cubuk ; + + 28-44 | 35.55 46 2.6 | Fakiltatf
Anaerob
Y13 Cubuk ; - + 5268 | 3550 6-8 6-10 Aerob
IY16, NY3,NY9 | Cubuk + + + 5268 | 35-45 59 6-10 Aerob
NY13 Cubuk ) ) + 52-68 | 35-40 6-8 3.6 | Fakiltatif
Anaerob
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4.4. Bakteri Izolatlariin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin biyokimyasal 6zelliklerini tespit etmek amaciyla uygulanan

amilaz, katalaz, oksidaz, proteaz ve lipaz testi sonuglari ile izolatlarin karbon kaynagi

kullanim sonuglari ¢izelge 4.2.’de gosterildi.

Cizelge 4.2. Izolatlarin Biyokimyasal Ozellikleri

Bakteri izolatlar1 Biyokimyasal Ozellikler Karbon Kaynag Kullanim
sl 2| B oyl o)« B| o8| Bl 5] nle.
Stok Kodu z g Z % 8 % = -*é % = < % g
< ¥ (@) a | o O L n p 4| o®
HK1, HK4, HK5, HK6, HK7, HK9, | + + + + + + + + + + + -
HK11, IK2, IK7, IK10, IK12, IK13,
IK16, NK1, NK3, NK5, NK10,
HY2, HY6, HY7, IY1, IY11, IY15,
NY2
HK2, HK3, HKS, IK3, IK5, IK6, + + + + + + - + + + - -
IK8, NK7, NK8, NK9, HY9, HY12,
1Y3, 1Y4, 1Y6, 1Y8, IY9
HK10, IK1, NK2, HY11, IY2, IY12, + + + + - + + + + + + -
NY7,NY10, NY11, NY12, NY15
IK4, 1K9, NY6, HY4, NY5 - + + - + + + + + + + +
IK11, IK14, NY1 - + + - + + - - - - - -
IK15 - + + + + + - - - - - -
NK4, NY8, NY14 - + + - + + + + - + - +
NK6, NK12 + + + + + + - + - + - -
NK11, HY10, NY4, NY16 + - + - + + + - + + + -
NK14, HY1, HY5, IY14 - + + + + + + + - + - +
NK13 + + + + + + - - - - - -
HY3 + + + + + + + + + + + +
HY8, IY5 + + + - + + - + + + - -
1Y7,1Y10 + + + + + + - + + + - -
Y13 + + + + + - - - - - R N
1Y16, NY3, NY9 + + + - + + + + + + + N
NY13 - + + + - + + + + + + +
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4.5. Bakteri Izolatlarinin Molekiiler Tanilanmasi

4.5.1. Bakteri Izolatlarindan Genomik DNA izolasyonu

Calismada izole edilen bakterilerin tlimiiniin DNA izolasyonlar1 manuel olarak
gerceklestirildi. Izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 6l¢iildii (680,3-932,5 ng/ul)
ve DNA’lar agoroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Sonraki asamalarda kullanilincaya

kadar -20°C’de muhafaza edildi.

45.2. Bakteri izolatlarmin ERIC PCR Yoéntemiyle Gen Profillerinin
Belirlenmesi ve ERIC PCR Uriinlerinin Elektroforezi

Yapilan ERIC PCR yo6ntemi sonucunda, toplamda izole edilen 85 bakteri
izolatinin 38 tanesinin farkli bant olusturdugu tespit edildi. Farkli bant profili
sergileyen izolatlarin genomik parmak izi analiz sonuglar1 Sekil 4.1.’de gosterildi.
Sonuglara gére HK4’tin 200-800 bp araliginda 7 bant, HK7’nin 600-2000 bp
araliginda 7 bant, HK8’in 200-800 bp araliginda 3 bant, IK2’nin 600-1000 bp
araliginda 3 bant, IK3’tiin 800-3000 bp araliginda 4 bant, IK4’iin 200-1500 bp
araliginda 8 bant, IK5’in 400-800 bp araliginda 3 bant, IK7’nin 200-1500 bp araliginda
7 bant, IK8’in 200-3000 bp araliginda 6 bant, IK9 un 800-1000 bp araliginda 2 bant,
IK10’un 200-1000 bp araliginda 5 bant, IK12’nin 200-1500 bp araliginda 7 bant,
IK15’in 400-600 bp araliginda 1 bant, NK2’nin 600-800 bp araliginda 2 bant, NK4’iin
400-800 bp araliginda 3 bant, NK11’in 200-1500 bp aralifinda 10 bant, NK12’ nin
600-1500 bp araliginda 4 bant, NK13’{in 200-600 bp araliginda 4 bant, NK14’{in 200-
800 bp araliginda 4 bant icerdigi gdzlemlendi.

Yine HY3{in 200-1500 bp araliginda 6 bant, HY8’in 200-1500 bp araliginda 3
bant, HY9 un 200-6000 bp araliginda 9 bant, I'Y3’iin 200-6000 bp araliginda 8 bant,
IY5’in 200-6000 bp araliginda 10 bant, IY6 nin 200-6000 bp araliginda 8 bant,
IY7°nin 200-6000 bp araliginda 12 bant, IY8’in 600-800 bp araliginda 1 bant, IY10’un
200-6000 bp araliginda 10 bant, IY'11’in 400-6000 bp araliginda 9 bant, 'Y 13’{in 200-
6000 bp araliginda 12 bant, 1'Y16’nin 400-6000 bp araliginda 11 bant, NY1’in 200-
6000 bp araliginda 11 bant, NY7’nin 200-6000 bp araliginda 11 bant, NY8’in 800-
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1000 bp araliginda 1 bant, NY10’un 800-2000 bp araliginda 2 bant, NY11’in 200-
1500 bp araliginda 4 bant, NY13’iin 200-1000 bp araliginda 3 bant, NY15’in 200-40
0 bp araliginda 1 bant icerdigi gozlemlendi.

M HK4 HK7 HK$ K2 K3 K4 K5 K7 IK8 K9 IKI10 K12 IK15 NK2 NK4 NKI1 NKI2NKI3 NK14

. - *
oo )

M HY3 HY8 HY9 IV3 IYS IY6 I¥Y7 [IY8 IY10 IVIl IYI3 IYl6 NY1 NY7 NY8 NY10 NYI1 NYI3 NY15

Bl m

(b)
Sekil 4.1. izolatlarm ERIC PCR bant gériintiileri (a), (b).
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4.5.3. Bakteri izolatlarinin Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

ERIC PCR sonuglarina gore farkli bant profili sergileyen izolatlar proteaz
aktivitesi agisindan degerlendirildi ve en iyi aktivite gosteren izolatlarin enzim aktivite
tayinleri yapildi. %10 skim milk i¢eren besiyerlerinde kazeinin hidrolizi sonucunda
proteolitik zon olusturan izolatlar belirlendi. Calismada 29 izolatin proteaz aktivitesine

sahip oldugu tespit edildi.

Proteaz aktivitesi ile ilgili yapilan c¢aligmalarda farkli substratlarla enzim
aktivitesi tespiti yapildigina rastlandi. Gupta et al. (2002b), yapmis olduklar1 bir
calismada alkalen proteazlarin genis substrat spesifikligine sahip olmasina karsin
sentetik substratlara ve dogal proteinlere karst daha aktif oldugunu ortaya
koymuslardir. Bu baglamda yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda bir siit proteini
olan kazeinin; hemoglobin ve BSA gibi diger proteaz substratlarina gére daha fazla
aktivite gosterdigine rastlandi. Ayn1 zamanda Matpan (2007), yaptig1 caligmada
mikroorganizmalarin proteaz enzimi vasitasiyla kazeinin hidrolizini tespit etmek
amaciyla % 10 oraninda skim milk igeren besiyeri hazirlamis ve proteaz aktivitesini
belirlemistir. Yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 degerlendirildiginde en iyi aktivitenin
kazein varliginda gerceklestigi goriildiigiinden ¢alismada substrat olarak kazein tercih
edildi.

4.5.4. Proteaz Aktivitesi Gosteren Bakteri izolatlarmn 16S rRNA
Bolgesinin PCR ile Amplifikasyonu ve 16S rRNA PCR Uriinlerinin
Elektroforezi

Proteaz aktivitesi tespit edilen izolatlarin 16S rRNA bdlgeleri PCR ile ¢ogaltildi

ve agoroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

4.5.5. 16S PCR Uriinlerinin Kompotent E.coli Hiicrelerine Klonlanmasi

Bakterilerin tanilanmasinda kullanilan 16S rRNA gen bdlgesinin baz dizi analizi
gergeklestirilirken olusacak kayiplarin minimize edilmesi amaciyla klonlama

yapilmasi Onerilmektedir. Bu baglamda ¢alismada oncelikle izolatlarin kompotent
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E.coli hiicrelerine klonlanmasi gerceklestirildi. Bu baglamda bakteriler, kompotent
hale getirilerek ligasyon ve transformasyon islemleri gergeklestirildi. X-Gal ve IPTG
iceren amfisilinli besi yerine ekim yapilan bakterilerde inkiibasyonun ardindan mavi-
beyaz kolonilerin olusumu goézlemlendi. Kontrol olarak sadece ligasyon {iriiniinii
icermeyen kompotentlerin ekimi yapildi. Inkiibasyon siiresi sonucunda, kontrol olarak
ekim yapilan petride herhangi bir gelisime rastlanmazken diger petrilerde mavi-beyaz

Koloniler gozlemlendi. Olusan mavi-beyaz kolonilerden beyaz olanlarin geni aldigi
kabul edildi.

Vektor tizerinde klonlamanin yapildigi kisimda (¢oklu klonlama bdlgesi, MCS)
[B-galactosidase geni (LacZ geni) bulunmakta ve eger klonlama basarili olmamigsa bu
gen aktif olarak ortamdaki laktozu pargalamaktadir. Klonlamanin basarili oldugu
durumlarda ise bu gen bolgesi bozulmakta ve yerine istenilen gen yerlesmektedir. Bu
durumda [B-galactosidase geninin biitiinliigli bozulacagi icin besiyerinde bulunan

laktoz pargalanmamaktadir.

Calismada IPTG; B-galactosidase geni icin bir uyarici, X-gal ise laktoz analogu
olarak kullanildi. X-gal B-galactosidase geni aktif oldugu zaman, olusan enzim ile
parcalanacagi ve mavi renk olusacagi i¢in mavi koloniler istenilen geni almamis olarak
kabul edildi. Beyaz kolonilerde ise gen aktarimi oldugundan ve dolayisiyla B-
galactosidase geni sentezlenemediginden X-gal parcalanmadi ve boylece mavi renk

olusumu gozlenmedi (Sekil 4.2).

(b)

Sekil 4.2. Petride mavi-beyaz koloni goriintiisii a) Kontrol petri, b) Mavi-beyaz
koloniler
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Bu baglamda her petri i¢in 4 beyaz koloni belirlendi ve koloni PCR yontemiyle
dogrulama islemi yapildi. Her petri i¢in, DNA markirinda 1500 bg¢ hizasinda bant
veren en parlak koloni sec¢ildi ve antibiyotikli besiyerine aktarilarak plazmid
izolasyonu asamasma gecildi. Plazmid DNA Ekstraksiyon Kiti kullanilarak
gerceklestirilen izolasyon akabinde elde edilen plazmidler, agaroz jel elektroforezinde
yiritildi. Plazmidlerin absorbans Ol¢iimleri alindiktan sonra sekans analizleri

gergeklestirildi.

4.5.6. 16S rRNA Sekans Analizi Sonuglar:

Canlilarin filogenetik olarak smiflandirilmasinda kullanilan 16S rRNA gen
bolgesi izolatlarin tiir seviyesinde tanilanmasi i¢inde en ¢ok tercih edilen bolgedir.
Yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda, 16S rRNA PCR iiriinlerinin direkt sekans
analizine gonderilmedigi, bu bolgenin kompotent bir bakteri araciligiyla klonlamasi
yapildiktan sonra elde edilen plazmitlerin sekanslandig tespit edildi (Tarakg¢ioglu
2016; Sart 2016). Bu nedenle ¢alismada PCR yontemi ile ¢ogaltilip pGEM-T Easy

vektorii araciligiyla klonlanan bdlgenin sekans analizi gergeklestirildi.

16S rRNA gen bolgesine ait sekans sonuglari BioEdit programi kullanilarak
yorumlandi. Dizilerin Fasta formati {izerinde vektore ait sekanslar ¢ikarilarak dizi
anlaml hale getirildi. Elde edilen dizi, Gen Bankasinda var olan diger bakteriyal
dizilerle karsilagtirildi (BLAST analizi) ve filogenetik agaglar ¢ikarildi (Sekil 4.3).
Boylece izolatlarin tiir seviyesinde tanilar1 yapildi ve GenBank Numaralar1 alindi

(Cizelge 4.3).

81



Cizelge 4.3. Izolatlarin Sekans Analizlerine Gére Tan1 Sonuglar1 ve Genbank

Numaralari
izolatin Tam Sonucu Genbank NCBI  Benzerlik Baz

Kodu Numarasi kodu Oramm  Uzunlugu

HK4 Bacillus MG016503 EGK5 %99 1486 (bg)
circulans

HK7 Bacillus MG016504 EGK®6 %99 1485 (bg)
circulans

HK8 Bacillus firmus ~ MG016505 EGKY7 %99 1485 (bg)

IK2 Bacillus MG016499 EGK1 %99 1481 (bg)
circulans

IK3 Bacillus firmus  MG016500 EGK2 %97 1512 (bg)

IK5 Bacillus firmus  MG016501 EGK3 %98 1491 (bg)

IK7 Bacillus MG016502 EGK4 %98 1484 (bg)
circulans

IK8 Bacillus firmus  MG016506 EGKS8 %99 1486 (bg)

IK10 Bacillus MG016507 EGK9 %98 1489 (bg)
circulans

IK12 Bacillus MG016508 EGK10 %97 1501 (bg)
circulans

IK15 Bacillus siralis  MG016511 EGK13 %98 1546 (bg)

NK2 Pseudomonas MG016509 EGK11 %98 1474 (bg)
hussainii

NK12 Silanimonas MG016510 EGK12 %98 1484 (bg)

lenta
NK13 Thermomonas MG016512 EGK14 %95 1506 (bg)
hydrothermalis

NK14 Bacillus pumilus  MGO016513 EGK15 %98 1491 (bg)

HY3 Bacillus siralis  MG016526 EGY13 %91 1269 (bg)

HY9 Bacillus firmus  MG016527 EGY14 %98 1496 (bg)

Y3 Bacillus firmus  MG016514 EGY1 %97 1478 (bg)

Y6 Bacillus firmus  MG016515 EGY2 %97 1496 (bg)

Y7 Bacillus firmus  MG016516 EGY3 %97 1496 (bg)

Y8 Bacillus firmus  MG016517 EGY4 %97 1495 (bg)

Y10 Bacillus firmus  MG016518 EGY5 %97 1497 (bg)

Y11 Bacillus MG016524 EGY11 %97 1496 (bg)
circulans

Y13 Thermomonas MGO016525 EGY12 %97 1489 (bg)

haemolytica

NY7 Pseudomonas MGO016519 EGY6 %97 1471 (bg)
hussainii

NY10 Pseudomonas MGO016520 EGY7 %96 1503 (bg)
hussainii

NY11 Pseudomonas MGO016521 EGYS8 %97 1476 (bg)
hussainii

NY13 Thauera sp. MG016522 EGY9 %96 1498 (bg)

NY15 Pseudomonas MGO016523 EGY10 %92 1553 (bg)
hussainii
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Bacillus circulans strain EGKS Ac. Mum. MG 8504

Bacillus circulans strain EGEE Ac. Num. MGI1S507T

Bacillus circulans strain EGK1 Ac.Num. MG016408

Bacillus crculans strain EGE4 Ac. Mum. MG018502

Bacillus circulans strain EGKS Ac. Num. MG016503

Bacillus circulans strain EGK10 Ac. Mum. MGD1E508

Bacillus circulans strain EGY11 Ac. Num. MGD18524

Bacillus siralis strain EGK13 Ac. Mum. MGD18511

Bacillus fimus stram EGK2 AcNum. MGD16500

Baillus fimus strain EGY2 Ac. Mum. MG015515

Bacillus fimus strain EGK3 Ac. Num. MGD16501

Bacillus fimus strain EGKT Ac. Num. MGO18508

Bacillus firmus strain EGKE Ac. Num. MG018506

Bacillus firmus strain EGY14 Ac. Mum. MG018527

Bacdlus firrmus strain EGY1 Ac. Num. MGD18514

Bacillus fimus strain EGY4 Ac. Num. MGD16517

- Bacllus pumilus stram EGK15 Ac. Num. MG018512

Alicyclobacillus. cellulosilybicus Ac.Mum. ABE228131

100 Silanimonas lenta strain EGK12 Ac. Nuem. MGD16510

_|: Thernomonas haemolytica strain EGY12 Ac. Num. MG018525

Thauera sp. sirain EGYY Ac. Num. MG018522

7] Pseudomenas hussamii strain EGYE Ac. Mum. MG018518

L
100 Pseudomonas hussaini strain EGY10 Ac. Mum. MGD16523

100 Bacillus fimus strain EGY3 Ac. Num. MG016518
2 { Bacillus fimus strain EGYS 165 Ac. Num. MGD16518
Bacillus siralis strain EGY13 Ac. Mum. MG018526
Themomonas hydrothermalis strain EGK 14 Ac. Num. MGD18512
P=eudomaonas hussaini strain EGYT Az, Mum. MGI16520

=]
100 |: Pseudomonas hussainii straim EGE11 Ac. Num. MG016500
100 Pseudomonas hussainii strain EGY3 Ac. Num. MG018521

o1

Sekil 4.3. izolatlarin filogenetik agaci.

16S rRNA gen bolgelerinin, Neighbour-Joining (Saitou and Nei 1987; Kimura
1980) yontemi ile gizilen filogenetik agaci. Izolatlarin filogenetik agaci MEGA-6
programi kullanilarak ¢izildi. Analiz islemi 29 adet niikleotit dizisini kapsamaktadir.
Alicyclobacillus cellulosilyticus (AB622813.1)’un uygun dis grup olarak belirlendigi
filogenetik analizde bootstrap degeri 1000 tekrarli olarak segildi.
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Yapilan sekans analizi sonucunda elde edilen dizilerin Genbank numarasi alindi.
Stok kodlart NK13, HY3, NY10 ve NY15 olan izolatlarin Genbankasi’nda bulunan
verilerle benzerligi %97 nin altinda bulundu. Bu izolatlarin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler ile sekans analizi sonuglarina gore biiyliik bir oranda T.
hydrothermalis, B. siralis ve P. hussainii olduklar diisiiniilse bile Ad-Hoc komitesinin
2002 yilinda almis oldugu kararlar dogrultusunda degerler %97’nin altinda ¢iktig1 i¢in
bu izolatlarin yeni bir tiir olarak degerlendirilebilecekleri fikri dogmaktadir. Bu ylizden
daha kapsamli tan1 teknikleriyle (6rn, hibridizasyon c¢alismalari) daha ileri bir taniya

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Genellikle termofilik kaynaklardan izole edilen mikroorganizmalarin Bacillus
cinsi oldugu goriilmekte ve yapilan ¢aligmalarda morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler
bakimindan benzerlik gésteren izolatlarin tani sonuglarimin da hemen hemen ayni
oldugu goriilmektedir (Akhmaloka et al. 2006; Acar 2009; Adiguzel vd. 2009;
Basbiilbiil 2009; Tiirker ve Ozcan 2015; Yanmis vd. 2014). Bu calismanin sonucunda
da tanis1 yapilan 29 izolatin 20 tanesinin Bacillus cinsi oldugu ve izolatlarin ¢ogunda
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerinin de birbirini destekledigi

gozlendi.

Yapilan arastirmalar gostermektedir ki B. circulans tiirii bakteriler; ¢ubuk
seklinde, Gram pozitif, endospor olusturan, hareketli bakterilerdir. Besi yerinde
genellikle 2 giinde, 35-50°C sicaklik, 6-9 pH araliginda ve %5-10 NaCl
konsantrasyonunda fakiiltatif anaerob olarak gelisebilmektedir. Bu bakteriler;
nisastayr sindirebilen, katalaz pozitif, kazein hidrolizi yapabilen, karbon kaynag:
olarak da glikoz, galaktoz, fruktoz, sakkaroz, maltoz ve laktozu kullanabilen
bakterilerdir.(Pettersson et al. 2000; Peak et al. 2011; Seiler et al. 2013).

B. firmus bakterileri ise gubuk seklinde, Gram pozitif, endospor olusturan,
hareketli bakterilerdir. Besi yerinde genellikle 3 giinde, 40-50°C sicaklik, 6-11 pH
araliginda ve 9%2-7 NaCl konsantrasyonunda fakiiltatif anaerob olarak
gelisebilmektedir B. firmus bakterileri ise nisastayi sindirebilen, katalaz pozitif, kazein
hidrolizi yapabilen, karbon kaynagi olarak da glikoz, fruktoz, sakkaroz ve maltozu

kullanabilen bakterilerdir (Pettersson et al. 2000; Vaz-Moreira et al. 2012; Seiler et al.
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2013). Calisma kapsaminda izole edilen B. firmus izolatlatlarinin morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal test ile molekiiler tan1 sonuglar1 birlikte
degerlendirildiginde stok kodu IY7 ve IY10 olan, tanis1 B. firmus olarak yapilan

izolatlarin literatiirdeki verilerden oldukga farkli sonuglar verdigi goriilmektedir.

P. hussainii gubuk sekilli, Gram negatif, endosporsuz, hareketli bakterilerdir. 15-
40°C sicaklik, 6-8 (opt. 7) pH araliginda ve %1-5 NaCl konsantrasyonunda aerob
olarak 2 giin iginde gelisebilmektedirler. Besi yerindeki nisastay: sindirebilen, katalaz
ve oksidaz pozitif, kazein hidrolizi yapabilen, karbon kaynagi olarak da glikoz,
galaktoz, fruktoz, sakkaroz, maltoz ve laktozu kullanabilen bakterilerdir (Hameed et
al. 2014). Pseudomonaslar termofilik bakteri degil termotolerant bakterilerdir.

Calismamizin neticesinde bu gruba ait bakteriler izole edilmis, tanilanmistir.

B. siralis ¢ubuk morfolojisinde, Gram pozitif, endospor olusturan hareketli
bakteriler olup 50°C’ye varan sicaklik degerlerinde, optimum pH: 7’de %0-7 arasi
NaCl konsantrasyonunda 2 giin iginde gelisebilmektedirler. Katalaz ve oksidaz pozitif,
kazein hidrolizi yapabilen, karbon kaynag olarak da glikozu kullanabilen bakterilerdir
(Pettersson et al. 2000; Vaz-Moreira et al. 2012). Sonuglar degerlendirildiginde
caligmada elde edilen iki B. siralis izolatinin biyokimyasal testlere verdikleri yanitlarin
farkli oldugu goze carpmaktadir. B. siralis IK15 izolatinin biyokimyasal test
sonuglarinin literatiirdeki verilerle paralel oldugu ancak, B. siralis HY3 izolatinin bu

verilerden farkli sonuglar verdigi goriilmektedir.

S. lenta ise gubuk morfolojisinde, Gram negatif, endosporsuz ve hareketli
bakteridir. 25 ile 53°C sicaklik, 6-10 pH araliginda ve %3-5 NaCl konsantrasyonunda
aerob olarak 2 giin i¢inde gelisebilmektedir. Nisastay1 sindirebilen, katalaz ve oksidaz
pozitif, kazein ve yaglarin hidrolizini yapabilen, karbon kaynagi olarak da glikoz,
friikktoz ve maltozu kullanabilen bakterilerdir (Lee et al. 2005). B. pumilus, ¢ubuk
sekilli, Gram pozitif, endospor olusturan hareketli bakteriler olup 40-50°C sicaklik
degerlerinde, pH: 5-9’da %0-10 aras1 NaCl konsantrasyonunda 3 giin i¢inde aerob
olarak gelisebilmektedirler. Oksidaz pozitif, kazein hidrolizi yapabilen, karbon
kaynagi olarak da glikoz, galaktoz, fruktoz, maltoz ve sodyum sitrat1 kullanabilen

bakterilerdir (Pan et al. 2012).
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T. hydrothermalis ¢ubuk sekilli Gram negatif, endospor bulundurmayan,
hareketsiz bakterilerdir. Besi yerinde genellikle 3 giinde, 30-60°C sicaklik, 5-9 pH
araliginda anaerob olarak gelisebilmektedir. Katalaz ve oksidaz pozitif, kazein ve
yaglarin hidrolizini yapabilen, karbon kaynagi olarak da glikozu kullanabilen
bakterilerdir (Saha et al. 2005). T. haemolytica ¢ubuk sekilli Gram negatif, endospor
olusturmayan, hareketli bakterilerdir. Bu bakteriler 3 giinde, 37-50°C sicaklikta aerob
olarak gelisebilmektedirler. Katalaz ve oksidaz pozitif, kazein ve yaglarin hidrolizini

yapabilen bakterilerdir (Busse et al. 2002; Alves et al. 2003).

Thauera cinsi bakteriler, cubuk morfolojisinde, Gram negatif, endosporsuz,
hareketli bakteriler olup 25-40°C sicaklikta optimum pH: 7-8 araliginda gelisim
gosterebilen, hem aerob hem de anaerob olarak gelisebilen bakterilerdir. Katalaz ve
oksidaz pozitif, kazein hidrolizi yapabilen, karbon kaynagi olarak da glikoz, galaktoz,
fruktoz, sakkaroz, maltoz, laktoz ve sodyum sitrati kullanabilen bakterilerdir (Macy et

al. 1993; Mechichi et al. 2002).

Sonuglar degerlendirildiginde B. circulans. P. hussainii. S. lenta, B. pumilus, T.
hydrothermalis, T. haemolytica, Thauera izolatlarinin morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal test sonuclarinin literatiirdeki ¢alismalarda rastlanan sonuglara paralellik
gosterdigi goze carpmaktadir. Filogenetik aga¢ incelendiginde Bacillus cinsi
bakterilerin Gram pozitif 6zelliklerine gore bir arada toplandiklar1 gbze ¢arpmaktadir.
Ancak daha 6nceden morfolojik-fizyolojik ve biyokimyasal testlerde oldukg¢a farkl
sonuglar gosteren izolatlarin (B. firmus 1'Y7 ve 1'Y10 izolatlar1 ve B. siralis HY 3 izolat1)
bu filogenetik agagta da olmasi gereken Bacilluslarin bulundugu bolgede olmadigi ve
farkli bolgelerde dallandigi goriilmektedir. Bazi Bacillus tiirlerinin Gram reaksiyonu
acisindan degiskenlik gosterdigi bilindiginden tanida muhtemel hatalarda olabilecegi
g6z oOnlinde tutularak bu izolatlarla ilgili bir takim testler yapilarak ilerleyen

caligmalarda bu durumun aydinlatilmasi saglanacaktir.
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4.6. Bakteri izolatlarinin Proteaz Enzimi Uzerine Optimum Parametrelerin

Arastirilmasi

4.6.1. Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Izolatlarin proteaz aktivite testleri, % 10 skim milk igeren besiyerinde
gerceklestirildi. Bu amagla izolatlar besi ortamlarina ¢izgi ekim ile ekilip belirlenen
optimum sicaklikta 3 giin siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda izolatlarin
skim milk hidrolizi sonucu olusturdugu proteolitik zonlar degerlendirilerek en 1yi

proteaz aktivitesi gosteren 2 izolat belirlendi (Sekil 4.4)

(b) 34; T. haemolytica Y13

Sekil 4.4. Petri iizerinde en 1yi aktivite gosteren izolatlar

Proteaz aktivitelerine gore segilen B. pumilus NK14 ve T. haemolytica 1Y13 ile

enzim deneylerine devam edildi.

Enzim aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan tirozinin ekstinksiyon
katsayisin1 belirlemek amaciyla trozinin stok c¢ozeltisinden seyreltmeler yapilip
diliisyonlarin 660 nm’de absorbanslar1 dl¢iilerek tirozinin konsantrayon egrisi ¢izildi

ve bu egrinin egiminden ekstinksiyon katsayisi belirlendi (Sekil 4.5).
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Tirozin Konsantrsyon Egrisi
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Sekil 4.5. Tirozin konsantrasyon egrisi

Grafiten ¢ikan sonu¢ dogrultusunda, alkalen proteaz aktivitesi hesaplanirken
ekstinksiyon katsayisi olarak 0,0033 pg/ml kullanildi. Bu dogrultuda B. pumilus NK14
ve T. haemolytica IY'13 izolat1 i¢in en yiiksek enzim aktivitesi 3. giin tespit edilmis

olup aktivite degerleri sirastyla 91,17 EU/ml ve 101,33 EU/ml olarak belirlenmistir.

4.6.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi ve Sicakhk Stabilitesinin

Belirlenmesi

B. pumilus NK14 izolatinin proteaz iiretimi i¢in en uygun sicakligini belirlemek
amaciyla, kiiltiir sipernatantlarinin 5°C’lik artiglarla 35-75°C araligindaki sicaklik
degerlerinde pH 9,0’da hazirlanan subsrat ¢ozeltisiyle aktivite Slgiimleri yapildi.
Proteaz enziminin aktivitesinin en iyi oldugu aralik 45-65°C ve enzimin optimum
sicakligi ise 50°C olarak belirlendi. Izolatin gdsterdigi en yiiksek aktivite %100 olarak
kabul edilerek diger sonuglar buna gore bagil aktivite bakimindan degerlendirildi

(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. B. pumilus’un sicakliga bagl proteaz aktivitesi

B. pumilus NK 14 izolatinin sicaklik stabilitesini belirlemek amaciyla enzim; 40,
50, 55 ve 60°C sicakliklarda 1, 2 ve 3 giin boyunca Glisin-NaOH tamponuyla beraber
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonlardan once ve sonra enzim aktivite tayinleri
yapildi. Bakterinin proteaz enziminin inkiibasyonlardan onceki aktivitelere kiyasla,
kalan yiizde aktiviteleri hesaplandi. Bu hesaplamada inkiibasyonlarin yapilmadigi
enzim aktiviteleri %100 olarak alind1 ve kiyaslamalar bu degerler {izerinden yapildi. 1
giinliik inkiibasyon sonunda 45 ve 50°C’lerde enzimin stabilitesinin yaklasik olarak
%10 ve 16 azaldig1, 55°C’de aktivitesinin yaklasik olarak %15’ini, 60°C’de %28’ini
kaybettigi gozlendi. 2. gilinde yapilan aktivite tayinlerine gore 40°C’de enzim
stabilitesinin %26 azaldig1, 50 ve 55°C’de % 35 ve 40°1n1, 60°C’de %75’ini kaybettigi
gozlendi. 3. giinde yapilan tayinlerde de 40°C’de aktivitesinin %65’ ini, 50 ve 55°C’de
de yaklasik olarak %80 ve 82’sini, 60°C’de % 95’ini kaybettigi gozlendi.

T. haemolytica IY13 izolatinin proteaz iiretimi ig¢in en uygun sicakligini
belirlemek amaciyla, kiiltiir stipernatantlarinin 5°C’lik artiglarla 35-75°C araligindaki
sicaklik degerlerinde pH 9,0’da hazirlanan subsrat ¢ozeltisiyle aktivite Olglimleri
yapildi. Proteaz enziminin en 1yi aktivite gosterdigi sicaklik araligi 50-65°C olarak,
optimum sicaklik ise 55°C olarak belirlendi. En yiiksek aktivite %100 olarak kabul
edildi ve diger sicaklik sonuglari buna gore degerlendirildi (Sekil 4.7.)
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Sekil 4.7. T. haemolytica 1Y 13’iin Sicakliga Bagli Proteaz Aktivitesi

T. haemolytica IY 13 izolatinin sicaklik stabilitesini belirlemek amaciyla enzim;
40, 50, 55 ve 60°C sicakliklarda 1, 2 ve 3 giin boyunca Glisin-NaOH tamponuyla
beraber inkiibe edildi. Inkiibasyonlardan dnce ve sonra enzim aktivite tayinleri yapildi.
Bakterinin proteaz enziminin inkiibasyonlardan dnceki aktiviteleri %100 olarak alind1
ve buna kiyasla, kalan yilizde aktiviteleri hesaplandi. 1 giinliik inkiibasyon sonunda
45, 50, 55 ve 60°C’lerde enzimin aktivitesinin %5, %18, %20 ve %30’unu kaybettigi
gozlendi. 2. giinde yapilan aktivite tayinlerine gore 40 ve 50°C’de % 28 ve % 32’sini,
55°C’de %45’ini ve 60°C’de de %80’ini kaybettigi gozlendi. 3. glinde yapilan
tayinlerde de 40°C’de aktivitesinin %75’ini, 50°C’de %70’ini, 55°C’de yaklasik
olarak %95’ini ve 60°C’de tamamini kaybettigi gozlendi.

Elde edilen optimum sicaklik degerleri B. pumilus NK14 izolati i¢in 50°C, T.
haemolytica 1Y13 izolat1 i¢in de 55°C olarak tespit edilmis olup bu sonuglarin,
termofilik proteaz enzimi icin karakteristik oldugu dogrulandi. Bu sonuglar
literatiirdeki verilerle paralellik gostermektedir. Termofilik bakterilerden elde edilen
proteaz enziminin optimum aktivitesi genellikle 50-70°C araliginda degismektedir.
Gupta et al. (2001), Bacillus cinsi bir bakteriden elde ettikleri proteaz enziminin
aktivitesinin 60°C’de optimum oldugunu, enzimin 1 saatten fazla 45°C’de kararliligim
korudugunu belirtmislerdir. Chang et al. (2003), Bacillus clausii bakterisinden elde
ettikleri proteaz enziminin 60-65°C araliginda optimum aktivite gosterdigini, 1 saatlik

inkiibasyondan sonra 55°C’de kararliligini korudugunu ancak 60°C’de 30 dk
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inkiibasyon sonrasinda %45 oraninda aktivite kaybettigini gostermislerdir. Zhang et
al. (2003), B. pumilus bakterisinden elde ettikleri proteaz enziminin optimum 55°C’de,
30-60°C sicaklik degerlerinde en iyi aktiviteyi gosterdigini belirtmisler, 50°C’de 30
dk inkiibasyonda aktivitesinde %47 oraninda bir azalma oldugunu, 10 dk 70°C’de

inkiibasyonunda da aktivitesinin tamamini kaybettigini bildirmislerdir.

Sarnaik et al. (2006), B. cereus’dan elde ettikleri enzimin 30-60°C araliginda
(optimum 55°C) aktiviteye sahip oldugunu, 80°C’de ise tamamen inaktif oldugunu
belirtmislerdir. Alpan (2008), ¢alistig1 termofilik izolatin proteaz enzim aktivitesinin
50-70°C degerlerinde, 70°C’de ise optimum oldugunu ve 75°C’de aktivitesini %90
oraninda; 80°C’de %75; 85°C’de %40 ve 90°C’de yaklasik %20 korudugunu
belirtmistir. Tekin (2008), elde ettigi izolatin proteaz enziminin aktivite gosterdigi
sicaklik araligini 50-60°C olarak, optimum sicakligi ise 50°C olarak belirlemistir.
50°C’de bu enzimin aktivitesi %100 iken 55°C’de %85’¢ distiigini
gozlemlemektedir. 50°C’de enzimin 20 dakika ve 4 saat boyunca aktivitesini

korudugunu sdylemistir.

Sar1 (2011), B. circulans M34’den proteazinin sicakliginin optimum 50°C
oldugunu ve 40°C’de bir saat i¢inde kararliligini biiyiik oranda korudugunu, ancak
enzimin 50, 60 ve 70°C’de kararliliginin ciddi oranda azaldigini belirtmistir. Raval et
al. (2014), yapmis olduklar1 bir ¢alismada haloalkalifilik bir bakteri olan Bacillus
pseudofirmus’in proteaz enzimi iretimi igin en uygun sicaklik araligimm 50-80°C
oldugunu, optimum sicakligin ise 50°C oldugunu gostermislerdir. 2 saat 50°C’de
inkiibasyon sonunda enzim aktivitesinin %40, 60°C’de %65, 70°C’de %70 ve 80-
90°C’de ise %50 oraninda stabil kaldigini belirtmislerdir. Vijayaraghavan et al.
(2014), B. cereus strain AT bakterisinin proteaz aktivitesi lizerine yapmis olduklar
calismada, enzim aktivitesi i¢in en uygun sicaklik araliginin 40-50°C ve optimum
sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu tespit etmislerdir. 1 saat 50°C’de % 69 stabil
oldugunu ve bu degerin 60°C’deki stabiliteye gore daha yiiksek oldugunu
gozlemlemislerdir. Pant et al. (2015), yapmis olduklari bir ¢alismada Bacillus subtilis
bakterisinin 45°C’de optimum aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir. Yilmaz vd.,

(2015) ise yapmis olduklar1 bir ¢alismada B. licheniformis A10 straininin proteaz
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enzim aktivitesi i¢in optimum sicakligin 70°C’de oldugunu goézlemlemis, 60-70°C

arasinda 1 saat boyunca enzim aktivitesinin %90 stabil oldugu sonucuna varmislardir.

El-Gendi et al. (2016), Bacillus methylotrophicus SCJ4 straininin proteaz enzimi
iiretimi i¢in en uygun sicaklik araliginin 50-70°C, optimum sicaklik degerinin ise 55°C
oldugunu ve 80°C’de enzimin aktivitesini %80 oraninda kaybettigini
gozlemlemislerdir. Narval et al. (2016), B. subtilis MTCC 10422 adli strain iizerine
yapmis olduklar1 bir ¢alismada en uygun proteaz aktivitesinin 35-65°C’ler arasinda
oldugunu ve optimum sicaklik degerinin de 45°C oldugunu tespit etmislerdir. Enzim
50 dk boyunca 35°C’de % 99,9 stabil iken 40°C’de %82 oraninda stabil kalmis, bu
calismada sicaklik artisinin stabiliteyi olumsuz etkiledigi sonucuna varmiglardir.
Hammami et al. (2017), ise B. invictae isimli bir bakteri tizerinde yapmis olduklar1 bir
calisma neticesinde bakterinin enzim {iretimi i¢in optimum sicakligin 60°C oldugunu,
3 saat boyunca enzimin 30-40°C arasinda %100 stabil, 50°C’de ise %64 stabil oldugu
sonucuna varmislardir. Hussain et al. (2017), B. subtilus bakterisinin enzim tretimi
icin en uygun sicakligin 57°C oldugu, Marathe et al. (2017), ise yine Bacillus cinsi bir
bakteri lizerinde yapmis olduklar1 bir calismada, optimum proteaz aktivite sicakliginin

55°C oldugu sonucuna varmislardir.

B. pumilus NK14 izolati i¢in 3 giinliik inkiibasyon sonunda 40°C’de aktivitesinin
%65’ini kaybederek, T. haemolytica 1Y 13 izolat1 igin ise 50°C’de, aktivitesinin
%70’ini kaybederek en stabil durumu sergiledigi goriilmektedir. Inkiibasyon
siirelerinin daha 6nce yapilan ¢alismalara gore uzun tutuldugu diisiiniiliirse her iki

izolatin proteaz enziminin oldukga stabil oldugu sonucuna varilabilmektedir.

4.6.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi ve pH Stabilitesinin

Belirlenmesi

B. pumilus NK14 bakterisinin proteaz liretimi i¢in en uygun pH’sin1 belirlemek
amactyla kiiltlir siipernatantlari, 50 mM konsantrasyonda farkli pH degerine sahip
cesitli tamponlarda (pH 6,0; KH2PO4 tamponu, pH 7,0; Sodyum fosfat tamponu, pH
8,0-9,0; Tris-HCI, pH 10,0, 11,0, 12,0, 13,0; Glisin-NaOH) hazirlanan % 0,6 kazein

substratiyla optimum sicaklikta (50°C) muamele edildi.
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Proteaz enziminin en iyi ¢alistigi pH araligr 8,0-11,0 ve optimum pH ise 10,0
olarak belirlendi. En yiiksek aktivite %100 olarak kabul edilerek diger pH sonuglari
bu baglamda degerlendirildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. B. pumilus NK14’iin pH’ya bagl proteaz aktivitesi

B. pumilus NK14 bakterisinin pH stabilitesini belirlemek amaciyla enzim,
30°C’de pH: 8,0, 9,0, 10,0 ve 11,0°de; 1, 2 ve 3 giin boyunca inkiibasyona birakildi.
Bu siireler 6ncesi ve sonrasinda enzim aktivite tayinleri yapildi. Bakterinin proteaz
enziminin inkiibasyonlar Oncesi aktiviteleri %100 olarak alindi ve bu deger ile
kiyaslanarak kalan yiizde aktiviteleri hesaplandi. 1. glin sonunda tiim degerlerde enzim
stabilitesini korudu ve aktivitesi % 100 olarak kald1. 2. giindeki inkiibasyon sonunda
pH: 8,0 ve 9,0 ’da enzimin stabilitesi degismeyerek %100 olarak kaldi. pH: 10,0’da
enzimin aktivitesinin % 5’ini, pH: 11,0’ de %12’sini kaybettigi gézlendi. Yine 3. giinde
pH: 8,0 ve 9,0’da enzimin aktivitesinin %15’ini, pH: 10,0 degerinde %24’{inii,
pH:11,0°de yaklasik olarak %30’unu kaybettigi tespit edildi.

T. haemolytica IY13 bakterisinin proteaz iiretimi igin en uygun pH’sini
belirlemek amaciyla kiiltlir siipernatantlar1 50 mM konsantrasyonda, farkli pH
degerine sahip gesitli tamponlarda (pH 6,0; KH2.PO4 tamponu, pH 7,0; Sodyum fosfat
tamponu, pH 8,0-9,0; Tris-HCI, pH 10,0, 11,0, 12,0, 13,0; Glisin-NaOH) hazirlanan

% 0,6 kazein substratiyla, optimum sicaklikta (55°C) muamele edildi.
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Proteaz enziminin en iyi ¢alistigi pH araligi 8,0-12,0 ve optimum pH ise 9,0
olarak belirlendi. En yiiksek aktivite %100 olarak kabul edilip diger pH sonuglar1 bu
baglamda degerlendirildi (Sekil 4.9).

100

80

60 [

Bagil Aktivite (%)

40 F

6 7 8 9 10 u 12 1
pH
Sekil 4.9. T. haemolytica 1Y 13’tin pH’ya bagli proteaz aktivitesi

T. haemolytica IY13 bakterisinin pH stabilitesini belirlemek amaciyla enzim,
30°C’de pH:8,0, 9,0, 10,0 ve 11,0°de 1, 2 ve 3 giin boyunca inkiibe edildi. Bu siireler
sonunda enzim aktivite tayinleri yapildi. Bakterinin proteaz enziminin kalan yiizde
aktivitesi hesaplandi. Bu hesaplamada inkiibasyonu yapilmamis enzimin aktiviteleri
%100 olarak alind1 ve kiyaslamalar yapildi. 1. glindeki inkiibasyon sonunda pH: 8,0,
9,0 ve 10,0’da enzimin stabilitesi degismeyerek %100 olarak kaldi. pH: 11,0°de ise
aktivitesinin yaklasik % 10’unu, 2. giinde pH: 8,0’de aktivitesinin %8’ini, pH; 9,0 ve
10,0°da aktivitesinin yaklasik %15’ini, pH: 11,0’de aktivitesinin %23’{inli kaybettigi
belirdi. 3. giiniin sonunda pH: 8,0 ve 9,0’da aktivitesinin %28’ini, pH: 10,0’da
aktivitesinin yaklagsik olarak %30’unu, pH: 11,0’de % 40’11 kaybettigi tespit edildi.

B. pumilus NK14 izolat1 igin optimum pH’nin 10,0, T. haemolytica I'Y'13 izolati
icin ise optimum pH’nin 9,0 oldugu tespit edildi. Sonuglar dikkate alindiginda ve
literatiirdeki verilerle kiyaslandiginda aktiviteleri belirlenen proteazlarin alkalen
proteaz olduklar1 anlasildi. Gupta et al. (2001), calismalarinda Bacillus sp.’den elde
ettikleri proteaz enziminin optimum pH araligin1 11,0 olarak belirtmis, 1 saat boyuca

25°C’de inkiibasyonu neticesinde pH 60-12,0 araliginda stabil kaldigim
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gozlemlemislerdir. Yine Zhang et al. (2003), B. pumilus’dan elde ettikleri proteaz
enziminin pH 6,0-11,0°de kararliligin1 korudugunu ve pH 10,0’da optimum aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Erarslan vd., (2004), B. clausii GMBAE 42 izolatindan
elde ettikleri proteaz enziminin optimum pH’smm1 11,3 olarak belirlemis, oda
sicakliginda 4 giinliik stabilite degerlendirmesi sonucunda pH 9,0-11,5 degerlerinde
aktivitesinin tamamini korurken, pH 12,0-13,0 arasinda %30’luk bir aktivite kayb1

oldugunu gézlemlemislerdir.

Nasri et al. (2006), B. licheniformis RP1 izolatina ait proteaz enziminin pH 7,0-
13,0 degerlerinde aktivite gosterdigini, optimum pH’smin da 10,0-11,0 oldugunu
belirlemislerdir. 40°C’de, 1 saatlik farkli pH uygulamalar1 sonucunda enzimin pH: 8,0-
10,0’da stabil oldugunu, pH 11,0’de %96, pH 12,0’de %72 aktivite gosterdigini
belirlemislerdir. Alpan (2008), yapmis oldugu calismada, iki farkli izolattan elde ettigi
proteaz enzimlerinin pH 6,0-11,0 araligindaki aktivitelerini belirlemis optimum
pH’larin1 9,5 ve 9,0 olarak bulmustur. Enzimler pH 8,0-10,5 araliginda stabilite
bakimindan %85 ve %75 aktivite gostermislerdir. Tekin (2008), yaptig1 ¢alismada
izolatlarindan elde ettigi alkalen proteaz enziminin pH araliginin, 50°C’de 10,0-12,0,
optimum pH degerinin ise 11,0 odugunu belirtmistir. Enzimin optimum pH 11,0’de
bagil enzim aktivitesini %100, pH 10,5’da %97, pH 11,5’de %96 olarak 6l¢miistiir.
30°C’de ise enzimin optimum pH’s1 olan 11,0’de 20 dk ve 3 giin boyunca stabilitesini

koruyarak %100 kaldigin1 belirlemistir.

Raval et al. (2014), yapmis olduklar1 bir ¢alismada haloalkalifilik bir bakteri
olan B. pseudofirmus’in proteaz enzimi tiretimi i¢in en uygun pH araliginin 8,0-11,0,
optimum pH’nin ise 10,0 oldugunu gostermislerdir. 24 saat boyunca pH 8,0-11,0
araliginda enzim aktivitesinde minimal diizeyde kayip s6z konusu oldugundan bu
aralikta enzimin stabil oldugu sonucuna varmislardir. Vijayaraghavan et al. (2014), B.
cereus strain AT bakterisinin proteaz aktivitesi {izerine yapmis olduklar1 ¢alismada,
enzim aktivitesi i¢in en uygun pH araliginin 6,0-10,0 oldugunu ve optimum pH’nin
9,0 oldugunu tespit etmislerdir. Enzim stabilitesinin pH 8,0’de %98, pH 9,0’da %100
ve pH 10,0’da % 47,5 oldugunu gozlemlemislerdir. Yilmaz vd., (2015), yapmis
olduklar1 bir galismada B. licheniformis A 10 straininin proteaz enzim aktivitesi i¢in en

uygun pH araliginin 7,5-10,5 ve optimum pH’nin 9,0 oldugunu, EI-Gendi et al. (2016),
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B. methylotrophicus SCJ4 straininin proteaz enzimi i¢in optimum pH’nin 9,0 oldugunu

ve pH: 10,0’da stabilitesinin %20’sinin kayboldugunu tespit etmislerdir.

Narval et al. (2016), yapmis olduklar1 bir ¢alismada B. subtilis MTCC 10422
icin en uygun pH aralifinin 5,0-8,0 ve optimum pH’nmin da 6,0 oldugunu
gozlemlemislerdir. Sarkar and Paul (2016), yapmis olduklar1 bir ¢alismada Bacillus
sp. DSP2 isimli strainin enzim aktivitesinin pH 6,0-8,0 araliginda (opt. 6,0) maksimum
oldugunu, Hammami et al. (2017), ise B. invictae isimli bir bakteri iizerinde yapmis
olduklart bir calisma neticesinde bakterinin enzim aktivitesi i¢in en uygun pH
araliginin 8,0-12,0 ve optimum pH’nin ise 9,0-11,0 oldugunu, 60 dk boyunca 40°C’de
pH 6,0 ve 13,0 araliginda enzim aktivitesinin %81’den fazlasinin stabilitesini
korudugunu tespit etmislerdir. Hussain et al. (2017), B. subtilus bakterisinin enzim
tiretimi i¢in en uygun pH araliginin 8,0-11,0 oldugunu (opt. 8,0), Marathe et al. (2017),
ise Bacillus sp. cinsi bir bakteri iizerinde yapmis olduklar1 bir ¢alismada, optimum

proteaz aktivite pH’sinin 10,0 oldugu sonucuna varmislardir.

B. pumilus NK14 ve T. haemolytica IY 13 izolatlar1 igin 3 giinliik inkiibasyon
sonunda aktivitelerinin sirasiyla %15 e %28’ini kaybetmeleriyle en stabil durumun,
pH 8,0 ve 9,0’da oldugu sonucuna varildi. Proteaz enziminin deterjan sanayi
uygulamalarinda pH stabilitesi 6nemli bir kriterdir. Yapilan ¢alisma neticesinde her
iki izolat i¢in de pH 8,0 ve 9,0 degerlerinin oldukg¢a stabil oldugu sonucuna varildi.
Ayrica diger pH degerlerinde de enzim aktivitesinin 3 giinliik inkiibasyona ragmen
%350’nin altina diismedigi gozlendi. Bu durum goz oniine alindiginda, elde edilen

proteaz enziminin raf démrii bakimindan dayanikli olabilecegi 6ngdriildii.

4.6.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Cesitli Kimyasallarin ve Metal iyonlarinin
Etkisi

B. pumilus NK14’iin kiiltiir siipernatanti SmM konsantrasyonlardaki EDTA,
EGTA, DTT, PMSF, iire ve %1 konsantrasyondaki SDS, Tween 20, Tween 80, Triton
X-100 ve H20: ile ayn1 oranda karigtirilarak 37°C’de 2 saat inkiibe edildi. Kontrol
olarak, bu maddelerin ilave edilmedigi kiiltiir siipernatantlari kullanildi. Inkiibasyonlar

sonrasi aktivite tayini yapilarak, kontrole gore kalan bagil aktivite saptandi. Oranlar %
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olarak Sekil 4.10’inde verildi. Bu sonuglara gore kalan bagil aktiviteler; EDTA %75,
EGTA %80, DTT %97, PMSF %17, iire %88, SDS %65, Tween 20 %108, Tween 80
%115, Triton X-100 %105 ve H202 %103 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.10. Baz1 inhibit6r ve denaturanlarin B. pumilus NK14’ten elde edilen
proteaz enziminin aktivitesine etkisi

T. haemolytica TY13’in kiiltiir siipernatantlar;; SmM konsantrasyonlardaki
EDTA, EGTA, DTT, PMSF, iire ve %1 konsantrasyondaki SDS, Tween 20, Tween
80, Triton X-100 ve H»O; ile ayni oranda karistirilarak 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Kontrol olarak, bu maddelerin ilave edilmedigi kiiltiir siipernatantlart kullanildi.
Inkiibasyonlar sonras1 aktivite tayini yapilarak, kontrole gore kalan bagil aktiviteleri
saptandi. Oranlar % olarak Sekil 4.11’inde verildi. Bu sonuglara gére kalan bagil
aktiviteler; EDTA %80, EGTA %97, DTT %100 (degismedi), PMSF %25, iire %90,
SDS %78, Tween 20 %119, Tween 80 %125, Triton X-100 %92 ve H,02 %98 olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.11. Bazi inhibitér ve denaturanlarin T. haemolytica 1Y13’ten elde edilen
proteaz enziminin aktivitesine etkisi

Zhang et al. (2003), yapmis olduklar1 bir calismada B. pumilus bakterisinden
elde ettikleri proteaz enziminin 1 mM PMSF ile muamelesi sonucu tamamen inhibe
oldugunu, ] mM EDTA ile %16, 10 mM EDTA ile %51 oraninda aktivite kaybettigini,
Nasri et al. (2006), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, B. licheniformis RP1’nin alkali
proteazinin 5 mM PMSF ile tamamen aktivitesini kaybettigi, %0,1 ve %0,5 SDS ile
%9 ve %27 oraninda aktivitesini kaybettigi, SmM EDTA ile aktivitesinin %70
oraninda azaldigini bildirmislerdir. Ayrica iyonik olmayan siirfaktanlarin aktivite

tizerine herhangi bir etkisinin olmadigini gézlemlemislerdir.

Ryu et al. (2008), Bacillus sp.’nin %1 konsantrasyonundaki SDS ilavesi ile
enzim aktivitesinin %23 oraninda azaldigini, Triton X-100 ile %17, Tween 80 ile ise
%24 oraninda arttigini, 2mM EDTA ile %35,7 oraninda inhibe oldugunu ve yine ImM
PMSF ile tamamen inhibe oldugunu yaymlamislardir. Jain et al. (2012), yapmis
olduklar1 bir ¢calismada Bacillus sp. cinsi bir bakterinin proteaz enzim aktivitesinin 5
mM PMSF ile tamamen inhibe oldugunu, 2 mM EDTA ile %7, 5 mM EDTA ile de
%51 oraninda inhibe oldugunu gozlemlemislerdir. Enzimin, Tween 80, Triton X-100,
SDS ve H20;’ye karsi stabilitesini korudugunu gézlemlemislerdir. Jayakumar et al.

(2012), yapmis olduklart bir ¢calismada B. pumilis MCASS8’den elde ettikleri proteaz
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enziminin PMSF ile biiylik bir oranda inhibe oldugunu, DTT ile aktivitenin %8&8’e,
H20:ile de yine %88’¢e diistiiglinii gdzlemlemisler; Triton X-100 ile %105’e, Tweeen
80 ile %112’ye ve son olarak SDS ile %120’ye ¢iktigin1 tespit etmislerdir. EDTA,
EGTA ve iirenin aktiviteyi olumsuz etkiledigini vurgulamislardir (%74, %72, %18).

Karbalaei-Heidari et al. (2013), yapmis olduklar1 bir ¢alismada halofilik bakteri
Salinivibrio sp. MS-7"den elde ettikleri proteaz enziminin, 3,3 mM PMSF ile tamamen
inhibe oldugunu, 10 mM’lik EDTA ile %5, 6 mM’lik iire ile %76 aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. %1 lik SDS ile %10,5, H20x2 ile %75, Triton X-100 ile %94,7, Tween
20 ve Tween 80 ile %100 aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Raval et al. (2014),
yapmis olduklar1 bir ¢alismada haloalkalifilik bir bakteri olan B. pseudofirmus’in
proteaz enzimi aktivitesi lizerine %1 oranindaki SDS’in 30 dk’da %60 oraninda bir
kayba neden oldugunu tespit etmislerdir. Diger taraftan kalan aktiviteyi, EDTA %98,
DTT ise %388 oranina kadar diislirdiiglinii, PMSF nin biiyiik bir oranda inhibe ettigini,
Tween 20 ile aktivitenin %80, Tween 80 ve Triton X-100 ile biiyiik bir oranda stabil
oldugunu belirtmislerdir. Vijayaraghavan et al. (2014), proteaz enzim ¢alismasinda %
1 SDS’in aktiviteyi artirdigin1 (118,2), PMSF ile biiyiik oranda inhibe oldugunu,
Tween 20 ile aktivitenin %124, Tween 80 ile ise %107 ve Triton X-100 ile %128
oldugunu goézlemlemislerdir. Yilmaz vd., (2015) B. licheniformis A10 strainde
PMSF nin biiyiik bir oranda olmakla beraber yine SDS, EDTA, iire, Tween 20, Tween
80, H202 ve Triton X-100’{in aktiviteyi inhibe ettigini gézlemlemislerdir.

El-Gendi et al. (2016), B. methylotrophicus SCJ4 straininin proteaz enzimi igin
SDS ve EDTA’nin inhibitor etki gosterdigini tespit etmislerdir (%62 ve %98). Narval
et al. (2016), yapmis olduklar: bir ¢alismada B. subtilis MTCC 10422 adli straininin
proteaz aktivitesi tizerine EDTA’nin inhibe edici etkisinin oldugunu vurgulamislardir.
Hammami et al. (2017), ise B. invictae ile yapmis olduklar1 bir ¢alisma neticesinde
bakterinin enzim iiretimi iizerine EDTA’nin inhibe edici 6zelligi oldugunu tespit
etmislerdir. PMSF’nin enzimi biiylik oranda inhibe etmekte oldugunu gézlemlemisler,
Tween 20, Tween 80 ve Triton X-100’iin %1 lik konsantrasyonunun enzim aktiitesi
tizerinde herhangi bir etkisi olmazken %5’lik konsantrasyonun aktiviteyi sirasiyla
%16, %17 ve %53 oraninda inhibe ettigini belirtmislerdir. Marathe et al. (2017),

Bacillus sp. cinsi bir bakteri {izerinde yapmis olduklar1 bir ¢alismada, SDS’in proteaz
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enzim aktivitesi tlizerinde olumsuz etkide oldugunu ispat etmislerdir. Yine ayni
calismada Tween-20’nin %35 ve Triton X-100’lin %35 oraninda aktiviteyi olumsuz

etkiledigi sonucuna varmiglardir.

PMSF, serin proteaz enziminin aktif bolgesinde yer alan serin, lizin, arjinin,
triptofan ve histidin aminoasitlerini degistirerek enzimi inhibe etmektedir. Calismada
B. pumilus NK14 ve T. haemolytica 1Y 13 izolatlarina ait proteaz enzimlerinin 5 mM
PMSF varliginda tamamen olmasa bile biiyiik bir oranda inhibe oldugu gozlendi. Bu
nedenle her iki enzimin de serin alkalen proteaz ailesine dahil olabilecegi kanisina
varildi. Ayrica her iki enzimin de 5 mM konsantrasyondaki EDTA varliginda aktivite
kaybina ugradigi tespit edildi. Bu baglamda enzimlerin metal baglama bolgelerinin

oldugu, yani metalloproteaz ailesine de dahil olabilecegi diistiniildii.

H20:, okside edici bir ajandir ve alkalen proteaz enzimleri eger bu ajana karst
stabilite gosteriyorsa, beyazlatici deterjan formiillerine karst uygun olabilecegi
sOylenmektedir. Bu ylizden 6zellikle deterjan sanayisinde kullanilacak enzimlerin bu
ajana kars1 direngli olmasi beklenmektedir. Calismada B. pumilus NK14’iin proteaz
enziminin H202 ajaninin %1°lik konsantrasyonunda aktivitesinin % 3 oranda arttig1,
T. haemolytica I'Y 13’iin ise %2 oraninda azaldig1 gézlendi. Sonug olarak H2O2 ajaninin
bu izolatlarin proteaz aktivitesine biiyiik bir etkisinin olmadig1 ve deterjan sanayisinde

bu enzimlerin kullanilabilir oldugu tespit edildi.

B. pumilus NK 14 kiiltiir siipernatantlari, gesitli divalent metal iyonlarinin enzim
aktivitesi lizerine olan etkisini saptamak amaciyla, 5SmM FeClz, MnClz, ZnSO4.7H20,
MgCl,, CuSO4 ve CaSOs ¢ozeltileri varliginda inkiibe edildi ve akabinde kontrole
kars1 kalan bagil aktiviteleri hesaplandi. Kontrol olarak, bu maddelerin ilave
edilmedigi kiiltiir stipernatantlar1 kullanildi. Sonuglar Sekil 4.12°sinde gosterildi.
Sonuglara gore Fe*3 iyonu aktivite iizerinde herhangi bir etkide bulunmamisken
aktiviteyi artiran iyonlarin Ca*2, Mg*?, Mn*?; aktiviteyi azaltan iyonlarin da Zn*? ve
Cu*? oldugu tespit edildi. Buna gére kontrole gore bagil aktivite degerleri; Ca*™ % 110,
Mg*? % 112, Mn*2% 125, Zn*? % 86, Cu*? %78, Fe*>% 100 olarak belirlendi.
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Sekil 4.12. Bazi1 metal iyonlarinin B. pumilus NK14’ten elde edilen proteaz enziminin
aktivitesine etkisi

T. haemolytica 1'Y13 kiiltiir siipernatantlari, gesitli divalent metal iyonlarinin
enzim aktivitesi lzerine olan etkisini saptamak amaciyla, 5SmM FeCls, MnCly,
ZnS04.7H20, MgClz, CuSO4 ve CaSO4 varliginda inkiibe edildi ve akabinde kontrole
kars1 kalan bagil aktiviteleri hesaplandi. Kontrol olarak, bu maddelerin ilave
edilmedigi kiiltliir stipernatantlart kullanildi. Sonuglar Sekil 4.13’linde gosterildi.
Sonuglara gére aktiviteyi artiran iyonlar Ca*2, Mg*?, Mn*? iken aktiviteyi azaltan
iyonlar da Zn*2, Cu*? ve Fe*® oldugu tespit edildi. Buna gére kontrole gore bagil
aktivite degerleri Ca*? % 120, Mg*? % 118, Mn*?% 130, Zn*? % 95, Cu*?% 80, Fe*3
% 91 olarak belirlendi.
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Sekil 4.13. Bazi metal iyonlarinin T. haemolytica 1'Y13’ten elde edilen
proteazenziminin aktivitesine etkisi
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Zhang et al. (2003), B. pumilis’ten elde ettikleri proteaz enziminin aktivitesinin
10 mM Ca*? ile yaklasik olarak %20 arttigini, 10mM Mg*? ile %15 arttigini, Cu*? ve
Zn*? ilaveleri ile %15-20 azaldigmni agiklamislardir. Erarslan vd., (2004), B. clausii
GMBAE 42 izolatindan elde ettikleri proteaz enziminin SmM Cu*? ile %40, Mn*? ile
%16, Ca*? ile %12 oraninda inhibe oldugunu, Zn*? ve Mg*? iyonlarinn ise aktiviteye

herhangibir etkisinin olmadigini belirtmislerdir.

Sarnaik et al. (2006), B. cereus MCM B-326 izolatindan elde etmis olduklari
termofilik proteaz enzim aktivitesinin Fe*2 ve Mn*2 iyonlar1 ile %30 ve %60 oraninda
azaldigim, Zn*?, Cu*2, Mg*? iyonlan ile ise aktivitenin tamamen kaybedildigini
gozlemlemislerdir. Alpan (2008), yapmis oldugu tez calismasinda izolatinin alkali
proteaz aktivitesinin, 2 mM MnClz, CaClz, MgCl: ilaveleri ile artis gosterdigini rapor
etmistir. Ca*? metal iyonunun %165 oram ile diger metal oranlarina kiyasla aktiviteyi
en ¢ok artiran iyon oldugunu belirtmistir. 10 mM CuCl; ilavesinin, enzim aktivitesi
lizerine inhibitor etkisi olusturdugunu ve enzim aktivitesini disiirdiigiinii gdzlemistir.
Bir diger izolatinin proteaz enzim aktivitesinin 2 mM CaClz, CoCl2 ve 10 mM FeClz
ilaveleri ile arttigini belirlemistir. Enzim aktivitesini en fazla %136 orani ile 10 mM
FeCls’lin yiikselttigini rapor etmistir. MnClz, ZnCl; ve CuCl,’iin enzim aktivitesini

diisiirerek aktivite tizerinde inhibitor etkide oldugunu belirtmistir.

Tekin (2008), yapmis oldugu tez ¢alismasinda, Ca*2, Mg*?, Zn*2, Fe*2 ve Mn*2
iyonlarmin enzim aktivitesi iizerine olan etkilerini arastirmistir. Ca*? iyonunun proteaz
enzim aktivitesini sadece %1 oraninda artirdigmi, Mg*? iyonunun %4, Fe*? iyonunun
%3 oraninda azalttigini, Zn*2 iyonunun ise aktivite iizerinde hicbir etkisinin olmadigin
gozlemlemistir. APTS alkalen proteazinin aktivitesinin diger iyonlarla ayni
karakteristik Ozellikleri gosteren Mn*? iyonu ile %153 oraminda artirdigii
belirlemistir. Bu nedenle de Mn*2 iyonunun bu proteaz enzimi igin kofaktor etkisi
oldugunu vurgulamustir. Jain et al. (2012), yapmis olduklari bir ¢alismada Bacillus sp.
cinsi bir bakteriden elde ettikleri proteaz enziminin aktivitesi {izerinde; Ca*? ve Mn*2
iyinlarin aktiviteyi artirdigini (%109, %198); Cu*?, Mg*? ve Zn*? iyonlarmin da
aktiviteyi diistirdiglinii (%37, %7, %5) gézlemlemislerdir.
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Jayakumar et al. (2012), yapmis olduklar1 bir ¢alismada B. pumilis MCAS8
izolatinin enzim aktivitesinin Ca*? ve Mg*? iyonlariyla arttigmi (%107, %107); Fe*3
ve Zn*2 iyonlarryla ise azaldigin1 (%21, %22), Karbalaei-Heidari et al. (2013), ise yine
Ca*? ve Mg* iyonlarinin aktiviteyi artirdigin1 (%117, %131), Zn*? iyonunun ise
aktiviteyi azalttigini (%85) gozlemlemislerdir. Raval et al. (2014), yapmis olduklar1
bir ¢aligmada haloalkalifilik bir bakteri olan B. pseudofirmusin proteaz enzimi
aktivitesi iizerinde Mg*?, Zn*? ve Mn*2 iyonlarinin %2-6 oraminda diisiise neden
oldugunu, Ca*?’un ise aktivite iizerine herhangi bir etkisinin olmadigmni
gostermislerdir. Vijayaraghavan et al (2014), B. cereus strain AT bakterisinin proteaz
aktivitesi {izerine yapmis olduklar1 ¢alismada, Mg*? ve Ca' iyonlarmm enzim
aktivitesini artirmasina (%104 ve %107) ragmen, Cu*?, Zn*?2 ve Mn*?'nin aktiviteyi
diisiirdiigiinii (%68.5, %60 ve %84) gbézlemlemislerdir. Yilmaz vd., (2015) yapmis
olduklar1 bir ¢aligmada B. licheniformis A10 straininin proteaz enzim aktivitesi tizerine
Zn*?nun olumsuz etkisi varken Mg*? ve Mn*? iyonlarmin aktiviteyi yiikselttigini
vurgulamislardir. Narval et al (2016), ise B. subtilis MTCC 10422 kodlu strainin enzim
aktivitesi icin Mg*2 ve Mn*2’nin aktive etkisinin (%206, %198), Zn*?’nun ise inhibitdr

etkisinin oldugunu gézlemlemislerdir.

Sarkar and Paul (2016), yapmis olduklar1 bir ¢alismada Bacillus sp. DSP2 isimli
strainin enzim aktivitesi iizerine Fe*® ve Zn*2 iyonlarmin inhibe edici, Mn*? ve Mg*?
iyonlarinin ise aktive edici etkisi oldugunu, Hammami et al (2017), ise B. invictae
isimli bir bakterinin enzim iiretimi {izerine Zn*? iyonunun olumsuz etki gdsterdiginin
ve Mn*2, Mg*?, Cu*? iyonlarinin ise herhangi bir etkisinin bulunmadig1 sonucuna
varmuslardir. Hussain et al (2017), B. subtilus bakterisinin enzim {iretimi iizerine
Mg*#’nin aktive edici rol oynadigim ancak Cu*?, Zn*? iyonlarmin inhibe edici etkide

oldugunun sonucuna varmislardir.

Alkalen proteaz enzimleri aktivite gdsterebilmeleri icin Ca*2, Mn*2, Mg*? gibi
metal iyonlarina ya da bu iyonlarin farkli formlarina gereksinim duymaktadirlar.
Ozellikle de Bacillus cinsi bakterilerde bu metal iyonlari enzim kararhiligini
artirmaktadir. Enzimin yiiksek sicaklik degerlerine kars1 gosterdigi kararlilig
sirdiirmesinde ve enzimin aktif formunu korumasinda bu iyonlerin etkisinin

olabilecegi diisiiniilmektedir (Kumar and Takagi 1999). Yapilan bu ¢alismada da Ca*?,
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Mn*2, Mg*2 iyonlarmin aktiviteyi olumlu etkiledigi gézlemlendi. Bu metal iyonlarmnin

her iki izolatin proteaz enzimi i¢in kofaktor olabilecegi diistiniildii.

4.6.5. Enzimin K ve Vmax Degerleri

Kazein substratinin miktar1 degistirilerek enzimin konsantrasyonu sabit tutulup
aktivite 6l¢iimleri yapildi. Sonuglar kullanilarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi ve
bu grafiklerden Ky ve Vm degerleri hakkinda bilgi edinildi. Grafigin x eksenini kestigi

noktadan Km degeri, y eksenini kestigi noktadan Vmax degeri belirlendi.

B. pumilus NK14 igin bulunan denklemden yola ¢ikarak dogrunun x eksenini
kestigi noktadan K degeri 0,673 mg/ml, y eksenini kestigi noktadan da Vmax degeri 99
EU/ml olarak belirlendi (Sekil 4.14).

Lineweaver-Burk Grafigi

——y = 0.0081x + 0.0096 1/V (EU/ml)
R%=0.9938

0.025

0.02

0.015

0.01

0.005 —

1/S (mg/ml)

Sekil 4.14. B. pumilus NK14’iin Lineweaver-Burk grafigi
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T. haemolytica I'Y13 i¢in bulunan denklemden yola ¢ikarak dogrunun x eksenini
kestigi noktadan Km degeri 1,262 mg/ml, y eksenini kestigi noktadan da Vmax degeri
125 EU/ml olarak belirlendi (Sekil 4.15).

Lineweaver-Burk Grafigi

——y =0.0101x + 0.008 1/V (EU/ml)
R?=0.9914

0.025

0.02

0.015

0.01

0.005 [~

1/S (mg/ml)

Sekil 4.15. T. haemolytica 1'Y13’{in Lineweaver-Burk grafigi

Karbalaei-Heidari et al. (2013), yapmis olduklar1 bir ¢alismada halofilik bir
bakteri olan Salinivibrio strain MS-7°nin Km ve Vmax degerlerini sirastyla 1.14 mg/ml,
130 U/mg olarak belirlermislerdir. Raval et al. (2014) yapmis olduklar1 bir ¢alismada
B. pseudofirmus bakterisinin proteaz enzimine ait Kn ve Vmax degerlerini 0.08 mg/mi

ile 1150 U/ml, Yilmaz vd., (2015) ise yapmis olduklari bir ¢aligmada

B. licheniformis A10 strainine ait Kn ve Vmax degerlerini; 0.033 mg/ml ve 8,17
mmol/ml.min olarak hesaplamislardir.Narval et al. (2016), B. subtilis MTCC 10422
adli strain tizerine yapmis olduklar1 bir calismada en uygun proteaz aktivitesi i¢in Km
degerini; 5 mg/ml, Hussain et al. (2017), B. subtilus bakterisinin enzim tiretimi i¢in en

uygun Km ve Vimax degerlerini; 0.090 mg/mL ile 200 U/mL olarak belirlemislerdir.

Yapilan literatiir incelemeleri sonucunda Km Ve Vmax degerlerinin degisen
araliklarda hesaplanmis oldugu ve belirgin bir araliginin olmadig1 géze ¢arpmaktadir.
Bu c¢alisma neticesinde hesaplanan Km ve Vmax degerleri de literatiirdeki verilerin

arasinda bir deger gostermektedir.
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4.6.6. Proteaz Enziminin Biyoteknolojik Uygulamalari

Proteaz enziminin deterjanlarda leke cikarict etkilerini arasgtirmak amaciyla
yapilan ilk uygulamada; lekeli kumas pargalar steril su, besiyeri, deterjanli su, kiiltiir
slipernatant1 ve deterjan-kiiltiir siipernatant1 igerisinde bekletildi. Kumas pargalarinin
uygulamadan once ve sonrasina ait degerlendirme Sekil 4.16 ve Sekil 4.17’sinde

gosterildi.

(@) (b) (© (d) O () ©) (h)

Sekil 4.16. Proteaz enziminin kan lekesi {izerine etkisi a) Kontrol, b) Distile su ile muamele,
c) Besiyeri ile muamele, d) Deterjan ile muamele, €) B. pumilus NK14 proteazi ile muamele,
f) T. haemolytica 1Y13 proteazi ile muamele, g) B. pumilus NK14 proteazi ve deterjan ile
muamele h) T. haemolytica 1'Y13 proteazi ve deterjan ile muamele.
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@ (®) © (d) © M © )

Sekil 4.17. Proteaz enziminin ¢imen lekesi iizerine etkisi a) Kontrol, b) Distile su ile muamele,
c) Besiyeri ile muamele, d) Deterjan ile muamele, €) B. pumilus NK14 proteazi ile muamele,
f) T. haemolytica Y13 proteazi ile muamele, g) B. pumilus NK14 proteazi ve deterjan ile
muamele h) T. haemolytica I'Y13 proteazi ve deterjan ile muamele

Ikinci uygulamada ise lekeli kumas pargalarinin iizerine steril su, besiyeri, deterjanl
su, kiiltlir siipernatanti ve deterjan-kiiltiir slipernatanti karigimlar1 piiskiirtiilerek
uygulandi. Kumas pargalarinin uygulamadan 6nce ve sonrasina ait degerlendirme

Sekil 4.18 ve 4.19°unda belirtildi.

(@) O (© (d) (€) () ©) (h)

Sekil 4.18. Proteaz enziminin kan lekesi lizerine piiskiirtme sonuglar1 a) Kontrol, b) Distile su
ile muamele, c) Besiyeri ile muamele, d) Deterjan ile muamele, €) B. pumilus NK 14 proteazi
ile muamele, f) T. haemolytica Y13 proteaz1 ile muamele, g) B. pumilus NK 14 proteazi ve
deterjan ile muamele h) T. haemolytica 1'Y13 proteazi ve deterjan ile muamele
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(@) (b) (©) (d) (€) () ©) (h)

Sekil 4.19. Proteaz enziminin ¢imen lekesi iizerine piiskiirtme sonuglar1 a) Kontrol, b) Distile
su ile muamele, c) Besiyeri ile muamele, d) Deterjan ile muamele, €) B. pumilus NK 14 proteazi
ile muamele, f) T. haemolytica Y13 proteazi ile muamele, g) B. pumilus NK14 proteazi ve
deterjan ile muamele h) T. haemolytica 1'Y13 proteazi ve deterjan ile muamele

Goriildigi  lizere izolatlarin, deterjanla birlikte kullanimi lekelerin
¢ikarilmasinda oldukga etkilidir. Bu nedenle elde edilen izolatlarin deterjan sanayide
leke ¢ikarmada etkili olabilecegi ve deterjanlara katki maddesi olarak eklenebilecegi

onerilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda yapilan izolasyonlarda toplam 85 bakteri izole edildi. Bu
bakterilerin 23 tanesi Erzurum ili’nde bulunan Hasankale ilgesinde yer alan sicak su
kaynaklarindan, 32 tanesi Ilica sicak su kaynaklarindan ve 30 tanesi de Nenehatun
sicak su kaynaklarindan izole edildi. Calismada kis (Aralik-Ocak) ve bahar
donemlerinde (Nisan) su kaynaklarindan ornekler alinarak izolasyonlar bunlar
tizerinden gergeklestirildi. Farkli donemlerde alinan 6rnekler arasinda donemsel olarak
mikroorganizma igeriginde biiyiik farkliliklara rastlanmadi. Calismada Hasankale ve
Ilica sicak su kaynaklarindan elde edilen izolatlar arasinda benzerlikler gériilmesine
karsin Nenehatun sicak su kaynaklarindan yapilan izolasyonlarda Tiirkiye sicak su
kaynaklarinda da daha onceden tespit edilmeyen iilke icin yeni kayit olabilecek
izolatlar tespit edildi (Silanimonas lenta, Thermomonas hydrothermalis,

Thermomonas haemolytica, Thauera sp.)

Calismada yapilan izolasyonlar sonucunda elde edilen izolatlar, morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri tespit edilerek konvensiyonel olarak tanilandig:
gibi molekiiler tan1 ve smiflandirmada genel olarak tercih edilen 16S rRNA gen
sekanslart ¢ikarilip var olan diger tiirlerle kiyaslanarak da aralarindaki benzerlik ve
farkliliklar degerlendirildi. Bakterilerin tanilanmasinda kullanilan ve evrimsel olarak
korunmus gen bolgelerinin dizi analizini ¢ikarmak i¢in Oncelikle tiim izolatlarin
DNAlar1 izole edildi. Oncelikle izolatlarin gen profillerini ve aralarmdaki akrabalig
molekiiler boyutta belirlemek amaciyla ERIC PCR yapildi. ERIC PCR sonucunda ayni
genetik profili sergileyen izolatlar belirlenip farkli olarak secilen 38 izolat ¢calismanin

sonraki asamalarinda kullanildi.

ERIC PCR ile farkli bant profiline sahip oldugu tespit edilen 38 izolat proteaz
aktivitesi acgisindan degerlendirildi. Bu amagla izolatlar %10 oraninda skim milk
igeren besiyerlerine ekilerek 3 giin boyunca inkiibe edildi ve petri lizerinde zon
olusturan toplamda 29 6rnegin proteaz enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edildi.

Tiim izolatlarin en biiyiik zon olusumunu ii¢lincii giinde gdsterdigi belirlendi.
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Proteaz enzim aktivitesi gosteren izolatlarin 16S rRNA gen bdlgeleri PCR ile
amplifiye edildi ve tiir seviyesinde tanilarinin yapilmasi amaciyla Oncelikle
komponent E.coli hiicrelerine klonlandi. Sirastyla ligasyon, transformasyon ve koloni
PCR islemleri gergeklestirildi. Koloni PCR sonucunda en parlak bant veren 6rneklerin
plazmit izolasyonlar1 yapildi ve sekans analizi i¢in MedSanTek firmasina gonderildi.
Gelen sekans sonuglar1 BioEdit programi kullanilarak yorumlandi ve genbankasindaki
verilerle kiyaslanarak izolatlarin 28 tanesinin tiir seviyesinde bir tanesinin de cins
seviyesinde tanist yapildi. Toplamda sekans analizine tabii tutulan izolatlarin 9 farkli
tiire ait oldugu tespit edildi. Izolatlara ait filogenetik agag¢ cizilerek birbirleriyle

akrabalik iligkileri ortaya konuldu.

Petri deneylerinde proteaz enzimi iirettigi tespit edilen 29 izolatin igerisinden en
iyi aktivite gosteren Bacillus pumilus NK14 ve Thermomonas haemolytica 1Y13
izolatlar secilerek bu iki izolatin enzim aktivite tayinleri yapildi. izolatlarin proteaz
enzim aktivitesini degerlendirmek amaciyla %0.6 konsantrasyonda kazeinin subtrat
olarak kullanildig1 besi ortamina ekimleri yapild1 ve {i¢ giin boyunca enzim aktiviteleri
Ol¢iilerek en yiiksek aktiviteyi gosterdikleri siire tespit edildi. Her iki izolatin da
maksimum enzim aktivitesini {i¢iincii giinde gosterdigi belirlendi. Her iki izolat i¢in

de deneyler ii¢ kez tekrar edildi ve ortalama degerler alinarak sonucglar yorumlandi.

B. pumilus NK14 izolatinin optimum enzim aktivitesi gosterdigi sicaklik araligi
45-65°C ve optimum sicakligi ise 50°C olarak belirlendi. Izolatin 3 giiniin sonunda
40°C sicaklik degerinde, diger sicaklik degerlerine kiyasla daha stabil oldugu
gozlemlendi. Enzim iiretimi iizerine pH’nin etkisi incelendiginde ise optimum
pH’simnin 10.0 oldugu, bu degerden yola ¢ikarak bu enzimin bir alkalin proteaz
olabilecegi diisiintildii ve 3 giinliik inkiibasyon sonrasinda pH 8 ve 9’da stabilitesini

korudugu gézlemlendi.

T. haemolytica IY13 izolat1 i¢gin maksimum enzim aktivite aralig1 50-65°C,
optimum 55°C, optimum pH’s1 ise 9 olarak tespit edildi. izolatin 3 giinliik inkiibasyon
sonunda 50°C sicaklik araliginda ve pH 8 ile 9 degerlerinde diger degerlere oranla
daha stabil oldugu belirlendi. Bu enzimin de optimum pH’s1 goz oniine alindiginda

alkalin proteaz olabilecegi diisiiniildii.
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B. pumilus NK14 ve T. haemolytica 1'Y13 izolatlarinin her ikisinin enziminin de
PMSEF ile biiyiik bir oranda inhibe oldugu, EDTA, EGTA, iire ve SDS ile aktivitesinin
distiigii; Tween 20 ve Tween 80 ile aktivitesinin arttig1 belirlendi. PMSF ile inhibe
olmalar1 enzimlerin serin proteaz oldugunu, EDTA ile inhibe olmalar1 da enzimlerde
metal baglanma bélgelerinin oldugunu diisiindiirdii. Yine her iki izolatta da Ca, Mg*?
ve Mn iyonlarinin aktiviteyi artirdigi goriildii. Bu nedenle bu iyonlarin enzimler igin

kofaktor olabilecegi sonucuna varildi.

Izolatlarin enzim aktivite tayinlerinin son basamaginda Km ve Vmax degetleri
belirlendi. Enzim i¢in en uygun substrat konsantrasyonunu belirlemek icin substratin
degisen konsantrasyon degerlerine kars1 aktivite tayinleri yapildi. Veriler kullanilarak
Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten B. pumilus NK14 i¢in sirasiyla Km 0,673
mg/ml ve Vmax EU/mI olarak; T. haemolytica 1Y13 igin ise Km 1,262 mg/ml ve
Vmax’dal25 EU/ml olarak bulundu.

Sonug olarak bu ¢alisma ile Erzurum ilinde bulunan sicak su kaynaklarindan
farkli zamanlarda 6rnekler alinarak bu drneklerden termofilik bakterilerin izolasyonu
ve morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal 6zellikleri yaninda molekiiler diizeyde de
tanilamasi gerceklestirildi. Ozellikle daha énceden calisiilmamis Nenehatun sicak su
kaynagindan ilk kez izolasyon yapilarak mevcut bakteri floras1 da ilk kez bu ¢alisma
ile tespit edildi. Calismada Tiirkiye i¢in yeni rapor olabilecek izolatlar tanilandi.
Izolatlarin proteaz enzim aktiviteleri belirlenerek en iyi aktivite gosteren iki izolatin
enzim aktivite tayinleri yapildi. Bu sayede biyoteknolojik ve endiistriyel agidan 6neme
sahip olabilecek organizmalar belirlenerek literatiire kazandirildi. Ayrica bu tez

calismasindan daha pek ¢ok calismaya kaynak olabilecek verilere ulasildi.

Calismanin sonuglarina istinaden ¢ikarilabilecek oneriler;

* Calismada en iyi proteaz enzim aktivitesi gosteren iki izolat calisildi.
Biyoteknolojik agidan 6nemli olan termofilik proteaz enziminin daha fazla ve farkh
organizmalardan elde edilmesi adina diger izolatlara ait proteaz enzimlerinin de

aktiviteleri belirlenebilir.
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* Caligmada proteaz enziminin aktivite tayini yapilirken saf enzim yerine kiiltiir
siipernatant1 kullanilmigtir. Bu c¢alisma temel alinarak proteaz enzimlerinin degisik
metotlar kullanilarak saflastirma islemleri yapilabilir ve sonuglar saf enzim tiretimi

tizerinden degerlendirilebilir.

* Tanis1 yapilmis olan izolatlarin biyoteknolojik agidan 6nemli olan diger
termofilik enzimler agisindan da taramasi yapilip endiistriyel agidan Onemi

belirlenerek literatiire kazandirilabilir.

* 16S rRNA analizi sonucunda tiir seviyesinde tanilanmasi yapilan izolatlardan
daha onceden Tiirkiye icin rapor edilmemis olan izolatlarin biyoteknolojik dnemleri

belirlenerek baska calismalara kaynak olusturulabilir.

112



KAYNAKLAR

Acar, S., 2009. Hasandabal K&yii Termal Tesislerinden Alinan Su Orneklerinden Izole
Edilen Termofilik Bakterilerin Molekiiler Karakterizasyonu. Yiiksek lisans
tezi. Atatiirk Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Acikalin, H.D. ve Miistak, H.K., 2016. Bakteriyel Taksonomi ve Yeni Tiirlerin
Belirlenmesinde Kullanilan Yo6ntemler. Journal of Faculty of Veterinary
Medicine, Erciyes University/Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi,
Vol. 13 Issue 1, p50-57. 8p 13.

Adiguzel A., 1. K., Sahin F., Ozbek T., Gulluce M., Belduz A.O., Baris O., 2011.
Molecular Diversity of Thermophilic Bacteria Isolated From Erzurum City
Pasinler Hot Spring (Erzurum/Turkey). Turkish Journal of Biyology, 35(3):
267-274.

Adiguzel, A., Agar, G., Baris, O., Gulluce, M., Sahin ,F., Sengul, M., 2006. RAPD
and FAME analysis of Astragalus species growing in eastern Anatolia region
of Turkey. Biochemical Systematics and Ecology, 34(5): 424-432.

Adiguzel, A., Nadaroglu, H. and Adiguzel, G., 2015. Purification and Characterisation
of B-mannanase from Bacillus pumilus (M27) and Its Applications in Some
Fruit Juices. Journal of Food Science and Technology, DOI 10.1007/s13197-
014-1609-y

Aguilar, A., 1996. Papers presented at the First International Congress on
Extremophiles Extremophile Research in the European Union: from
Fundamental Aspects to Industrial Expectations. FEMS Microbiology
Reviews, 18(2): 89-92.

Akhmaloka, A. S., S. Nurbaiti, I. N. Tika and F. M. Warganegara, 2006. Ribotyping
Identification of Thermophilic Bacterium From Papandayan Crater.
Proceeding ITB on Engineering Sciences, 38B:1, 110.

Akkaya, S.E. ve Kivang, M., 2009. Termofil Bakteriler; Sicak Su Kaynaklarinda
Yasayan Gram Negatif Basillerin Izolasyon ve Identifikasyon Yéntemleril.

Alexander, S.K. and Strete, D., 2001. Microbiology: a photographic atlas for the
laboratory. Benjamin-Cummings Publishing Company.

Alpan, L. G., 2008. Baz1 Ekstrem Termofil Anaerobik  Bakterilerin Alkali
Proteazlarmim Ozelliklerinin Belirlenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Ankara
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi Anabilim Dal,
Ankara.

Alves, M. P., Rainey, F. A., Nobre, M. F., & da Costa, M. S. 2003. Thermomonas
hydrothermalis sp. nov., a new slightly thermophilic y-proteobacterium
isolated from a hot spring in central Portugal. Systematic and applied
microbiology, 26(1), 70-75.

Amin, A., Ahmed, I., Salam, N., Kim, B. Y., Singh, D., Zhi, X. Y. & Li, W. J. (2017).
Diversity and Distribution of Thermophilic Bacteria in Hot Springs of Pakistan.
Microbial ecology, 1-12.

Andrade, C.M., Pereira Jr, N. and Antranikian, G., 1999. Extremely thermophilic
microorganisms and their polymer-hidrolytic enzymes. Revista de
Microbiologia, 30(4), pp.287-298.

Antranikian, G., Vorgias, C.E. and Bertoldo, C., 2005. Extreme environments as a
resource for microorganisms and novel biocatalysts. In Marine biotechnology
| (pp. 219-262). Springer Berlin Heidelberg.

Arda, M., 2000. Temel Mikrobiyoloji Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi,
Medisan Yayin Serisi, no:46, Ankara.

113



Arulmani, M., Aparanjini, K., Vasanthi, K., Arumugam, P., Ariviichelvi, M., and
Kalaichelvan, P. T., 2007. Purification and Partial Characterization of Serine
Protease from Thermostable Alkalophilic Bacillus laterosporus-AK1. World
journal of Microbiology Biotechnology, vol. 23, p. 475-481.

Asad, W., Asif, M. A. R. I. A,, and Rasool, S. A. 2011. Extracellular enzyme
production by indigenous thermophilic bacteria: partial purification and
characterization of a-amylase by Bacillus sp. WA21.Pakistan Journal of
Botany,43(2), 1045-1052.

Ash, C., Farrow, J.A.E., Wallbanks, S. and Collins, M.D., 1991. Phylogenetic
heterogeneity of the genus Bacillus revealed by comparative analysis of small-
subunit-ribosomal RNA sequences. Letters in Applied Microbiology, 13(4),
pp.202-206.

Bahgeci, H., 2004. Tuz Golii Bakteri Izolatlarmin Yag Asidi Metil Ester Analizi ve
Hiicre Dis1 Enzimlerinin Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, ODTU, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Baker, G.C., Gaffar, S., Cowan, D.A. and Suharto, A.R., 2001. Bacterial community
analysis of Indonesian hot springs. FEMS Microbiology Letters, 200(1),
pp.103-109.

Baltaci, M. O., 2015. Erzurum Mezbahalarindan Toplanan Iskembe Orneklerinden
Seliilolitik  Bakterilerin  Izolasyonu, Identifikasyonu ve Molekiiler
Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi,

Baltaci, O., Genc, B., Arslan, S., Adiguzel, A., 2016. Isolation, characterization of
thermophilic bacteria from geothermal areas in Turkey and preliminary.
Research an biotechnological enzyme potential,
10.1080/01490451.2015.1137662.

Bagbiilbiil, G., 2009. Cesitli dogal kaynaklardan izole edilen termofilik bakterilerin
irettikleri bakteriyosinlerin karakterizasyonu ve saflagtiriimasi.

Beffa, T., Blanc, M., Lyon, P.F., Vogt, G., Marchiani, M., Fischer, J.L. and Aragno,M.,
1996. Isolation of Thermus strains from hot composts (60 to 80 degrees C).
Applied and Environmental Microbiology, 62(5), pp.1723-1727.

Beg, Q. R. and Gupta, R., 2003. Prufication and Characterization of an Oxidation-
Stable, Thiol- Dependent Serine Alkaline Protease from Bacillus mojavensis.
Enzyme and Microbial Technology, vol.32, p. 294-304.

Beg, Q.K., Saxena, R.K. and Gupta, R., 2002. De-repression and subsequent induction
of protease synthesis by Bacillus mojavensis under fed-batch operations.
Process Biochemistry, 37(10), pp.1103-11009.

Beldiiz, A. O., Diilger, S., Demirbag, Z., 2003. Anoxybacillus gonensis sp. nov., a
Moderately Thermophilic, Xylose-Utilizing, Endosporeforming Bacterium. Int
J Syst Evol Micr, 53: 1315-1320.

Bilgehan, H., 2002. Temel Mikrobiyoloji ve Bagigiklik Bilimi. Meta Basim, Fakiilteler
Kitabevi, Baris yayinlari, p.4-10.

Busse, H. J., Kampfer, P., Moore, E. R. B., Nuutinen, J., Tsitko, I. V., Denner, E. B.
M., & Salkinoja-Salonen, M. S. 2002. Thermomonas haemolytica gen. nov.,
sp. nov., a gamma-proteobacterium from kaolin slurry. International journal of
systematic and evolutionary microbiology, 52(2), 473-483.

Carpenter, P.L., 1972. Microbiology. W.B. Saunders Company, Canada, Chapter 4, p.
64-77.

Castro, G.R., 1999. Enzymatic Activities of Proteases Dissolved in Organic Solvent.
Enzyme and Microbial Technology, Vol.25, p. 689-694.

114



Castro, H., Abreu, P., Geraldo, R., Martins, R., Santos, R., Loureiro, N., Cabral, L. and
Rodrigues, C. 2010. Looking at the Proteases from a Simple Perspective.
Journal of Molecular Recognition, 24, 165-181.

Chang, C. S., Joo, H. S., Kumar, C.G., Park, G. C., Paik, S.R., 2003. Oxidant and SDS-
Stable Alkaline Protease from Bacillus clausii 1-52: Production Andsome
Properties. Journal of Applied Microbiology, 95:267-272.

Chen, M.Y., Wu, S.H., Lin, G.H., Lu, C.P., Lin, Y.T., Chang, W.C. and Tsay, S.S.,
2004. Rubrobacter taiwanensis sp. nov., a novel thermophilic, radiation-
resistant species isolated from hot springs. International journal of systematic
and evolutionary microbiology, 54(5), pp.1849-1855.

Cohn, F., 1875. Untersuchungen Tiber Bacterien. Beihge zur Biologie der Pflanzm,
vol.1, p. 127-222.

Coleri, A., Cokmus, C., Ozcan, B., Akkoc, N. and Akcelik, M., 2009. Isolations of a-
glucosidase-producing thermophilic bacilli from hot springs of Turkey.
Microbiology, 78(1), pp.56-66.

Cordeiro C. A. M., Martins M. L. L., Luciano A. B., 2002. Production and Properties
of o-Amylase from Thermophilic Bacillus sp. Brazilian Journal of
Microbiology, vol.33, p.57-61.

Cetinkaya, Esin. Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yiiksek Lisans Tezi
Gidalardan Izole Edilen Enterobacter sp. ve Cronobacter sakazaku Suslarmin
Biyokimyasal ve Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi Gida Miihendisligi
Anabilim Dal1 Ankara 2011.

Cevik, S., 2010. Ege Bolgesi Sicak Su Kaynaklar1 ve Toprak Orneklerinden Izole
Edilen Termofilik Aktinomisetlerin Proteaz Uretimlerinin Karakterizasyonu.
Yiiksek Lisans Tezi, Ege Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji
Anabilim Dali, Bornova [zmir.

De Clerck, E. and De Vos, P., 2002. Study of the bacterial load in a gelatine production
process focussed on Bacillus and related endosporeforming genera. Systematic
and Applied Microbiology, 25(4), pp.611-617.

De Lourdes Moreno, M., Pérez, D., Garcia, M. T., & Mellado, E. (2013). Halophilic
Bacteria as a Source of Novel Hydrolytic Enzymes. Life: Open Access
Journal, 3(1), 38-51.

De Miguel Bouzas, T., Barros-Velazquez, J. and Gonzalez Villa, T., 2006.Industrial
applications of hyperthermophilic enzymes: a review. Protein and peptide
letters, 13(7), pp.645-651.

Demirjian D. C., Varas F. M., and Cassidy C. S., 2001. Enzymes from Extremopbhiles.
Current Opinion in Chemical Biology, vol.5, p.144-151.

Deng, A., Wu, J., Zhang, Y., Zhang, G. and Wen, T. 2010. Purification and
Characterization of a Surfactant-Stable High-Alkaline Protease from Bacillus
sp. BOO1. Bioresource Technology,101, 7100-7106.

Derekova A., Sjoholm C., Mandeva R., Kambourova M., 2007. Anoxybacillus
rupiensis sp. Nov., a Novel Thermophilic Bacterium Isolated from Rupi Basin
(Bulgaria). Extremophiles, vol. 10, p. 1-4.

Dhamodharan Ramasamy, Ajay Kumar Mishra, Jean-Christophe Lagier, Roshan
Padhmanabhan, Morgane Rossi, Erwin Sentausa, Didier Raoult and Pierre-
Edouard Fournier A polyphasic strategy incorporating genomic data for the
taxonomic description of novel bacterial species. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (2014), 64, 384-391

Doddapaneni, K., Tatineni, R., Vellanki, R., Rachcha, S., Anabrolu, N., Narakuti, V.
and Mangamoori, L. 2009. Purification and Characterization of a Solvent and

115



Detergent-Stable Novel Protease from Bacillus cereus. Microbiological
Research, 164, 383-390.

Diilger, S., 1997. Ayder Kaplicasindan Termofilik Bakteri Izolasyonu ve Teshisi.
Yiiksek Lisans Tezi, K.T.U., Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.

Diilger, S., 2003. Gonen, Kestanbol ve Diyadin Kaplicalarindan Termofilik
Bakterilerin izolasyonu, Molekiiler Yontemlerle Karakterizasyonu ve
Tanimlanmasi. Doktora Tezi, K.T.U., Fen Bilimleri Enstitiisii, Trabzon.

Diilger, S., Demirbag, Z., Beldiiz, A.O., 2004. Anoxybacillus ayderensis sp. nov. and
Anoxybacillus kestanbolensis sp. nov. Int J Syst Evol Microbiol., 54: 1499-
1503.

Dworkin, M.(Editor-in-Chief), Falkow, S., Rosenberg, E., Schleifer, K-H.,
Stackebrandt, E.(Editors), 2006. The Prokaryotes a Handbook on the Biology
of Bacteria. Third Edition. Springer Science, 7000 p (7-volume-set), New
York, USA.

Elazzazy, A. M., Abdelmoneim, T. S., & Almaghrabi, O. A. 2015. Isolation and
characterization of biosurfactant production under extreme environmental
conditions by alkali-halo-thermophilic bacteria from Saudi Arabia. Saudi
journal of biological sciences, 22(4), 466-475. 1ISO 690

El-Gendi, S.M., Helal, S.F. and Nagem, S.A., 2016. Mismatch repair protein
expression status in Egyptian colorectal carcinoma: a single-centre study.
Egyptian Journal of Pathology, 36(2), pp.185-193.

Erarslan, A., Denizci, A. A., Kazan, D., Abeln, E. C. A. 2004. Newly Isolated Bacillus
clausii GMBAE 42: an Alkaline Protease Producer Capable to Grow Under
Highly Alkaline Comditions. Journal of Applied Microbiology, 96; 320-327.

Folmsbee, M., Duncan, K., Han, S.O., Nagle, D., Jennings, E. and Mclnerney, M.,
2006. Re-identification of the halotolerant, biosurfactant-producing
Bacilluslicheniformis strain JF-2 as Bacillus mojavensis strain JF-2. Systematic
and applied microbiology, 29(8), pp.645-649.

Fritze D., 2004. Taxonomy of the Genus Bacillus and Related Genera: The Aerobic
Endospore-Forming Bacteria. The American Phytopathological Society
Publication, vol. 94, p. 11.

Fujiwara S (2002) Extremophiles: Developments of their special functions and
potential resources. Journal of Bioscience and Bioengineering 94, 518-525

Gengkal, H. and Tari, C. 2006. Alkaline Protease Production from Alkalophilic
Bacillus sp. Isolated from Natural Habitats. Enzyme and Microbial
Technology, 39, 703-710.

Gerze, A. & Kimya-Metalurji Fakiiltesi (2003). Proteaz enziminin bacillus subtilis
megatherium ve Bacillus polymxa bakteri tiirlerinden kismi saflastirilmasi ve
ozelliklerinin incelenmesi.

Gessesse, A., Kaul, R., Gashe, B. and Mattiasson, B. 2003. Novel Alkaline Proteases
from Alkaliphilic Bacteria Grown on Chicken Feather. Enzyme and Microbial
Technology, 32, 519-524.

Ghafoor, A. and Hasnain, S. 2010. Purification and Characterization of an
Extracellular Protease from Bacillus subtilis EAG-2 Strain Isolated from
Ornamental Plant Nursey. Polish Journal of Microbiology, 59(2), 107-112.

Ghorbel, B., Kamoun, A. and Nasri, M. 2003. Stability Studies of Protease from
Bacillus cereus BG1. Enzyme and Microbial Technology, 32, 513-518.

Ghorbel, B., Sellami-Kamoun, A. and Nasri, M., 2003. Stability studies of protease
from Bacillus cereus BG1. Enzyme and Microbial Technology, 32(5), pp.513-
518.

116



Gomes, J., Steiner,W., 2004. The Biocatalytic Potential of Extremophiles and
Extremozymes. Extremophlies, 42(4): 223-235.

Gonzalez, J.M. and Saiz-Jimenez, C., 2002. A fluorimetric method for theestimation
of G+ C mol% content in microorganisms by thermal denaturation temperature.
Environmental microbiology, 4(11), pp.770-773.

Gonzalez, J.M. and Saiz-Jimenez, C., 2005. A simple fluorimetric method for the
estimation of DNA-DNA relatedness between closely related microorganisms
by thermal denaturation temperatures. Extremophiles, 9(1), pp.75-79.

Goodfellow, M. and O’Donnell, A.G., 1993. Roots of Bacterial Sistematics. In
Handbook of New Bacterial Sistematics, Ed: M.Goodfellow and
A.G.O’Donell. Academic Pres, London, 3-56.

Grzonka Z, Kasprzykowski F, Wiczk W (2007). Cysteine proteases, In Industrial
Enzymes, Springer, Dordrecht.

Gupta, R., Beg, Q.K., Khan, S., Chauhan, B. 2002b. An Overview on Fermentation,
Downstream Processing and Properties of Microbial Alkaline Proteases. Appl
Microbiol Biotechnol, 60:381-395.

Gupta, R., Oberoi, R., Beg, Q.K., Puri, S., Saxena, R.K. 2001. Characterization and
Wash Performance Analysis of An SDS-Stable Alkaline Protease from
Bacillus sp. World Journal of Microbiology & Biotechnology, 17:493-497.

Gider, S., 2014. Scytalidium thermophilum Ksilanazinin Kromatografik Yontemlerle
Saflastirilmas1 ve Biyokimyasal Karakterizasyonu. Yiksek lisans tezi,
Karamanoglu Mehmetbey Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Karaman.

Giil-Giiven, R., Giiven, K., Poli, A., Nicolaus, B., 2008. Anoxybacillus kamchatkensis
subsp. asaccharedens subsp. nov., a Thermophilic Bacterium Isolated from A
Hot Spring in Batman. J. Gen. Appl. Microbiol., 54: 327-334.

Giimiisel, F. 2002. Biyoteknoloji, Genetik ve Saglik Sektédrii. Kocaeli Sanayii I¢in
Teknolojik Uzgorii Ortak Projesi, 73-135 s.

Giiven, R.G., 2011. Termofilik Bakteriler ve Biyoteknolojik A¢idan Onemli Bazi
Enzimleri. Elektronik Mikrobiyoloji Dergisi TR, 9, pp.1-10.

Haddar, A., Agrebi, R., Bougatef, A., Hmidet, N. and Kamoun, A. 2009. Two
Detergent Stable Alkaline Serine-Proteases from Bacillus mojavensis A21:
Purification, Characterization and Potential Application as a Laundry
Detergent Additive. Bioresource Technology, 100, 3366-3373.

Hakamada, Y., Hatada, Y., Ozawa, T., Ozaki, K., Kobayashi, T., & Ito, S. (2001).
Identification of thermostabilizing residues in a Bacillus alkaline cellulase by
construction of chimeras from mesophilic and thermostable enzymes and site-
directed mutagenesis. FEMS microbiology letters, 195(1), 67-72.

Haki G. D., Rakshit S. K., 2003. Developments in Industrially Important Thermostable
Enzymes a Review. Bioresource Technology., vol. 89, p. 17-34.

Haki, G. D. R., A.K. , Bioresource Technology, 2003. Developments in Industrially
Important Thermostable Enzmeys. a review: 17-34.

Hameed, A., Shahina, M., Lin, S. Y., Liu, Y. C., & Young, C. C. 2014. Pseudomonas
hussainii sp. nov., isolated from droppings of a seashore bird, and emended
descriptions of Pseudomonas pohangensis, Pseudomonas benzenivorans and
Pseudomonas segetis. International journal of systematic and evolutionary
microbiology, 64(7), 2330-2337.

Hames-Kocabas, E.E. and Uzel, A., 2007. Alkaline protease production by an
actinomycete MAZL1-1 isolated from marine sediments.Annals of
microbiology,57(1), pp.71-75.

117



Hammami, A., Hamdi, M., Abdelhedi, O., Jridi, M., Nasri, M., & Bayoudh, A.2017.
Surfactant-and oxidant-stable alkaline proteases from Bacillus invictae:
Characterization and potential applications in chitin extraction and as a
detergent additive. International journal of biological macromolecules, 96,
272-281.

Haney, P.J., Badger, J.H., Buldak, G.L., Reich, C.I., Woese, C.R., Olsen, G., 1999.
Thermal Adaptation Analyzed by Comparison of Protein Sequences from
Mesophilic and Extremly Thermophilic Methanococcus species. Proc. Natl.
Acad. Sci., 96, 3578-3583.

Haque, Anwarul & J Russell, Nicholas. (2005). Phenotypic and genotypic
characterisation of Bacillus cereus isolates from Bangladeshi rice.
International journal of food microbiology. 98. 23-34.
10.1016/j.ijfoodmicro.2004.04.025.

Harley, J.P. and Prescott, L.M. 2002. Laboratory Exercises in Microbiology 4th
Edition. The McGraw-Hill Companies: New York.

Hasanekoglu, 1. ve Yesilyurt, S., 2002. Mikrobiyoloji, Erzurum.

Hawumba J. F., Theron J., Bro'ze V. S., 2002. Thermophilic Protease Producing
Geobacillus from Buranga Hot Springs in Western Uganda. Current
Microbiology, vol.45, p. 144-150.

Holt, J.G., Krieg, N.R., Sneath, P.H.A., Staley, J.T., Williams, S.T., 1994. Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology, s 532-562.

Hough, D. W. and M. J. Danson, 1999. Extremozymes. Curr Opin Chem Biol, 3(1):
39-46.

Huang, Q., Peng, Y., Li, X., Wang, H. and Zhang, Y. 2003. Purification And
Characterization of an Extracellular Alkaline Serine Protease With Dehairing
Function from Bacillus pumilus. Current Microbiology, 46, 169-173.

Hugenholtz, P. (2002). Exploring prokaryotic diversity in the genomic era. Genome
biology, 3(2), reviews0003-1.

Hussain, F., Kamal, S., Rehman, S., Azeem, M., Bibi, I., Ahmed, T., & Igbal, H. M.
2017. Alkaline Protease Production Using Response Surface Methodology,
Characterization and Industrial Exploitation of Alkaline Protease of Bacillus
subtilis sp.Catalysis Letters,147(5), 1204-1213.

lino, T., Mori, K., Uchino, Y., Nakagawa, T., Harayama, S., & Suzuki, K. I. 2010.
Ignavibacterium album gen. nov., sp. nov., a moderately thermophilic
anaerobic bacterium isolated from microbial mats at a terrestrial hot spring and
proposal of Ignavibacteria classis nov., for a novel lineage at the periphery of
green sulfur bacteria. International journal of systematic and evolutionary
microbiology, 60(6), 1376-1382.1SO 690.

Imhoff J.F. 2003. Phylogenetic Taxonomy of The Family Chlorobiaceae on The Basis
of 16S rRNA and Fmo (Fenna-Matthews-Olson Protein) Gene Sequences. Int
J Syst Evol Microbiol, vol.53, p. 941-51.

Ince, E., 2006. Isolations of extreme thermophilic anaerobic bacteria produce xylanase
and determination of their enzymes properties.

Jain, D., Pancha, I., Mishra, S.K., Shrivastav, A. and Mishra, S., 2012. Purification
and characterization of haloalkaline thermoactive, solvent stable and SDS-
induced protease from Bacillus sp.: a potential additive for laundry detergents.
Bioresource technology, 115, pp.228-236.

Jaswal RK, and Kocher GS (2007). Partial characterization of a crude alkaline protease
from Bacillus circulans and its detergent compatibility. The Internet J.
Microbiol., Vol. 4, No. 1.

118



Jayakumar, R., Jayashree, S., Annapurna, B., & Seshadri, S. 2012. Characterization of
thermostable serine alkaline protease from an alkaliphilic strain Bacillus
pumilus MCAS8 and its applications. Applied biochemistry and
biotechnology, 168(7), 1849-1866.

Johnson, J.L., 1985. 1 Determination of DNA Base Composition. Methods in
microbiology, 18, pp.1-31.

Joo, H. and Chang, C. 2005. Oxidant and SDS-stable Alkaline Protease from a
Halotolerant Bacillus clausii 1-52: Enhanced Production And Simple
Purification. Journal of Applied Microbiology, 98, 491-497.

Kalin, R., 2012. Peroksidaz Enziminin Afinite Kromatografisi Teknigi ile Karaturp
(Raphanus sativus L.) Ve Salgamdan (Brassica rapa L.) Saflastirilmasi Ve
Karakterizasyonu Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisi Kimya
Anabilim Dali, Erzurum.

Karbalaei-Heidari, H.R., Shahbazi, M. and Absalan, G., 2013. Characterization of a
novel organic solvent tolerant protease from a moderately halophilicbacterium
and its behavior in ionic liquids. Applied biochemistry and biotechnology,
170(3), pp.573-586.

Kazan D., Denizci A. A., Kerimak M. N., ve Eraslan A., 2005. Purification and
Characterization of a Serine Alkaline Protease from Bacillus clausii GMBAE
42 J. Ind Microbiol Biotechnol, Vol. 32, p. 335-344.

Keha, E., Kiivrevioglu. O.1., 2009. Biyokimya. Aktif yayinlari, 97-125, Erzurum.

Kiran E. O., Comlekcioglu U., Dostbil N., 2006. Bazi Mikrobiyal Enzimler ve
Endiistrideki Kullanim Alanlari. KSU, Fen ve Miihendislik Dergisi, 9(1).

Kivang, A. V., 2008. Termofil Bakteriler; Sicak Su Kaynaklarinda Yagsayan Gram (+)
Basillerin Izolasyonu ve identifikasyon Yontemleri. 02: 61-70.

Kim, S., Kim, Y. and Rhee, I. 2001. Purification And Characterization of A Novel
Extracellular Protease from Bacillus cereus KCTC 3674. Archives of
Microbiology, 175, 458-461.

Klement, Z., Rudolph, K. and Sands, D.C., 1990. Methods in Phytopathology.
Akademiai Kiado, 153-180, Budapest.

Kristjansson, J.K. (1991). Thermophilic Bacteria. Taylor & Francis

Kristjansson, J.K., Stetter, K.O., 1992. Thermophilic Bacteria. In: Kristjansson, JK
(ed). Thermophilic Bacteria. London, CRC Press, Inc., Boca Raton. pp 1-18.

Kumar, C.G., Takagi, H., 1999. Microbial Alkaline Proteases: From A Bioindustrial
Viewpoint. Biotechnol Advances 17: 561-594.

Kumar, M., Yadav, A. N., Tiwari, R., Prasanna, R. & Saxena, A. K. 2014. Deciphering
the diversity of culturable thermotolerant bacteria from Manikaran hot springs.
Annals of microbiology, 64(2), 741-751.

Kumar, S. and Nussinov, R. 2001. How Do Thermophilic Proteins Deal With Heat?
Cell Mol Life Sci, 58(9): 1216-1233.

Lee, E. M., Jeon, C. O, Choi, I., Chang, K. S., & Kim, C. J. 2005. Silanimonas lenta
gen. nov.,, sp. nov. a slightly thermophilic and alkaliphilic
gammaproteobacterium isolated from a hot spring. International journal of
systematic and evolutionary microbiology, 55(1), 385-389.

Lelliott, R. A. and Stead D. E., 1987. Methods for The Diagnosis of Bacterial Diseases
of Plants. Blacwell Scientific Publications. p216.

Lineweaver, H., Burk, D., 1934. The determination of enzyme dissocation constants.
J. Am. Chem. Soc, 57, 685 1934.

119



Lopez, Ana & Alippi, Adriana. (2007). Phenotypic and genotypic diversity of Bacillus
cereus isolates recovered from honey. International journal of food
microbiology. 117. 175-84. 10.1016/j.ijfoodmicro.2007.03.007.

Lépez-Garcia, P. 1999. DNA Supercoiling and Temperature Adaptation: A Clue to
Early Diversification of Life? Journal of Molecular Evolution, 49(4), 439-452.
doi:10.1007/PLO0006567

Macy, J. M., Rech, S., Auling, G., Dorsch, M., Stackebrandt, E., & Sly, L. I. 1993.
Thauera selenatis gen. nov., sp. nov., a member of the beta subclass of
Proteobacteria with a novel type of anaerobic respiration. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology, 43(1), 135-142.

Madigan, M.T. and Martinco, J.M. and Parker, J., 2008. Procaryotic Diversity The
Archaea. Brock Biology of Microorganisms, 546-571.

Madigan, M.T. and Martinco, J.M. and Parker, J., 2017. Brock Biology of
Microorganisms,

Mahajan, R. and Badgujar, S. 2010. Biological Aspects Of Proteolytic Enzymes: A
Review. Journal of Pharmacy Research, 3(9), 2048-2068.

Malle, D., Picarima, J., Huwae, L.C., Rahmawati, I. and Purbowasito, W., 2012.
Isolation and Identification of a Thermostable Amylase-Producing Bacterium
from Hatuasa Hotspring. Microbiology Indonesia, 6(2), p.5.

Marathe, S. K., Vashistht, M. A., Prashanth, A., Parveen, N., Chakraborty, S., & Nair,
S. S. 2017. Isolation, partial purification, biochemical characterization and
detergent compatibility of alkaline protease produced by Bacillus subtilis,
Alcaligenes faecalis and Pseudomonas aeruginosa obtained from sea water
samples. Journal of Genetic Engineering and Biotechnology.

Marathe, S.K., Vashistht, M.A., Prashanth, A., Parveen, N., Chakraborty, S. and Nair,
S.S., 2017. Isolation, partial purification, biochemical characterization and
detergent compatibility of alkaline protease produced by Bacillus subtilis,
Alcaligenes faecalis and Pseudomonas aeruginosa obtained from sea water
samples. Journal of Genetic Engineering and Biotechnology.

Matpan, F., 2007. Diyadin (Agr1) Sicak Su Kaynaklarindan Bakteri Izolasyonu ve Bazi
Enzimleri Uzerinde Calismalar. Dicle Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dali, Diyarbakir, 2007.

Mechichi, T., Stackebrandt, E., Gad'on, N., & Fuchs, G. 2002. Phylogenetic and
metabolic diversity of bacteria degrading aromatic compounds under
denitrifying conditions, and description of Thauera phenylacetica sp. nov.,
Thauera aminoaromatica sp. nov., and Azoarcus buckelii sp. nov. Archives of
microbiology, 178(1), 26-35.

Miquel, P., 1888. Monographie d’un Bacille Vvant Au-Dela de 70°C. Ann
Micrographic, 1, 3.

Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali, Mikrobiyoloji Bilim Dali, Erzurum.

Miiller, Jonas & Litsanov, Boris & Bortfeld-Miller, Miriam & Trachsel, Christian &
Grossmann, Jonas & Brautaset, Trygve & A Vorholt, Julia. (2014). Proteomic
analysis of the thermophilic methylotroph Bacillus methanolicus MGAS3.
Proteomics. 14. . 10.1002/pmic.201300515.

Nadeem, S.M., Zahir, Z.A., Naveed, M. and Arshad, M., 2009. Rhizobacteria
containing ACC-deaminase confer salt tolerance in maize grown on salt-
affected fields. Canadian Journal of Microbiology, 55(11), pp.1302-1309.

Narwal, R. K., Bhushan, B., Pal, A., Panwar, A., & Malhotra, S. 2016. Purification,
physico-chemico-kinetic ~ characterization and  thermal inactivation

120



thermodynamics of milk clotting enzyme from Bacillus subtilis MTCC 10422.
LWT-Food Science and Technology, 65, 652-660.

Nascimento W. C., Martins M. L. L., 2003. Production and Properties of an
Extracellular Protease from Thermophilic Bacillus sp. Brazilian Journal of
Microbiology, vol.35, p.91-96.

Nasri, M., Selami-Kamoun, A., Haddar, A., El-Hadj Ali, N., Ghorbel-Frikha, B.,
Kanoun, S. 2006. Stability of Thermostable Alkaline Protease from Bacillus
licheniformis RP1 in Commercial Solid Laundry Detergent Formulations.
Microbiological Research.

Nazina, T.N., Lebedeva, E.V., Poltaraus, A.B., Tourova, T.P., Grigoryan, A.A,,
Sokolova, D.Sh., Lysenko, A.M and Osipov, G.A., 2004. Geobacillus
gargensis sp. nov., A Novel Thermophile From A Hot Spring, And The
Reclassification of Bacillus vulcani as Geobacillus vulcani Comb. nov. Int J
Syst Evol Microbiol 54 (6), 2019-2024.

Nguimbi, E. and Li, Y. and Gao, B. and Li, Z. and Wang, B. and Wu, Z. and Yan, B.
and Qu, Y. and Gao, P., 2003. 16S-23S Ribosomal DNA Intergenic Spacer
Regions in Celluloytic Myxobacteria ve Differentiation of Closely Related
Strain. System. Appl. Microbiology, 26, 262- 268.

Nicolaus, B., Improta, R., Manca, M.C., Lama, L., Esposito, E. and Gambacorta, A.,
1998. Alicyclobacilli from an unexplored geothermal soil in Antarctica: Mount
Rittmann. Polar Biology, 19(2), pp.133-141.

Nilegaonkar, S.S., Zambare, V.P., Kanekar, P.P., Dhakephalkar, P.K. and Sarnaik,
S.S., 2007. Production and partial characterization of dehairing protease from
Bacillus cereus MCM B-326. Bioresource technology, 98(6), pp.1238-1245.

Ningthoujam, D.S. and Kshetri, P., 2010. A thermostable alkaline protease from a
moderately halo-alkalithermotolerant Bacillus Subtilis strain SH1. Aus J Basic
and Appl Sci, 4, pp.5126-5134.

Oberoi, R., Beg, Q., Puri, S., Saxena, R. and Gupta, R. 2001. Characterization And
Wash Performance Analysis Of An SDS-Stable Alkaline Protease From A
Bacillus sp. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 17, 493-497.

Orhan, E., 2003. Bacillus Subtilis Ve Bacillus Cereus Bakterilerinden Proteaz
Enziminin Kismi Saflastirilmasi ve Ozelliklerinin Incelenmesi. Yiiksek Lisans
Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya Miihendisligi Anabilim Dali, Istanbul
Teknik Universitesi, Istanbul.

Onal, S., 2010. Enzimler, Béliim 8. Molekiiler biyoloji, Yildirim, A., Bardakez, F.,
Karatas, M., Tanyolag, B. Ankara, 249-296.

Ozdemir S., 2004. Musa textilis Kabugu Kullanilarak Kati-Faz Fermantasyon Teknigi
ile (SSF) Bacillus sp’de a- Amilaz Uretilmesi. Yiiksek Lisans Tezi, D.U. Fen
Bilimleri Enstitiisii, Diyarbakir.

Ozkan, H., 2009. Erzurum Cevresinde Biyolojik Bozulmaya Neden Olan Heterotrofik
Bakterilerin Izolasyonu, Karakterizasyonu ve Tanisi. Doktora Tezi, Atatiirk
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Erzurum.

Ozsahin A.D., 2006. Kahramanmaras ili Kagit Fabrikalar1 Cevresinden Izolasyonu
Yapilan Bacillus sp. Suslarindan Elde Edilen Selillaz Enziminin
Karakterizasyonu ve Biyoteknolojide Kullanilabilirliginin Arastirilmasi.
Yiiksek Lisans Tezi, Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Kahramanmaras.

Pan J, Huang Q, Zhang Y. Gene cloning and expression of an alkaline serine protease
with dehairing function from Bacillus pumilus. Current microbiology.
2004;49(3):165-9. Accessed April 11, 2012.

121



Pant, G., Prakash, A., Pavani, J. V. P., Bera, S., Deviram, G. V. N. S., Kumar, A.,
Prasuna, R. G. 2015. Production, optimization and partial purification of
protease from Bacillus subtilis. Journal of Taibah University for Science, 9(1),
50-55.1SO 690

Pantazaki, A., Pritsa, A. and Kyriakidis, D., 2002. Biotechnologically
relevantenzymes from Thermus thermophilus. Applied microbiology and
biotechnology, 58(1), pp.1-12.

Park, C.H., Lee, S.J., Lee, S.G., Lee, W.S. and Byun, S.M., 2004. Hetero-and
autoprocessing of the extracellular metalloprotease (Mpr) in Bacillus subtilis.
Journal of bacteriology, 186(19), pp.6457-6464.

Peak, K. K., Duncan, K. E., Luna, V. A., King, D. S., McCarthy, P. J., & Cannons, A.
C. 2011. Bacillus strains most closely related to Bacillus nealsonii are not
effectively circumscribed within the taxonomic species definition.
International journal of microbiology, 2011.

Pettersson, B., De Silva, S. K., Uhlén, M., & Priest, F. G. 2000. Bacillus siralis sp.
nov., a novel species from silage with a higher order structural attribute in the
16S rRNA genes. International journal of systematic and evolutionary
microbiology, 50(6), 2181-2187.

Pikuta, E.V., Hoover, R.B. and Tang, J., 2007. Microbial extremopbhiles at the limits
of life. Critical reviews in microbiology, 33(3), pp.183-209.

Pirin¢¢ioglu, H., 2010. Dargegit ve Giiglitkonak Sicak Su Kaynaklarindan Termofilik
Bakteri izolasyonu ve Tanimlanmasi. Yiiksek Lisans Tezi, Dicle Universitesi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal1, Diyarbakair.

Podosokorskaya, O. A., Kadnikov, V. V., Gavrilov, S. N., Mardanov, A. V., Merkel,
A. Y., Karnachuk, O. V., & Kublanov, I. V., 2013. Characterization of
Melioribacter roseus gen. nov., sp. nov., a novel facultatively anaerobic
thermophilic cellulolytic bacterium from the class Ignavibacteria, and a
proposal of a novel bacterial phylum Ignavibacteriae. Environmental
microbiology, 15(6), 1759-1771.

Poli A., Esposito E., Lama L., Orlando P., Nicolaus G., Appolonia F. D., Gambacorta
A., Nicolausa B., 2006. Anoxybacillus amylolyticus sp. nov., a Thermophilic
Amylase Producing Bacterium Isolated from Mount Rittmann (Antarctica).
Systematic and Applied Microbiology, vol.29, p. 300-307.

Rai, S.K. and Mukherjee, A.K., 2010. Statistical optimization of production,
purification and industrial application of a laundry detergent and organic
solvent-stable subtilisin-like serine protease (Alzwiprase) from Bacillus
subtilis DM- 04. Biochemical Engineering Journal, 48(2), pp.173-180.

Ramagoma, F., 2006. Development of a Lipase Gene Based Expression and Secretion
System for the Protein Over-Production in Bacillus licheniformis. Master
Thesis, Faculty of Natural and Agricultural Sciences, University of the Free
State Bloemfontein, Republic of South Africa.

Ramakrishna, D.P.N., Gopi Reddy, N. and Rajagopal, S.V. 2010. Purification and
properties of an extracellular alkaline protease produced by Bacillus subtilis
MTTC- 10110. Intl. J. Biotechnol. Biochem., 6(4): 493-504.

Rao, C.S., Sathish, T., Ravichandra, P. and Prakasham, R.S., 2009. Characterization
of thermo-and detergent stable serine protease from isolated Bacillus circulans
and evaluation of eco-friendly applications. Process Biochemistry, 44(3),
pp.262-268.

Rao, K. and Narasu, M. 2007. Alkaline Protease from Bacillus firmus 7728. African
Journal of Biotechnology, 6 (21), 2493-2496.

122



Rao, M. B., Tanksale, A. M., Ghatge, M. S., and Deshpande, V. V., 1998. Molecular
and Biotechnological Aspects of Microbial Proteases. Microbiology and
Molecular Biology Reviews, 62(3): 597-635.

Rao, S., Sathish, T., Ravichandra, P. and Prakasham, R. 2009. Characterization of
Thermo- and Detergent Stable Serine Protease From Isolated Bacillus
circulans and Evaluation of Eco-Friendly Applications. Process Biochemistry,
44, 262-268.

Raval, V.H., Pillai, S., Rawal, C.M. and Singh, S.P., 2014. Biochemical and structural
characterization of a detergent-stable serine alkaline protease from seawater
haloalkaliphilic bacteria.Process Biochemistry,49(6), pp.955-962.

Rawlings, N.D., Morton, F.R., Kok, C.Y., Kong, J. and Barrett, A.J., 2007. MEROPS:
the peptidase database. Nucleic acids research, 36(suppl_1), pp.D320-D325.

Reddy, L. Wee, Y. and Ryu, H. 2008. Purification and Characterization of An Organic
Solvent and Detergent-Tolerant Novel Protease Produced by Bacillus sp.
RKY3. Journal of Chemical Technology and Biotechnology, 83, 1526-1533.

Rodriguez Couto, S., Rodriguez, A., Paterson, R.R.M., Lima, N. and Teixeira, J.A.,
2006. Laccase activity from the fungus Trametes hirsuta using an air-lift
bioreactor. Letters in applied microbiology, 42(6), pp.612-616.

Rossello-Mora, R. & Amann, R. (2001). The species concept for prokaryotes.
FEMS microbiology reviews, 25(1), 39-67.

Rudi, K., Zimonja, M., Trosvik, P. & Naes, T. (2007). Use of multivariate statistics
for 16S rRNA gene analysis of microbial communities. International journal of
food microbiology, 120(1), 95-99.

Ryu, H-W., Reddy, L.V.A., Wee, Y.-J. 2008. Purification and Characterization of An
Organic Solvent And Detergent-Tolerant Novel Protease Produced by Bacillus
sp. RKY3. Journal of Chemical Technology and Biotechnology.

Saha, P., Krishnamurthi, S., Mayilraj, S., Prasad, G. S., Bora, T. C., & Chakrabarti, T.
2005. Aquimonas voraii gen. nov., sp. nov., a novel gammaproteobacterium
isolated from a warm spring of Assam, India. International journal of
systematic and evolutionary microbiology, 55(4), 1491-1495.

Sar1, B., 2016. Rize Ayder Kaplicalarindan Alinan Su Orneklerinden Termofilik
Bakterilerin Izolasyonu, Identifikasyonu, Ksilanaz Enziminin Geobacillus
galactosidasius BS61 Bakterisinden Saflagtirilmasi ve Karakterizasyonu.
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Fen Bilimleri Enstitiisii, Atatiirk Universitesi,
Erzurum.

Sar1, E., 2011. Bacillus circulans M34’ten Proteaz Enziminin Saflastirilmasi ve
Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya
Anabilim Dali, Ankara Universitesi, Ankara.

Sarkar, D., & Paul, G. (2016). Extraction and Bio-chemical Characterization of
Protease Enzyme from a Proteolytic bacteria Isolated from Dry Mixed Kitchen
Waste. Int. J. Curr. Microbiol. App. Sci, 5(3), 268-276.

Sarkar, D., & Paul, G. 2016. Extraction and Bio-chemical Characterization of Protease
Enzyme from a Proteolytic bacteria Isolated from Dry Mixed Kitchen Waste.
Int. J. Curr. Microbiol. App. Sci, 5(3), 268-276.

Sarnaik, S.S., Nilegaonkar, S.S., Zambare, V.P., Kanekar, P.P., Dhakephalkar, P.K.
2006. Production and Partial Characterization of Dehairing Protease from
Bacillus cereus MCM B-326. Bioresource Technology, 98: 1238-1245.

Savas, Sumeyra & Adiguzel, Ahmet & Inan Bektas, Kadriye & Ozkan, Hakan &
Gulluce, Medine & Sahin, Fikrettin. 2009. Molecular characterization of

123



thermophilic bacteria isolated from Van City Ercis Town Hasanabdal Hot
Spring. Roumanian Biotechnological Letters. 14. 4445-4454.

Saygil, H., 1995. Fitobakteriyoloji. Ege Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii, 203, Bornova-Izmir.

Scandurra, R., Consalvi, V., Chiaraluce, R., Politi, L. and Engel, P.C., 1998. Protein
thermostability in extremophiles. Biochimie, 80(11), pp.933-941.

Seiler, H., Wenning, M., Schmidt, V., & Scherer, S. 2013. Bacillus gottheilii sp. nov.,
isolated from a pharmaceutical manufacturing site. International journal of
systematic and evolutionary microbiology, 63(3), 867-872.

Sharmin, F. and Rahman, M. 2007. lIsolation and Characterization of Protease
Producing Bacillus strain FS-1. Agricultural Engineering International: CIGR
Journal, 9, 1-10.

Singh, J., Batra, N., Sobti, R.C. 2001. Serine Alkaline Protease from a Newly Isolated
Bacillus sp. SSR1. Process Biochem, 36:781-785.

Smith, N.C., Hennessy, J., Stead, D.E., 2001. Repetetive Sequence-Derived PCR
Profiling Using the BOX A1R Primer for Rapid Identification of The Plant
Pathogen Clavibacter michiganensis subspecies sepedonicus. European Jornal
of Plant Pathology, 107, 739-748.

Sookkheo, B., Sinchaikul, S., Phutrakul, S.T.C., 2000. Prufication and
Characterization of the Highly Thermostable Proteases from Bacillus
stearothermophilus TLS33. Protein Expression and Purification, vol. 20, p.
142-151.

Spink, C.H., Chaires, J.B., 1999. Effects of Hydration, lon Release, and Excluded
Volume on the Melting of Triplex and Duplex DNA. Biochemistry, 38, 496-
508.

Stead, D. E., Hennessy, J., Wilson, J., 1998. Modern Methods for Identifying Bacteria.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 52, 17-25.

Sterner, R. and Liebl, W. 2001. Thermophilic adaptation of proteins. Crit Rev Biochem
Mol Biol, 36(1): 39-106.

Studdert, C.A., Herrera Seitz, M.K., Plasencia Gil, M.l., Sanchez, J.J. and de Castro,
R.E., 2001. Purification and biochemical characterization of the
haloalkaliphilic archaeon Natronococcus occultus extracellular serine
protease. Journal of basic microbiology, 41(6), pp.375-383.

Sahin, F., 2003. Molekiiler tan1 ydntemleri (Eds: Telefoncu A., Kiifrevioglu O. 1.
Pazarlioglu, N., Biyoinformatik I).22-28 Haziran, Lisansiistii Yaz Okulu, s237.

Takenaka, S., Yoshinami, J., Kuntiya, A., Techapun, C., Leksawasdi, N.,
Seesuriyachan, P. and Yoshida, K. I. 2017. Characterization and mutation
analysis of a halotolerant serine protease from a new isolate of Bacillus subtilis.
Biotechnology Letters, 1-8.

Tamer, A.U., Ugar, F., Unver, E., Karaboz, 1., Bursaliogl. M. Ve Ogultekin. R., 3-4
Sinif Laboratuvar Klavuzu, Anadolu Universitesi, Eskisehir, 81-90 (1989).

Tanner, J.J., Hecht, R.M. and Krause, K.L., 1996. Determinants of enzyme
thermostability observed in the molecular structure of Thermus aquaticus D-
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase at 2.5 A resolution. Biochemistry,
35(8), pp.2597-2609.

Tarakgioglu, S., 2016. Erzurum Ilica Kaplicalarindan Alman Su Orneklerinden
Termofilik  Bakterilerin  Izolasyonu, Identifikasyonu ve  Bacillus
thermoamylovorans ST10 Izolatindan Lipaz Enziminin Saflastirilmas,
Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Biyoloji Anabilim Dali,
Mikrobiyoloji Bilim Dali, Erzurum.

124



Tari, C., Gengkal, H., Tokatli, F., 2006. Optimization of a Growth Medium Using a
Statistical Approach for the Production of an Alkaline Protease from a Newly
Isolated Bacillus sp. L21 Process Biochemistry, vol.41, p. 659-665.

Tekin, N., 2008. Tiirkiye Kaynakli Bacillus Sp.’lerin Alkalen Proteaz Uretim
Kapasiteleri ve Enzimlerin Kismen Karakterizasyonu. Yiiksek Lisans Tezi,
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, Ankara Universitesi. Ankara.

Tekincanli, M., Akatin, M. & Colak, A. (2015). Purification and characterization ofa
novel thermostable esterase from Thermus sp. NCCB 100425T /Thermus
Sp.NCCB 100425T’den yeni bir 1stya dayanikli esterazin saflastirilmasi ve
karakterizasyonu. Turkish Journal of Biochemistry, 40(2), pp. 116-124.

Thumar, J.T. and Singh, S.P., 2007. Secretion of an alkaline protease from a salt-
tolerant and alkaliphilic, Streptomyces clavuligerus strain MIT-1. Brazilian
journal of Microbiology, 38(4), pp.766-772.

Tolner, B., Poolman, B., and Konings, W.N., 1997. Adaptation of Microorganisms and
Their Transport Systems To High Temperatures. Comp. Biochem. Physiol,
118A/3, 423-428.

Topal, S, Pembeci, C., Borcakli, M., Batum, M., Celtik, O., 2000. Tiirkiye nin
Tarimsal Mikoflorasinin ~ Endiistriyel Oneme Sahip Bazi Enzimatik
Aktivitelerinin Incelenmesi-I: Amilaz, Proteaz, Lipaz. Turk J Biol. vol., 24, p.
79-93.

Triiper, H. G., 2005. International Perspectives on Taxonomy from the Past to the
Future, vol. 71, p. 273.

Turner, P., Mamo, G., and Karlsson, E. N., 2007. Potential and Utilization of
Thermophiles and Thermostable Enzymes in Biorefining. Microbial Cell
Factories, vol.6:9

Tiirker C., Ozcan, B.D., 2015. Alfa-amilaz enzimlerini iireten termofilik Bacillus
suslarinin izolasyonu ve enzimlerin kismi karakterizasyonu. Tiirk Tarim-Gida
Bilim ve Teknoloji Dergisi, 3(6): 387-393.

Uyar, F., Porsuk, 1., Kizil, G. and Yilmaz, E. 2011. Optimal Conditions For Production
Of Extracellular Protease From Newly Isolated Bacillus cereus Strain CA15.
EurAsian Journal of BioSciences, 5, 1-9.

Vandamme, P., Pot, B., Gillis, M., De Vos, P., Swings, J., 1996. Polyphasic
Taxonomy, a Consensus Approach to Bacterial Systematics. Microbiol. Rev.,
60, 407-438.

Vaz-Moreira, l., Figueira, V., Lopes, A. R., Lobo-da-Cunha, A., Sproer, C.,
Schumann, P.,& Manaia, C. M. 2012. Bacillus purgationiresistans sp. nov.,
isolated from a drinking-water treatment plant. International journal of
systematic and evolutionary microbiology, 62(1), 71-77.

Venugopal, M. and Saramma, A. 2007. An alkaline protease from Bacillus circulans
BM15, Newly Isolated From A Mangrove Station: Characterization And
Application In Laundry Detergent Formulations. Indian Journal of
Microbiology, 47, 298-303.

Vijayaraghavan, P., Lazarus, S. and Vincent, S.G.P., 2014. De-hairing protease
production by an isolated Bacillus cereus strain AT under solid-state
fermentation using cow dung: Biosynthesis and properties. Saudi journal of
biological sciences, 21(1), pp.27-34.

Wang, SL1, L. Y., Liang, TW, Chio, SH, Ming, LJ, Wu, PC., 2009. Purification and
Characterization Of Extracellular Lipases From Pseudomonas monteilii
TKUO0O09 By The Use Of Soybeans As The Substrate.

Whitford, D., 2005, Protein structure and function, 212 p.

125



Williams, R.A., Smith, K.E., Welch, S.G., Micallef, J., 1996. Thermus oshimai sp.
nov., Isolated From Hot Springs in Portugal, Iceland and The Azores, and
Comment on The Concept of a Limited Geographical Distribution of Thermus
species. Int. J. Syst. Bacteriol., 46(2), 403-408.

Wiseman, A., 1987. The Application of Enzymes in Industry. Handbook of Enzym
Biotechnology. Second Edition. Chapter 3. p. 274-373.

Woese, C.R., Kandler, O., Wheelis, M.L., 1990. Towards a Natural System of
Organisms: Proposal For The Domains Archaea, Bacteria and Eucarya. Proc
Natl Acad Sci U S A 87, 4576-4579.

Xu, D. and Céte, J.C., 2003. Phylogenetic relationships between Bacillus species and
related genera inferred from comparison of 3’ end 16S rRNA and 5’ end 16S-
23S ITS nucleotide sequences. International Journal of Systematicand
Evolutionary Microbiology, 53(3), pp.695-704.

Yang, J., Shih, 1., Tzeng, Y. and Wang, S. 2000. Production and Purification Of
Protease From A Bacillus subtilis That Can Deproteinize Crustacean Wastes.
Enzyme and Microbial Technology, 26, 406-413.

Yanmis, D., Adiguzel, A., 2014. Molecular Typing Of Thermophilic Bacilli Isolated
From Different Hot Springs of Turkey. Research Journal of Biotechnology, 9:
83-88.

Yilmaz, F., 2002. Bacillus Tiirleri. Bitirme Tezi, Karadeniz Teknik Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiiltesi, Rize.

Yilmaz, B., Baltaci, M. O., Sisecioglu, M., & Adiguzel, A. 2016. Thermotolerant
alkaline protease enzyme from Bacillus licheniformis A10: purification,
characterization, effects of surfactants and organic solvents. Journal of enzyme
inhibition and medicinal chemistry, 31(6), 1241-1247.

Zahoor, S., Javed, H.M. and Babar, M.E., 2016. Characterization of a novel hydrolytic
enzyme producing Thermophilic bacterium isolated from the hot spring of
Azad Kashmir-Pakistan. Brazilian Archives of Biology and Technology, 59.

Zeigler, D.R., 2003. Gene sequences useful for predicting relatedness of whole
genomes in bacteria. International journal of systematic and evolutionary
microbiology, 53(6), pp.1893-1900.

Zhang, Y., Huang, Q., Peng, Y., Li, X., Wang, H. 2003. Purification And
Characterization Of An Extracellular Alkaline Serine Protease With Dehairing
Function From Bacillus pumilus. Current Microbiology, Vol 46, pp.169-173.

Zvidzai, C. J., Zvauya, R., 2000. Purification of a Protease From an Alkalophilic
Bacillus subtilis Isolated From a Zimbabwean Hot Spring. Journal of Food
Biochemistry. vol 25, p. 1-13.

126



OZGECMIS

1993 yilinda Istanbul’da dogdu. Ilk, orta ve lise 6grenimini Izmir’de tamamladi. 2011
yilinda girdigi Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Béliimii’nden 2015 yilinda derece ile mezun oldu. Eyliil 2015°de, Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii Genetik Anabilim
Dali’nda Yiiksek Lisans Ogrenimine bagladi. 2016 yilinda Erzurum Teknik
Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiine yatay gecis yapti.

Erzurum Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde 2016

yilindan beri Arastirma Gorevlisi olarak ¢aligmaktadir.

127



EKLER
EK.1. 16S rRNA Sekans Analizi Sonucunda Olusturulan Diziler

>Bacillus circulans strain EGK1 Ac.Num. MG016499

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTT
TAAAAGCTTGCTTTTAAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACC
GGATAATCCTTTTTCTCTCATGAGGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTG
TCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGAGAGTGGAAT
GAACGGTTTTCCGATTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACA
AGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCGTAGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGA
GTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC
TCTGACACTCCTAGAGATAGGACGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACA
GGTGATGCATGCTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGGCGCAACCCTTGATCTTTAGTTGCCCAGCCAATTCAGTTG
GGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GATGGTACAAAGGGCAGCAAAGCCGCGAGGTCGAGCAAATCCCATAAAA
CCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAA
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
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GGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG
TG

>Bacillus firmus strain EGK2 Ac.Num. MG016500

TCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGT
CGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTTAGCGGCGGACGGGTG
AGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAAC
CGGGGCTAATACCGGATAATTCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAA
GATGGTTTCGGCTATCACTTGCAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGAATGGAAGGTTTCCGGATTTCGTAAAACTTCTGTTGTTAA
GGGAAGAACCAAGTAACTGGAGTAAACTGCCCGTAACCTTGATCGGTAC
CTAACCAGAAAGGCCCACGGCCTAACTACGTGCCAGGCAGCCGCCGTAA
TACGTAGGTGGGCAAAGCGTTGTCCGGAAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGCAGGCGGTTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACCGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTG
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAAT
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTCCTGACAACCCTAGGAGAT
AGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGGATGACAGGTGGTGGCATGATCGTC
GTCAGCTCGTGTCATTGAGATGCTGGGTTAAGTCCCGCCAACGAGCGCGC
CAACCCCCTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCT
GCGAGACCGCGAGGTTAAGCGAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGA
TTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGG
ATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
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CACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGA
GCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTG

>Bacillus firmus strain EGK3 Ac. Num. MG016501

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACA
GATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAATTCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGATGGTTTCGG
CTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGACGTG
AATGGAAGGTTTTCGGATCCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGT
ACCGGAGTAACTGCCGGTAACTTGAACGGTACCTAACCAGAAAGCCACG
GCTAACTACGTGCCAGCAGGCCGCGGTAATAACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA
ACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTTCCACGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCC
GCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCCTGGGGAGTAC
GGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCCTTACCAGGTCT
TGACATCTCCTGACAACCCTAAGAGAATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGAC
AGAATGACAGGTGCTGCATGCTGGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGATGTTG
GGATTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTGAATCTTTAGATTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTAAGCGAAT
CCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATG
AAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACC
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CGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAG
ATGATTGGGGTG

>Bacillus circulans strain EGK4 Ac. Num. MG016502

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTT
TAAAAGCTTGCTTTTAAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACC
GGATAATCCTTTTCCTCTCATGGGGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTG
TCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATTG
AAAGGGTTTCGGATCGTAAAACTCCGGTGGTACGGGAAGAACAAGTACA
AGAGTAACTGCCTGTACCTTGACCGTACCTAAACAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTAAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGA
GTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGGAACCCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTCTGACACTCCTAGAGATAGGACGGTCCCCTTCGGGGGACAGAGTTG
ACAGGTGGTGCATGATTGGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGATA
AGTTCCCGCAACGAGCGCGAACCCTTGATTCTTTTACTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAAAGGGCAGCAATACCGCGAGGTCGAGCAAATCCCAT
AAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCT
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
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TCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATT
GGGGTG

>Bacillus circulans strain EGK5 Ac. Num. MG016503

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTT
TAAAAGCTTGCTTTTAAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCAGGAAACCGGAGCTAATACC
GGATAATCCTTTTTCTCTCATGAGGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTG
TCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGACAGAACAAGTACAAG
AGTAACTGCTTGTACCTTGACGATACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATTGTGAAAG
CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGC
AGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAAGAT
GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGT
GCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTGAAACTCAAAGGAAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCCTTACCAGGTCTTGACATCC
TCTGACACTCCTAGAGAATAGGACGTTCCCCTTCGGGGGGACAGAGTGG
ACAGGTGATGCATGGCTTGTCGTCAGCTCGTGTCCGTGAGAATGTCGGGT
TAAGTCCCGCAACGAAGCGCCAACCCCTGTGATCTTAGTTGCCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGATGGTACAAAGGGCAGCAAAACCGCGAGGTCGAGCAAATCCCA
TAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGC
TGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
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TCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATT
GGGGTG

>Bacillus circulans strain EGK6 Ac. Num. MG016504

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTT
TAAAAGCTTGCTTTTAAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACC
GGATAATCCTTTTCCTCTCATGAGGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTG
TCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTTGATT
GAACGGTTTTCGGATTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACA
AGAGTAACTGCTTGTACCTTGACCGTACCTAACCAGAAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GAATCATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTG
AAAGCCCACGGCTCAACCCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTG
AGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTG
ACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTT
TAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTCTGACACTCCTAGAGATAGGACGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGT
GACAGGTGGTGCATGATTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTGATTCTTAGCTTGCCAGCATTCAG
TTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACA
ATGGATGGTACAAAGGGCAGCAAAACCGCGAGGTCGAGCAAATCCCATA
AAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGT
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CGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATT
GGGGTG

>Bacillus firmus strain EGK7 Ac. Num. MG016505

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACA
GATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAATTCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGATGGTTTCGG
CTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAAGTT
GATGAAGGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTGGTTAGAGAAGAACAAGT
ACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAAGCCACG
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGGTTCCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGC
CCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTTACCAGGTCTTGA
CATCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGGAT
GACAGGTGATGCATGATTGTCGGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGGTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGGAATCTTTAGTTTGCCAGCATTCA
GTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTAAGCGAATCCCAT
AAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
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TCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATT
GGGGTG

>Bacillus firmus strain EGK8 Ac. Num. MG016506

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACA
GATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAATTCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTAAAAGATGGTTTCGG
CTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGG
ATTGAAGGTTTCCGGATTCGTAAAACTCTGTGGTTAGGGAAGAACAAGTA
CCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAAGCCACGG
GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGT
CCGGGAATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGGTTCATTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGA
ACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGT
AACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCG
CCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG
ACATCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGG
ATGACAGGTGGTTGCATGATTGTCGTCAGCTCGTGTCATGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATTCTTAGCTTGCGCAGCATTC
AGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTAAGCGAATCCCA
TAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGC
CGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG
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TCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATT
GGGGTG

>Bacillus circulans strain EGK9 Ac. Num. MG016507

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTT
TAAAAGCTTGCTTTTAAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
CAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACC
GGATAATCCTTTTCCTCTCATGAGGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTG
TCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCTGTAGGGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTCGACT
GAACGGTTTTCCGGATTCGTAAAACTCTGGTGTTAGGGAAGAACAAGTAC
AAGAGTAAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
GGGAATTTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGGCGGTCCTTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCACCACGGCCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGA
CTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGC
CCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCCTCTGACACTCCTAGAGAATAGAACGTTCCCCTTCGGGGGACAGAG
TGAAAGGTGGTGCATGGTGGTCGTTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCCAACCCCTTGGAATCCTTAGTTGCCAGCATT
CAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCAAAACCGCGAGGTCGAGCAAATCCC
ATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAG
CTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAA
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GTCGGTGTGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGAT
TGGGGTG

>Bacillus circulans strain EGK10 Ac. Num. MG016508

GACGAACGCTGCCCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACT
TTAAAAGCTTGCTTTTAAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATAC
CGGATAATCCTTTTTCTCTCATGAGGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCT
GTCGCTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAT
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAA
GAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTTGAGTG
CAGAAGAGAAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
GTCGAGGGAACACCAGTGGCCGAAGGCGACTCTTTTGGTCTGTAACTGAC
GATGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGGATTTAGATACCCCTGG
TAGTCCACGCCGGTAAAACGATGAGTGCCTAAAGTGTTAGAGCGTTTTCC
CGCTCCTTTTAAGTGCTGCACCAAACGCATTTAAAGCACCTCCGCCTGGG
GGAGTACGGCCGCAAGGGCTGAAACTCAAAGGAGATTGATCGGGGGGCC
CGCCACAAGCGGTGGAGCATTGTGGTTTTAATTCGAAGCCAGCGCCGAA
GAACCTTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACACTCCTAGAGATAGGACGT
TCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTT
AGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG
CTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCAAAACCGCGAGG
TCGAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACT
CGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGT
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TTGTAACACCCGAAGTCGGTGTGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAG
GTGGGATAGATGATTGGGGTG

>Pseudomonas hussainii strain EGK11 Ac. Num. MG016509

CACCCCAGTCATGAATCACTCCGTGGTAACCGTCCCCCCGAAGGTT
AGACTAGCTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACT
AGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACG
ATAGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCACGGCTTGGCAACCCTCTGTAC
CTACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTG
CCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAAGGGGTTGGCGCTCCGTT
AACCGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGC
AGCACCTGTGTCTGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTC
TCAGCATGTCAAGGCCAGGTTAAGGTCCTTCGCGTTGCTTCGAAATAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAA
ACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCC
ACTAAGCTCTCAAGGAGCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGG
ACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTG
TCAGTATCAGTCCAGGTAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATC
TACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACTACCCTCTACCGTACTCT
AGCCACGCAGTTTTGGAGGCAGTTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACC
TTCAACTTACGCAACCACCCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT
TAACGCTCGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCC
GTGCTTATTCTGTTGGTAACGTCAAAACAGTAAGGTATTAACTTACTGCC
CTTCCTCCCAACTTAAAGTGCCTTTACAATCCGAAGACCTTCTTCCACAAC
ACGCGCCATGGACTTGGAATCAGGCTTGCCCCCATTGTCCAATATTCCCC
ACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACT
GATCATCCTCTCAGACCAGTTAACGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACC
CCACCAACTAGCTAGTCGTACCTAGGCTCATCTAATAGCGTGAGGTCCGA
AGATCCCCCACTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCAGTCGTTTC
CAACTGTTGTCCCCCACTACTAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGT
CCGCCGCTAAATCCAAGAGCAAGCTCTCTTCATCCGCTCGACTTGCATGT
GTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAAT
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>Silanimonas lenta strain EGK12 Ac. Num. MG016510

AGTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAG
CGCGGGGGCAACCCTGGCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGGAATTCGTCG
GAATCTGCCTTTTTGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGACCGCAAGGCCTCACGCAGAAA
GATGAGCCGACGACCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCCACCAAG
GCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACA
ATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCTT
CCCGGGTTGGTAAAGGCACTTTTGTCCCGAAAGAAATCCCTGAAGCTAAT
ACATTCGGGGGATGACGGTACCGGAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGT
GCCAGCAGCCGCCGGTAATACGAAGGGGTGCAAAGCGTTACTCGGAAAT
TACTGGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGACGTGCATTGGAAACTGGCGATCTAGAGTAC
GGTAGAGGGTGGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATC
GGGAGGAACACTCGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACCAGTACTGACGCT
GAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGCTCATTTCGGAGCTCAGTA
TCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACCGGTCGCAAGA
CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGGAGTATG
TGGGTTTAATTTCGATGCAACGCGCAGAACCTTACCCTGGCCTTGACATC
CACGGAACTTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACCGTTGAGAAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCATGAGAAATGGTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCCTAGTTTGCCAGACACTCTCGAG
TTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGCGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTAC
AATGGTGGGGACAGAGGGCTGCGATCCGGCGACGGTGAGCCAATCCCAG
AAACCCCATCCCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAG
CAGGTAGCTTAACCGCAAGGGGGGCGCTTGCCACGGTGTGGCCGATGAC
TGGGGTG
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>Bacillus siralis strain EGK13 Ac. Num. MG016511

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCTTGC
ACAAGAAAGCTTGCTTTCTTGTTGCTTGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACA
CGTGGGCAACCTGCCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCT
AATACCGGATAATGCTTTTGAACACATGTTCGAAAGCGGAAAGATGGTTT
CGGCTATCACTTATAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTA
TCCGGAAGTTAACTTGTTCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGGAAGCCA
AGCCTAACTACCGTGCCAGGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAAGC
GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGGCGGTTCTTTAAGT
CTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGG
GGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTTTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTT
CCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTTACCAGGT
CTTTGACATCCTCTGCCACCCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGA
CAGAGTGACAGGTGGTGCATGATTGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGAATGG
TGGATTAAGTTCCCGCAACGAGCGCCAACCCTTTTGAATTCTTAGTGGCC
AGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGGAGCG
AATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC
ATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAAC
ACCCGAAGTCGGTGAGGTAACTGGTGGTTTCACTGAGTATCTGATAAAAG
TAGTCGGAAATTCAGTGAAACCACTAGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGAC
AGATGATTGGGGTG
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>Thermomonas hydrothermalis strain EGK14 Ac. Num. MG016512

CACCCCAGTCATCGGCCACACCGTGGCAAGCGCCCTCCTTGCGGTT
AAGCTACCTGCTTCTGGTGCAACAGACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCAGCAATGCTGATCTGCGATTAC
TAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTGA
GATGGGGTTTCTGGGATTGGCTCCGCCTCGCGGCATCGCAGCCCTCTGTC
CCCACCATTGTAGTACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACT
TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGCTTGTCGCCGGCGGTCTCCTTAGAGT
TCCCACCATCACGTGCTGGCAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTGCCC
GGAGAACTTATATCCCCAAACAATTCTCACCGACACCGAGCTGACGACA
GCCATGCAGGCACCTGTGTTCACGGTGCCCGAAGGCACTCCCCACATCTC
TGCAGGATTTCCGTGCATGTCAAGACCAGGTAAAGGTTCTGCGCGTTGCA
TCGAAATTAAACCCACATACTCCACCCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAAT
TCCTTTGAGTTTCAGTCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGCGAACTTAAC
GCGTTAGCTTCGAGACTGAGCGCCAAAGTGCACCCAACCTCCAGTTCGCA
TCGTTTAGGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACG
CTTTCGTGCCTCAGTGTCAGTGCTGGTCCAGGGTGTCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTCCCGATCTCTACGCATTTCACTGCTACACCGGGAATTCCACAC
CCCTCTACCGCACTCGAGTCCGCCAGTTTCCAATGCCATTCCCAGGTTGA
GCCCAGGGCTTTCACATCAGACTTAACAAACCACCTACGCACGCTTTACG
CCCAGTAATTCCGAGTAACGCTTGCCACCCTTTCGTATTACCGCGGCTGC
TGGCACGAAAGTTAGCCGGTGCTTATTCTTCCGGTACCGTCAGAACCACC
CGAGGTATTAGCCCGATGCTTTTCTTCCAGGACAAAAGAGCCTTTACAAC
CCGAGGGCCTTCCTTCCACTCCAACGCGGCAATGACCTGGAGTCCACGGA
GGCTTGCGCCCATTGTCCAATATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAT
CGATCGTCGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCGCCAACTAGCTAATCGAACAT
GGGCTCATCCAATCGCGCCAGGCCCGAAGGTCCCCGGCTTTCCCCCGAAG
GGCGCATGCGGTATTAGCGTAAGTTTCCCTACGTTATCCCCCACGACTGG
GCAGATTCCCATGTATTCCTCACCCGTCCGCCACTCGCCACCCATGGAGC
AAGCTCCACTGTGCTGCCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCCTGCCGCCAG
CGTTCACT
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>Bacillus pumilus strain EGK15 Ac. Num. MG016513

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACA
GAAGGGAGCTTGCTCCCGGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAAT
ACCGGATAGTTCCTTGAACCGCATGGTTCAAGGATGAAAGACGGTTTCGG
CTGTCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAT
GGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AATTGAAATGGTTTTCGGATTCGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAACAA
GTGCGAGAGTAACTGGCTCGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGT
TGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGA
AACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTAGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCC
GCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCCTTACCAGGGT
CTTGACATCCTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTTCCCTTCGGGGACAG
AGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGG
GCTAAGTCCCGCAACGAGACGCAACCCTTGGTATTCTTAAGTTGTCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGACAGAACAAAGGGCTGCAAGACCGCAAGGTTTAGCCAAT
CCCATAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTG
AAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGCAACACC
CGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGCA
GATGATTGGGGTG

142



>Bacillus firmus strain EGY1 Ac. Num. MG016514

GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAG
ATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATA
CCGGATAATTCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGATGGTTTCGGC
TATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCTCTATCGGGAGGCACCAGTAGG
GAATCTTCCCCAAAGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGCGAGTG
ATGAAAGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGGTGTTAGGAAAGAACAAGTAC
CGGAGTAATCTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCGAGAAGGCCCACG
GCTAACTACGGTACCAGCAGCGCGGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGAATTATTGGAGCGTAAAGCGCGCGGCCAGGCGGTTCCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGAGAGGGTTCATTGGAAACTGGGA
ACCTGAGTGCAAAAGAGAAGGATGGGAATTCCACGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTTGGCGATGGCGACTCTTGGTCT
GTAACTGACGCTGAGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAATCAGATTAGATACC
TGGTAGTCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTCCGCCC
TATAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGGATGA
CAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGC
ACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAT
GGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTAAGCGAATCCCATAAAACCA
TTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGCAATCG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGG
GGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTG
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>Bacillus firmus strain EGY2 Ac. Num. MG016515

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACA
GATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAATTCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGATGGTTTCGG
CTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGACAGTAGG
GAATCTTCCGCAATGGACGACAGTCTGCACGGAGCAACCCCGCGTGAGT
GATGAAAGTCTTCGGATCGTAAAACTACTGTTGTTAGAGAGAGAACAAG
TACCGGAATAACCGCCGGTACCTTGAGCGGTACATAACCAGAAAGCCAC
GGCTATACTACGTGCCAGCAGCCGTGGTAATACCTAGGTGCCAAGCGTTG
TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCCAGGCGGTTCCTTAAGTTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAA
CTTGGAGTGCAGAAGAGGAAGAGTGGAATTCCACGGTGTAGCGGGTGAA
ATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCCGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAAGAGGG
TTTCCGCCCTTTAGTTGCTGCAGCAAACCGCATTAAGCACCTCCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGAAGCATTGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTC
ACACAGGTCTTGACATCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTT
CGGGGGACAGGATAACAGGTGGTGCTATGGTTGTCGTCACCTCGTGTCGT
GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATACTTAGTTG
ACAGCATACAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAACCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTCCATATCAATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTT
AAGCGAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTCGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGG
TGGGACAGATGATTGGGGTG
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>Bacillus firmus strain EGY3 Ac. Num. MG016516

CACCCCAATCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAGGTT
ACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACT
AGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAG
AATGGTTTTATGGGATTCGCTTAACCTCGCGGTCTCGCAACCCTTTGTACC
ATCCATAGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTGCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGT
GCCACAACTGAATGCTGGCAAATAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGG
GACTTAACCACAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCA
CCTGTCATCCTGTCCCCCGAAGGGGAACGCCCTATCTATAGGGTTGTCAC
GAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCAC
ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTT
GCGGCCTGTACTTCCCCAGGCGGAGGGCTTAATGCGGTTGCTGCACAGCA
TAAAGGGCGGAAACCTCTAACACTTAGCAACTCATCGTTTACGGCGTGGA
CTAACAGGGTAGTCTAATCCTGTTTGCTCCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGC
GGTCAGTTACAAGACCAAAGAAGTCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCA
CATCCTCTTACCGCATTTCACCGCTACCACGTGGAATTCCACTCTTCCTCT
TCTGCACTCAAGTTCCCCAGGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGG
GGGCTTTCACACTCAAACATTAAGGAACCGCCTGCGCGGCGCTTTACGCC
CAATAATTCCGGAACAACGCTTGCCACCTACGTATATACCGCGGCTGCTG
GCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGGCA
GTTACTCCGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTGATGATCCGAA
AACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCG
GAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTC
CCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGT
GAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGCCCATCTGTAAGT
GATAGCCGAAACCATCTTTCAGCTTTCCCTCATGTGAGGGAAAGAATTAT
CCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGTT
GCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGACTTCAGGGAGCAAGCTCCC
ATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTC
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>Bacillus firmus strain EGY4 Ac. Num. MG016517

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGCGACA
GATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGAGGCTAAT
ACCGGATAATTCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGATGGTTTCGG
CTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
TGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGCGAAGAACAAGTACCG
GAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCACAGCAGGCCGCGGTATATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTCGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTG
AGTGCAGAAAGAAGAAAGAGTGAATCCACGTGTAGCGGGTGAATACGTA
AGAGAATGTGGAGGAACCACCAGTGGCGAAGCGACTTCTTTGGTCTGTA
ACTGACGCTGAGGGCGCCGAAAGCGGTGGGGGAGGCAAACAAGGATTA
AATACCCTGGTAGTCCACCGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAAAG
GGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACCGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGACATTGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCG
GGGGACACGAGTGACAGGTGTGTCCATGGTTGTTCGTCAGCTCTGTGTCG
TGGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTT
GCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTTAA
GCGAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCC
TGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGT
AACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTG
GGACAGATGATTGGGGTG
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>Bacillus firmus strain EGY5 16S Ac. Num. MG016518

CACCCCAATCATCTGTCCCATGTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAGGTT
ACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACT
AGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAG
AATGGTTTTATGGGATTCGCTTAACCTCGCGGTCTCGCAGCCCTTTGTACC
ATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG
ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTG
CCCAACTGAATGCTGGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTG
TCATACTCGTCCCCCGAGAGGGGAACGCCCTAATCTCTTAGGGTTGTCAG
GAGATGTCAAGACCTGATAAGGTTCTTCGCGTGGCTTCGAATTAAACCAC
ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTCCAGCCTT
GCGGCCGTTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGGCACT
AAAGGGCGGAAACCCTCTACACATTAGCAATCATCGTTTACGCGGTGGA
CTAACAGGGTTATCTAATCCTGTTTGCCTCCCCACGCTTTCGCGGCCTCAG
CGTCAGTTACAGACCAAAGAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACA
TCTTCCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCCACTCTTCTCTTCTGC
ACTCCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGAACCTCCCCGGTGGAGCCGGGGGLT
TTCACATCAGAACTTAAGGAACCGCCTGGCGCGCGCTTTACGCCCAATAA
TTCCGGGACAACGCCTGCCACCTCACGGTATTACCGCGGGCTGCGTGGCA
CGTAGTTAGACGTGGCTTCCTGGTTAGGTACCGCCAAGATACCGGCAGTT
ACTCCCGGGAACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTGCACGATCCGAAAA
CCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCCTCAGACATTCGTCACATTGAGG
ATCAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGT
CCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGG
TGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGCCCATCTGTAAG
TGATAGCCGAAACCATCTTTCAGCTTTCCCTCATGTGAGGGAAAGAATTA
TCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTACAGGCAGGT
TGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGACTTCAGGGAGCAAGCTCC
CATCTGTCCGCTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTC
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>Pseudomonas hussainii strain EGY6 Ac. Num. MG016519

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGA
AGAGAGCTTGCTCTTGGATTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGG
AATCTGCCTAGTAGTGGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATTAG
ATGAGCCTAGGTACGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGG
CGACGATCGTTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
TGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTGATTGCCTT
ACTGTTTTGACGTTACACAACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACACAGCGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGCGCGGTAGGTGGTGGCGTAAGTTGAAGTGAAATCCCCGGGCT
TAACCTGGGAACTGCCTCCAAACTGCGTGGCTAGAGTACGGTAGAGGGT
AGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACA
CCAGTGGCGAAGCGACTACCTGGACTGATACTGAACACTGAGGTGCGAA
AGCGTGGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCACGCGTAAAC
GATGTCAACTAGCCGTTGGGCTCCTGAGAGCTTAGTGGCGCAGCTAACGC
ATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATG
AATTGACCGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTGGACATGCTGAGAACTTTCCAGAG
ATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCAGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTCTCGTGAGATGTTGGATTAAGTCCCGTAACGCACTTGCGCTA
TACACGATTGACCTGAATTACCAGCACGATATGAATGCGCATCATGCTAA
GCTAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGGTACA
GAGGGTTGCCAAGCCGTGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCTATCGTA
GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACC
TTCGGGGGGACGGTTACCACGGAGTGATTCATGACTGGGGTG
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>Pseudomonas hussainii strain EGY7 Ac. Num. MG016520

CACCCCAGTCATGAATCACTCCGTGGTAACCGTCCCCCCGAAGGTT
AGACTAGCTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACT
AGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACG
ATAGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCACGGCTTGGCAACCCTCTGTAC
CTACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTG
CCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGG
GACCTTTAATCCGCATCACATTCGCATCAACACGAGCTGACGACATGCCA
TTGCCATGCACCTGTGTCTGAAGTTTCCCGGAAGGCACCAATCCCATCTC
TGGAAAAGTTCCTCAGCAATGTCAAGGCCAAGGTAAGGGTTCTTCGCGTT
GCTTCGAATTAAACCCACATGCTCCACCGGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCCGGTCAACTTAA
TGCGTTAGCTGCGCCACTAAGCTCTCAAAGGAGCCCAACGGCTAGTTGAC
ATCGTTTACGGCGTGGACTACCCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCC
ACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTAGTCGCCTTCGCCA
CTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCA
CTACCCTCTACCGTACTCTAGCCACGCAGTTTTGGAGGCAGTTCCCAGGG
TTAAGCCCGGGGATTTCACCTTCAACTTACGCAACCACCTACGCCGCCGC
TTTACGCCCAAGTAAATCCGATTAACGCCTCGCCACCCCTCTGTATTACC
GCGGCTGCTGGGCACAGAGTTAGGCCGGTTGCCTATCCTGTTGGTAACGG
TCAAAACAGTAAGGTATTAACTTACTGACCTTCCTCCCAACTTAAAGTGC
CTTACAATCCGAAGACCGTTCTTCACCGACCACGCCGGGCATGGCTGGAT
CAGGGTTGCCCCCATTGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAG
TCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTT
AACGATCGTCGCCTTGGTAGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCGTAC
CTAGGCTCATCTAATAGCGTGAGGTCCGAAGATCCCCCACTTTCTCCCGT
AGGACGTATGCGGTATTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTGTCCCCCACTACT
AGGCAGATTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTAAATCCAAGAGCA
AGCTCTCTTCATCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTC
AAT
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>Pseudomonas hussainii strain EGY8 Ac. Num. MG016521

CACCCCAGTCATGAATCACTCCGTGGTAACCGTCCCCCCGAAGGTT
AGACTAGCTACTTCTGGAGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT
GTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACT
AGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACG
ATAGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCACGGCTTGGCAACCCTCTGTAC
CTACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTT
GACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTG
CCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCAC
CTGTGTCTGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCAGC
ATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCG
GCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTATGCGTTAGCTGCGCGCCACTAAGG
CTCTCCAAGGAGGCCCAACGGCTAGGTGACTAACTGGTTTACGGGCGTG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGATTGCTCCCCACGCTTTCCGCAACCTC
CAGTGTCAGTATTCAGTCCAGGTAGTCGCATTCGCCACTGGGTGTCATCC
TATATCTACCGCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACTTACCCTCTACC
GTACTCTAGCCACGCAGTTTTGGAGGCAGTCCCAGGGTAAGCCCGGGGA
TTTCACCTTCAACTTAGCGCAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAA
TTCCGAATAACGCTCGCACCCTCTGTATTACCGCGGCGGCTGGCACAGAG
TTAGTCGGTGCTTATTCTGTTGGTAACGTCAAAACAGTAAGGTATTAACT
TACTGCCCTTCCTCCCAACTTAAAGTGCTTTACAATCCGAAGAACTTCTTC
ACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGGTTGCCCCCATTGTCCAATCATGGT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTG
TGACTGATCATCCTCTCAGACCAGTTAGCGATCGTCGCCTTGGTAGGCCT
TTACCCCACCAACTAGCTAATCGTACCTAGGCTCATCTAATAGCGTGAGG
TCCGAAGATCCCCCACTTTCTCCCGTAGGACGTATGCGGTATTAGCAGTC
GTTTCCAACTGTTGTCCCCCACTACTAGGCAGATTCCTAGGCATTACTCAC
CCGTCCGCCGCTAAATCCAAGAGCAAGCTCTCTTCATCCGCTCGACTTGC
ATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAAT
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>Thauera sp. strain EGY9 Ac. Num. MG016522

ATTGAACGCTGGCGGCATGCTTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGC
GGGGGCTTCGGCCTGCCGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATGCATCGG
AACGTACCCAGTGGTGGGGGATAGCTCGGCGAAAGCCGGATTAATACCG
CATACGCCCTGAGGGGGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCCATTG
GAGCGGCCGATGTCGGATTAGCTAGTTGGCGAGGTAAAGGCTCACCAAG
GCGGCGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACA
ATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTC
GGGTTGTAAAGCCTCTCTTCACAGTCGGGAAGAAAAGGCAGACTCTAAC
ATAGGCCAGTTGCTGAACCGTACCGAACAGAATGAAGCACCGGCTAACT
ACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAA
TTACTTGGGCGTAAAGCGTGCGCCAGGCGGTTTGCTAAGACAGGTGTGA
AATCCCCGGAGCTTAACCCTAGGAACCTGCGCTTGTGACCTGGCCAGCCT
AGAGTACCGCCAGAGGGGGGGTGGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGC
GTAGAGATGGGGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGLCTG
TACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCAACTAGGTCGTTCGGGAGCGGTA
ACGCACTGAGTGACGCAGCTAACGCGTGAAGTTGACCGCCTGGGGGAGT
ACCGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGAACCCCGCACAA
GCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAAACCTTAACT
ACCCTTGACATTGCCAGGAATCTTGGTGAGAAGCCGAGAGTGCCTCCGG
GAGCCTGGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCCGTCAGCTCGTGGTCCTAGG
GAAATGTTGGGATTTAGAGTCCCCGCAACACGAGCGGCAACCCTTGCCA
CTAATTGCCATCATTGAGTTGGGCACTTTAGTGGGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAG
GGCTTCACACGTCATACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGA
GGCGGAGCCAATCCCTACAAAGCCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGC
AACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGTC
GCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGG
AGTGGGTTTCACCAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACC
ACGGTGAGATTCATGACTGGGGTG
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>Pseudomonas hussainii strain EGY 10 Ac. Num. MG016523

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGA
AGAGAGCTTGCTCTTGGATTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGG
AATCTGCCTAGTAGTGGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCG
CATACGTCCTACGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATTAG
ATGAGCCTAGGTACGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGG
CGACGATCGTTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
TGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCG
GATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTT
ACTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AATCAGCCCGCGTAGAGTGCTTGCATAAGTATGAAGGGGAAATTCCCCC
GGATCTAACCTGGAGAACTGCGCTCCAAAACGGTCGTGTGCTAGGAGTA
AGCGTAGAAGATGAGTGAAGATTTCCCTCTGGTTCGACGCGGTGAAATG
CGTAGATATAGAGAAGGAACACCACCTGTGCGAAGGGCGACTACCTGGA
CTCGATATCGTCACACTTAGAGGTGCGAAAGCGTGGGTGAGCAAACCAG
GTATGAGATACCCTTGGTAGGTCCCGACGCCGGTAAACGAGTGTTCACAC
TACCCGGTGGGGCTTCCTTGATGAGCTTAATGGGCGCAAGCTAAACGCAT
TTAAGTTGACCCGCCTGGGGGATGTACGCCCGCAAGGGTTAAAACTCCA
AATGAAATTGACCGGGGGCCCGCACCAAGCCGGTGGGAGCATGTGGTTT
TAATTCGAAAGCAACCGCGAAGAACCTTTACCTTGGCCCTGACATGCTGA
AGAAACTTTCCAGAAGAATGGATGGGTGCCCTTCCGGAAACTCAGAACA
ACAAGTTGCTGCAATGGCCTGTCGGTCAGCTCCGTGTCCATGGAGAATGA
TGGGGTTAAGGTTCCCGTAAGCGAGAGCCGCCAAACCACGTTGAGTCCCT
TAGTTACCAGCACGTTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCG
TGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAACCTATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTG
CAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGT
CACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGG
GAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGGGGACGGTTAC
CACGGAGTGATTCATGACTGGGGTG
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>Bacillus circulans strain EGY11 Ac. Num. MG016524

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACTT
TAAAAGCTTGCTTTTAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGC
AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCG
GATAATCCTTTTCCTCTCATGAGGAAAAGCTGAAAGACGGTTTACGCTGT
CACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGCGAAT
CTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACAAGA
GTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAAT
ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCGAGGCGGGTCTCTTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCACGCGCTCAACCCTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAG
GTGCAGAAGAGGAACAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGGCG
TAGAGATGATTGGAGGAACACCCAGTGGCGAAGCGGACTTCTTTGGTTCT
TGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGGAGCAAACAAGGATTAA
AATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGGTGTAAAGG
GTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGGCACTCCCGCCTGG
GGACTAACGGCCGCAAGGCTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAGACC
TTACAGGTCTTGGACATCCTCTGGACACTCCTAGAGATAGGACGCTCCCC
TTCGGGGGACAGAGTGACAAGTGGTGCATAGGGTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGT
TGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCAGCAAAACCGCGAGGTC
GAGCAAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCG
CCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGG
TGGGATAGATGATTGGGGTG
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>Thermomonas haemolytica strain EGY12 Ac. Num. MG016525

TGAACGCTGGCGGCAGGCCTAATACATGCAAGTCGAACGGCAGCAC
AGTGGAGCTTGCTCCATGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACG
TGGGAATCTGCCCAGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAAT
ACCGCATGCGCCCTTCGGGGGAAAGCCGGGGACCTTCGGGCCTGGCGLG
ATTGGATGAGCCCACGTCGGATTAGCTAGTTGGCGGGGTAACGGCCCAC
CAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGA
AGTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTG
GACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGC
CCTCGGGTTGTAAAGGCTCTTTTGTCCGGAAAGAAAAGCACTCGGGTTAA
TACCCCGGTGTCCTGACGGTACCGGAAGAAATAATGCACCGGCTAATCTT
CGGGCCAGCAGCCGCGGTAATCACGAAGGGTGCAAGCGTAACTCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGTGCGTCACGTGGTTCGTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCTGGGCTCAACCTTGGAATGGCATTGGAAACTGGCGGACTGGAGTGC
GGTAGAGAGTAGCGGAATTCCCGGTGTTAGCAGTGAAATGCGTAGGAGA
TCGGGAGGAACATCCGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGACCAGCACCTGAC
ACTGAGGCACGAAAGCGTGAGGAGGCAAACAGGATTAGAATACCCTGTA
GTCCACCGCCCTAAACGATGCGAACTGCACGGTGGGTGCAACTTGGCAC
CTCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCG
CAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
ATATTGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGCAGAACCTTTACCTGGCCTGGA
CATGCACGGAAGCTTCCAGAGATGGGAGTGTGCCTTCGGGAACCGTGAC
ACAGGTTGTCTGCATGGCTGTGCCTCAACTCGTGTCGTGAGATGTTGTGG
TTAAGTCCCGCAACGAGAGCAACCCTTGTCCTTAGTTGCCAGCACGTAAT
GGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGCGACAAGCCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTACTG
AGCAGCATGGTGGGGACAGAGGGCTGCGATGCCGCGGGGCGGAGCCAAT
CCCAGAAACCCCATCCCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTCTGTTGCACC
AGAAGCAGGTAGCTTAACCGCAAGGAGGGCGCTCTCCACGGTGTGGCCG
ATGACTGGGGTG
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>Bacillus siralis strain EGY13 Ac. Num. MG016526

TTTAAGCCGAAGGTCGATGCTATTCGGCGCATGGGCGCGGGATTAT
CCCCACCTTCGGCCGGGTTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGGGCCCAACT
GAATGCTGGGACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTG
TCCCCCGAAGGGGAACGCCCTATCTCTAGGGGTGGCAGAGGATGTCAAG
ACCTGGTAAGGTTCTTCGCGGTGCTTCGAAATCACACACCACATGCTCCA
CCCCTTGTGCGGGCCCCCCTCAATTCCTTTGAGTTTCACCCTTGCGGCCGT
ACTCCCCAGGCGGAGAGGCTTAAGGCGTTTGCCGGCACCACCAAAAGGG
CGGAAACCCTCTAACCACTTAGCACCTCATCGTTTACGGCGGGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCCTCAGGCGTCCA
GTTACAGACCAAAGAGCCGCCTTCGCCACTGGGGTTCCCTCCCACATCTC
TACGCATCTCACCCCTACACCGTGGAATTCCGCTCTTCTCTTCTGCACTCA
AAGCTCCCCCAGTTTCCAAAGACCCTCCACCGGTTGAGGCCGGGGGGCTT
TTCCCATTCAAACTTAAAGAAACCGCCCTGCGCCCGCTTTTACGCCCAAA
AAATTCCGGACACAACGCCTTGCCACACCGACGCTATTTACCGGCGGCTT
GCTGGCCACCGAAATTAGCCCGGGGCTTTTCTAGGGTAGGGAACCCGTCA
AGGTACCGGCCAGTTACTCCGGTACTTGGTCCTCTCCGCTAACAACAGAA
ATTTTACAATCCCAAAACCCTTCATCCACTCACGCGGCGTTTGGCTCCGTC
AAACTTTGCGCCCATGCGGGAAAGATTCCCTACGGCTGCCTCCCGAAGAA
GTCGGGGCCGGGGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCG
GCTACGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGC
GCCGCGGGCCCATCTATAAGTGATAGCCGAAACCATCTTTCCGCTTTCGA
ACATGTGTTCAAAAGCATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTA
TCCCAGTCTTATAGGCAGGTTGCCCACGTGTTATCACCCGTCCGCCGCCC
AAGCAACAAGAAACCAAGCTTTCTTGTGCAAGCGCTCGACTTGCATGTAT
TAGGCAGCGGCCAGCGTTCGTC

>Bacillus firmus strain EGY 14 Ac. Num. MG016527

GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACA
GATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
GGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAAT
ACCGGATAATTCTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGATGGTTTCGG
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CTATCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
TGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCCGTTGTAAGGGAAGAACAAGTACC
GGAGTAACTGCCGGTACCTTGAACGGTACCTAACCAGAAAGGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCC
GGAATTATTGGGCGTAAAGCGCCGCGCCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTT
GAGTGCAGAAGAAGAAGAGTGGAATTTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAA
CTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGGTTTCCGC
CCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCCTGGGGAGTACGG
CCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTTACCAGGTCTTG
ACATCTCCTGACAAATCCTAAGAGAATAAGGCGTTCCCCTCCGGGGGAC
AGAATGGACACGTGGTGCCATGGTTGTCGTCAAGCCTCGTGTCCGTGGAA
AATGTTTTGGGGACTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGT
TGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCGAGACCGCGAGGTT
AAGCGAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGT
GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGG
TGGGACAGATGATTGGGGTG
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