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OZET

TOPRAKTAN SOGUK ALKALI PROTEAZ URETICIiSIi TURLERIN
[ZOLASYONU VE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Murat CAKMAK
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Aysun ERGENE

Bu calismada, yarasa magarasindan alinan toprak oOrneklerindeki bakteriler seri
dilusyon yapilarak izole edilmis, sicaklik, pH, proteaz iiretme 6zelliklerine gore Skim
Milk Agar besiyerine ekilerek en iyi proteaz iireticisi 2 bakteri 6rnek segilip
saflastirilmistir. izolatarin optimum iireme kosullar1 belirlenmistir. Hiicre dis1 proteaz
aktiviteleri sicaklik, pH, ve inkiibasyon siiresine gore 1 pl tirozin agiga ¢ikmasi igin
gerekli enzim miktar1 olarak tamimlanmustir. izolatlarmn biyokimyasal testleri
belirlenmistir. Ornekler DNA izolasyonu ve 16S rDNA sekans analizi ydntemleri

kullanilarak tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Proteaz, 16S rDNA, Soguk Alkali, Magara, Karakterizasyon
2016, 85 sayfa



ABSTRACT

ISOLATION OF COLD TYPE PRODUCING ALKALINE PROTEASE SPECIES
FROM SOIL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION

Murat CAKMAK
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Consultant: Prof. Dr. Aysun ERGENE

In this study, the bacteria isolated from the bat cave soil with serial dilutions and
planted Skim Milk Agar Medium according to temperature, pH and characteristics of
protease selected and purified two bacteria which are the best producer of protease.
The optimum growth conditions were determined for isolated bacteria. The
extracellular protease activity identified to 1 ul tyrosine amount of enzyme required
for the release by temperature, pH and incubation time. Biochemical tests of the
isolates were determined. The samples were identified using DNA isolation and 16S
rDNA sequence analysis methods.

Key words: Protease, 16S rDNA, Cold Alkaline, Cave, Characterization
2016, 85 pages
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1. GIRIS

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, lrlinlerin kullanim alanlarmin c¢esitli ve
ekonomik degerlerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin endiistriyel
enzimlerle ilgili alaninda yapilan gesitli arastirmalar, daha da 6nem kazanmaktadir.
Ozellikle birka¢ iilke disinda diger iilkelerin bu konuda tamamen disa bagiml
olduklar1 goriilmektedir. Proteazlar ayn1 zamanda endiistrinin bir¢ok alaninda da
yogun sekilde degerlendirilmektedir. Bunlar arasinda dericilik, tekstil, gida endiistrisi,
icecek endiistrisi, ekmek ve pasta {irlinleri, gesitli soya iriinlerinin iiretimi protein
hidrolizatlarin tatlandirilmasi1 farmasotik ve tibbi uygulamalar kimya endistrisi,
atiklarin temizlenmesi, nisastadan etanol tiretimi gibi kendi i¢lerinde birer endiistri
kokenli olmakla birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan izole edilmektedir.
Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin yiiksek
olmasi, istenmeyen yan triin olusturmalari, daha stabil ve daha ucuz olmalari, biiyiik
boyutlarda ve yiiksek saflikta elde edilmesi ve ekstrem kosullarda aktivite
gostermeleridir. Ornegin mikrobiyal enzimler yiiksek ve diisiik sicaklik ve pH

degerliklerinde aktivite gosterirler.

Enzimlerin endiistriyel alanda kullanilmalari ¢ok eski ¢aglara kadar uzanmaktadir. Tlk
caglardan beri tiretildigi bilinen ekmek, yogurt, sarap, peynir gibi gida maddelerinin
tretiminde kullanildigi, 6rnegin incir bitkisinden elde edilen siv1 ile siitten peynir
yapildig1 bilinmektedir. Daha sonradan bu sivida bir enzim oldugu bulunmus ve bu

enzime 'fisin' ad1 verilmistir [1].

1860 yilinda Pasteur, fermantasyon olayini enzimlerin gerceklestirdigini fark etmistir.
Organizmalarin  gelisme ve farklilagsma siireclerini  enzimatik reaksiyonlar
bi¢cimlendirmektedirler. Canli organizmalarin yasamsal etkinliklerinde enzimlerin
iistlendikleri gdrev  biyo-katalizorliiktiir. Bulunduklari  ortam  kosullarinda
gerceklesmesi miimkiin olmayan reaksiyonlarin olusmasina katkida bulunarak

biyolojik yasami olas1 kilmaktadirlar [2].



Endiistrinin  hemen her alaninda kullanilan  enzimler, genel olarak
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimlerin
bitkisel ya da hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek
olmasi, istenmeyen yan iriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar, ¢ok

miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir [3].

Bakteriyel kokenli proteaz enzimler notral ve alkali kokenli enzimler olup Bacillus
cinsindeki organizmalar tarafindan tiretilmektedir. Bakteriyal nétral proteazla pH 5.0-
8.0 araliginda optimum aktivite gosterirler ve termotoleransligi nispeten diisiiktiir.
Termotoleransliklarinin ~ diisik olmasit gida {rlinlerinin  iiretilmesi  sirasinda
reaksiyonlarin kontrol edilebilmesi acisindan bir avantajdir. Bazi nétral proteaz
enzimlerinin iiretilmesi sirasinda reaksiyonlarin kontrol edilebilmesi agisindan bir

avantajdir [4].

Ulkemizde proteaz iiretimi alaninda gereksinim duyulan proteazlarmn yerel izolat
tarafindan elde edilecek olmasi ile gelecekte iiretim sektorii icin yurt disi ithalat
zorunlulugunu ortadan kaldirabilecek, Onemli bir alternatif iiretici yerel izolat
sunulmus olacaktir. Uretimi yapilacak proteaz ileride yapilmas: diisiiniilen farkli
fonksiyonel gruplarin eklenmesi ile 6zellikli enzim iiretimi ile farkli uygulama
secenekleri i¢in alt yapr olusturulacaktir. Dolayist ile gereksinim duyulan enzim
tiirevleri igin de alternatifler iiretilmis olacaktir. Izolasyonu gergeklestirilen termofil
mikroorganizmalarin endiistriyel siireclerdeki kullanim f{istlinliikleri ve metabolik
cesitliliklerinden dolay1 ileride termal stabilitesi yiiksek enzim iiretimi ¢aligmalar
basta olmak tizere farkli alanlarda kullanilabilmesi i¢in zemin olusturulacaktir. Bazi
durumlarda enzim miktarinin veya aktivitesinin yiiksek olmasi yeterli gelmemektedir.
En temel olmasi gereken ozellikler; enzimin uzun Omiirlii ve dayanikli olmasidir,
aktivite gosterecegi ortam hiicre i¢i sartlarindan farkl sartlar olsa da verilen substrati
kullanabilmeli, endiistriyel ortamda da is gorebilmelidir. Ayrica proteaz enzimlerin
endiistriyel islemlerde kullanilmalar ile yliksek ve diisiik sicakliklarda bakteriyel ve
viral kontaminasyon riski de azaltilmis olacaktir. Bu durum ekonomiklik anlaminda

endiistride bir ¢oziim olacaktir.



1.1. KAYNAK OZETLERI

1.1.1. Enzimler

Enzim canli hiicreler tarafindan sentezlenen, canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran ve higbir yan {iriin olusturmadan %100 verim esasina gore
calisan biyolojik bir katalizérdiir. Katalizleme giicleri ve spesifik oluslari, enzimlerin
en onemli Ozellikleridir. Katalitik RNA molekiillerin kii¢lik bir grubu harig, biitiin
enzimler protein yapisindadirlar [5]. Enzimlerin yapilarinin aydinlatilmasiyla, enzim
katalizli reaksiyonlarin kinetik ve termodinamik agidan incelenmesi ¢alismalar1 da
ilerlemistir. Enzimler molekiilleri parcalar, birlestirir veya belirli gruplart bir

molekiilden digerine tasirlar [6].

Enzimlerle katalize edilen tepkimeye katilan kimyasal molekiillere substrat ad1 verilir.
Bircok enzim, substratlarinin adin veya aktivitelerini tanimlayan bir kelime veya
sozciik gubuna “az” soneki ekleyerek adlandirilir. Ureaz, amilaz, arjinaz, proteaz ve
lipaz, substrati tanimlayan; DNA polimeraz, laktat dehidrojenaz ve adenilat siklaz,
tepkimeyi tanimlayan adlandirmalardir. Karigik isimlendirmelerin sonucu olarak
bazen ayn1 enzim i¢in iki veya daha fazla ad kullanilmistir; bazen de iki farkli enzim
icin ayni ad kullanilmigtir. Boyle belirsiz anlamliliklar ve yeni olarak kesfedilen
enzimlerin siirekli artan sayist nedeniyle, uluslararasi anlagmalar vasitasiyla,

enzimlerin isimlendirilmesi ve siniflandirilmasi igin bir sistem benimsenmistir [7].

Ulkemizde enzimler alaninda bilimsel arastirmalar yapan birgok arastirmaci ve
calisma grubu bulunmaktadir. Enzimler alaninda bazi arastirmacilar yeni enzimlerin
dogal kaynaklardan saflastirilmasi ve karakterizasyonu tizerinde aragtirmalar yaparken
bazi arastirmacilar da enzimlerin daha etkin iiretimi ve kullanimi alanlarinda
arastirmalarimi yapmaktadir. Enzimler biyokimya alaninin en Onemli calisma
konularindan biri olmasindan dolay1 6zellikle biyokimyacilar tarafindan ¢ok
calisilmakla birlikte glinlimiizde tekstil miihendisligi, kimya miihendisligi, gida
miithendisligi, biyomiihendislik, kimya, biyoloji, mikrobiyoloji ve biyoteknoloji

alanlarin1 kapsayan genis bir ¢alisma konusu haline gelmistir [7].



1.1.2. Sogukta Aktif Enzimler

Mikroorganizmalar diisiik sicakliklarda islev yapabilmek ve hayatta kalmak kendine
O0zel adaptasyon mekanizmasi  gelistirmistir.  Sogukta  iireyebilen  bu
mikroorganizmalar psikrofiller ve psikrotolerantlar olmak iizere 2’ye ayrilmustir.
Psikrofilik mikroorganizmalarin gelisimi i¢in optimum sicaklik 15°C, maksimum
gelisim sicakhigi  2°C’nin  dstinde ve minimum 0°C’dir.  Psikrotolerant
mikroorganizmalar genellikle 0°C’de gelismemekte ancak 3-5°C’de gelisebilmektedir.
Optimum ve maksimum gelisim sicakliginin 20°C’nin iizerinde ancak 30°C’nin
altindadir. Arktik ve antartik derin denizlerinin agir kosullarina karsin birgok soguk
uyumlu organizmalar karakterize edilmis ve antartik okyanusunda bakteri hiicrelerinin
yogunlukta oldugu bildirilmistir. Psikrofiller soguk gevrelerde 6rnegin magaralar,
derin denizler, buzullar, daglik bélge, toprak, temiz veya tuzlu sular ile sogukkanl
hayvanlar, 6rnegin balik veya kabuklu hayvanlarda bulunurlar. Genel olarak soguk
uyumlu enzimler diisiik ve 1hmli sicakliklarda mezofilik benzerlerine gore yiiksek

spesifik aktiviteye sahiptirler [8].

Giliniimiizde soguk uyumlu mikroorganizmadan soguk aktif enzimlerin bulunmasi ve
gelistirilmesi ~ 6nemli  Ol¢iide  artmistir.  Cogu  Antartika ve  antartik
mikroorganizmalarindan tretilmistir. Sadece ¢ok az sogukta aktif proteazlar deniz
mantarlarinda incelemislerdir. Deniz mantarlari tizerindeki arastirmalar da cogunlukla
biyoaktif substratlar ve sekonder metabolitler tizerinde durmuslardir (Hui ve ark,
2009). 0-30°C’de sogukta aktif enzimlerin spesifik aktivitelerin onlarin mezofilik
benzerlerinden daha yiiksek oldugunu saptamiglardir. Ancak soguk uyumlu enzimlerle
ilgili mevcut veriler diisiik termostabilite ve neredeyse her zaman yiiksek spesifik

aktivite oldugunu gostermistir [9].

Psikrofillerin diisiik sicakliklarda yiiksek aktivite gosterdikleri ve diisiik aktivasyon
enerjileri ile enzim sentezledikleri bilinmektedir. 0-20°C enzimatik aktivitelerini
stirdiirmeleri nedeniyle sogukta aktif enzimler bilyilk ekonomik degere sahiptir. Bu
Ozelliklerinden dolayr sogukta aktif enzimlerin temel ¢alismalar ve endiistriyel
kullanom da ¢ok fazla Onemini arttirmistir. Soguk uyumlu mikroorganizmalarin
enzimleri 6nemli enerji tasarrufu olusturdugundan pratik uygulamalarda ¢ok fazla

kullanilmaya baslanmistir [10].



Disiik sicakliklara adapte olmus mikroorganizmalar ekstremofillerin bir {iyesi olup,
0°C de bile iireyebilirler. Literatiirde psikrofil bakterilerin optimum 15°C, maksimum

20°C, minimum 0°C veya daha diisiik sicakliklarda tiredikleri bildirilmistir [10].

Psikrofiller, soguga uyumlu (soguk habitatlara adapte olmus) mikroorganizmalardir
ve bunlar diigiik sicakliklarda yiiksek aktivite gosteren enzimler tiretmektedirler. Bu
enzimler sogukta aktif (diisiik sicakliklarda aktif) seklinde tanimlanirlar [11]. Sogukta

aktif enzimler 3 genel 6zellige sahiptir.

1. Sicaklikla birlikte enzim aktivitesinin diisiik sicakliga dogru degismesi,
2. Spesifik aktivitesinin ve fizyolojik verimin diisiik sicakliklarda mezofilik kosullara
gore daha yiiksek olmast

3. Mezofil sicaklikta enzimin termal stabilite sinirinin hizl bir sekilde diismesi [10].

Bir baska Japon firmasi1 Cao-corparation deterjan kullanimini ig¢in sogukta Aktif
proteaz enzimine patent almistir. Disiik sicakliklarda proteinleri hizli sekilde
pargalayan mikroorganizmalar protein igerikli atik sularin islenmesinde 6nemlidir.
Cilinkii bu tiir atik su drenajlarinin sicakliklar: (yaklasik 5°C -25°C) nispeten diisiiktiir
[12]. Daha 6nemlisi sogukta aktif proteaz enzimlerinin kullanildig: alanlarda 6nemli

bir enerji tasarrufu saglanmaktadir.

Ornegin gida endiistrisinde sicakhiga hassas iiriin ve substratlarin korumasinda,
degisimleri onlenmektedir. Bunlarin disinda sogukta aktif proteaz enzimi icecek ve
sarap endiistrisi, peynir liretimi, hayvansal gidalarin eldesi ve meyve suyu endiistrisi
gibi alanlarda da mezofilik enzimlere kars1 iyi bir alternatiftir. Ayrica sogukta aktif
proteazlarin diisiik sicaklikta yiiksek katalitik aktivite gdstermeleri nedeniyle gida

endiistrisinde tatlandiricit enzimler seklinde kullanilmasi da s6z konusudur [13].



1.1.3. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzim terminolojisi ve smiflandirilmas: igin 1961 yilinda toplanan ilk Enzim
Komisyonun raporuna gore enzimler, katalizorliikk yapilan tepkimenin tipine gore 6
ana sinifa ayrilmistir [14]. Enzimlerin siniflandirilmasi tablosu ve agiklamalari Cizelge

1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzim Adi Reaksiyon

Iki substrat arasindaki oksidasyon (yiikseltgenme)
ve rediiksiyon(indirgenme) reaksiyonlarini

1 Clsieto iz s katalizleyen enzimler

Molekiilden H+ disinda baska gruplari
2. Transferazlar (C, N ve fosfor tasiyan) aktaran enzimler

_ Degisik baglarin (C-halojeniir ya da P-N baglarina
3. Hidrolazlar su katilmasiyla) hidrolizini saglayan enzimler.

) C-C, C-0O, C-N, C-S baglarm yiikseltgenme ve
4.Liyazlar hidroliz disinda bir mekanizma ile kiran enzimler

) Optik ve geometrik izomerlerin rasemizasyonunu
5.1zomerazlar katalizleyen enzimler

Yiiksek enerjili fosfatlarin enerjisini kullanarak,
6.Ligazlar C, O, S, N arasinda bag olusumunu saglayan
enzimler

Oksidorediiktazlar: Bu sinif, redoks tepkimelerini katalizleyen tiim enzimleri igine
alir, bir substrattan digerine H, O2, ve e- transferini saglarlar.
Transferazlar: Transferazlar, metil, acil, amino glikozil veya fosfat gibi belirli bir

grubun bir maddeden digerine transferini katalize eder.



Hidrolazlar: Ester, peptid, eter, glikoz, asit, anhidrit, C-O, C-N, C-C baglarin1 hidroliz
ederler. Proteaz enzimi bu gruptandir.

Liyazlar: Susuz ortamdaki gruplarin uzaklastirilmasini katalizlerler.

Izomerazlar: Bir molekiil icinde geometrik veya yapisal yeniden ayarlamalari katalize
ederler.

Ligazlar: ATP veya diger niikleosit trifosfat igindeki pirofosfatin hidrolizi ile eslesmis

olan iki molekiiliin birlesmesini katalize ederler.

Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %80°1 polimerlerin dogal yapisin1 bozabilme
yetenegine sahip olan hidrolazlardir [15]. Endiistriyel agidan ¢ok Onemli olan

hidrolazlarin %60’1n1 ise proteazlar olusturmaktadir [16].

1.1.4. Proteazlar

Proteolitik enzimler olarak da bilinen proteazlar (peptidazlar veya proteinaz),
proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Proteazlar, biiyiik
proteinler ve polipeptidleri hidroliz ederek hiicreler tarafindan igeri alinabilecek daha

kii¢iik molekiillerin olusumunu saglamaktadirlar [5, 17].

Proteazlar, enzimlerin olduk¢a kompleks bir grubunu olustururlar ve olduk¢a farkl
katalitik ve fizikokimyasal Ozelliklere sahiptirlerdir. Proteaz sentezinin hiicresel
kontroliinden sorumlu mekanizma heniiz tam olarak bilinmemekle beraber alkali
proteazlarin liretimi amino asit veya amonyum gibi hizli bir sekilde metabolize
edilebilen azot kaynaklar ile baskilanmaktadir. Diger ortam bilesenleri olan kiiciik
sekerler ve mineraller enzim sentezini etkilemektedir [18]. Proteazlarin farkli
kaynaklardan izole edilebilen bazi smiflari, notral pH’nin iizerindeki bazi pH
degerlerinde de kataliz yetenegine sahip olmalar sayesinde endiistriyel alanda 6nem

kazanmalarina neden olmustur [19].

Alkali proteazlar deri, gida, deterjan, eczacilik, fotografcilik, atik yonetimi v.b. birgok
endiistriyel alanda kullanilan enzim grubudur. Son yillarda, endiistride klasik

yontemler yerine enzimlere dayali liretime gegilmistir.



Proteazlar endiistriyel enzimlerin ii¢ biliyliik grubundan birini temsil eder ve diinya
capindaki toplam enzim satisinin yaklasik %60’m1 olusturarak endiistriyel enzim
marketinde biiyiik bir hakimiyete sahiptirler [4]. Mikrobiyal enzimlerin diinya
genelinde yillik kullanim degerlerine bakildigi zaman toplam diinya enzim piyasasinin

%60 11 alkalin serin proteaz kapsamaktadir [20].

1.1.5. Proteazlarin Siniflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya Birligi (International Union of Biochemistry) tarafindan
yapilan enzim siniflandirilmasinda tiim enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine gore
6 smifa ayrilmiglar ve proteazlar 3. sirada yer alan hidrolazlar sinifina dahil
edilmiglerdir. Proteazlarin alt sinifi peptid baglarin1 par¢alamadan dolay1 3.4 olarak
belirlenmistir. Buna ragmen, yapisindaki ve etkilerindeki biiyiik cesitlilikler nedeniyle

genel enzim adlandirma sistemi ile kolayca adlandirilamazlar [4].

1.1.5.1. Ekzopeptinaz

Ekzopeptidazlar sadece peptid zincirinin sonundaki bolgeye etki etmektedir. Peptid ve
proteinlerin (N) ve (C) ucundan etkilesimlerine gore sirasiyla, karboksipeptidazlar ve

aminopeptidazlar olarak siiflandirilirlar.

1.1.5.1.1. Aminopeptidaz

Peptid zincirinin serbest N-ucuna etki ederek tek bir amino asitin, dipeptitin veya
tripeptidin  bagdan ayrilmasim1 saglarlar. Aminopeptidazlar ¢ok genis cesitlilik
gosteren bakteri ve fungus tiirlerinde sentezlenmektedir. Aminopeptidazlar genellikle
hiicre i¢i enzimlerdir. Bakteriler ve mantarlardaki aminopeptidazlarin substrat
spesifikligi oldukga farklidir. Optimum pH 7.5-10.5 arasindadir. Optimum aktivite i¢in
Mg*? ya da Mn*?’ ihtiyac duyarlar [4].



1.1.5.1.2. Karboksipeptidaz

Polipeptid zincirini C-ucuna etki ederek tek bir amino asitin ya da dipeptidin
ayrilmasini saglarlar. Karboksipeptidazlar enzimlerin aktif bolgesindeki aminoasit
cesitlerinin yapisina gore li¢ ana gruba ayrilirlar. Bunlar; serin karboksipeptidazlar,
metallo karboksipeptidazlar ve sistein karboksipeptidazlardir. Penicillium sp.
Saccharomyces sp. ve Aspergillus sp.’den izole edilen serin karboksipeptidazlarin
substrat spesifisiteleri aynidir fakat optimum pH, stabilite, molekiiler agirhik ve
inhibitorlerin etkisi gibi diger 6zellikleri farklidir. Saccharomyces sp. ve Pseudomonas
sp.’den izole edilen metallo karboksipeptidazlar aktiviteleri i¢in Zn*? ya da Co*
iyonuna ihtiya¢ duyarlar. Sistein karboksipeptidazlar, aktif bolgelerinde sistein

aminoasidi bulundururlar [4].

1.1.5.2. Endopeptinaz

Endopeptidazlar ekzopeptidazlarin aksine amino veya karboksil uclarda bulunan
peptit baglar1 yerine i¢ kisimlarda bulunan peptit baglarini hidroliz ederler. Ortamda
serbest aminoasit veya karboksil gruplarmin varligi enzim aktivitesine negatif etki
etmektedir. Endopeptidazlar serin proteazlar, sistein proteazlar, aspartik proteazlar ve

metalloproteazlar olmak iizere dort alt kisma ayrilirmistir.

1.1.5.2.1. Serin proteazlar

Serin proteazlar, aktif bolgelerinde serin igermeleri ile karakterize edilirler. Serin
proteazlar substrat tercihlerine gére 3 grupta toplanirlar; tripsin benzeri serin
proteazlar, pozitif yiiklii aminoasitten sonraki peptid bagini hidrolizlerler, kimotripsin
benzeri serin proteazlar, biiyliik hidrofobik aminoasitten sonraki peptid bagin
hidrolizlerler, elastaz benzeri serin proteazlar ise kii¢iikk hidrofobik aminoasitten
sonraki peptid bagini hidrolizlemektedirler [4]. Serin proteazlar, viriisler, bakteriler ve

okaryot organizmalarda ¢ok sik ve bol sayida olmakla birlikte hayati Onem



tagimaktadirlar. Serin proteazlar, 7 ile 11 arasinda degisen pH’larda aktiftirler, bu
nedenle bunlara serin alkalin proteazlarda denmektedir.

Molekiiler agirliklar1 18-35 kDa arasinda degismektedir. Kiifler, maya mantarlari,
birgok bakteri turu ve bazi makro mantar ¢esitleri bilinen serin proteaz treticileri olsa
da, subtilisin iireten bazi Bacillus sp.’ler en iyi serin proteaz treticilerindendir [4].
Bilinen en onemli serin proteazlar ise triptaz, lipaz, elastaz, kimotripsin, tripsin,

trombin ve fosfolipazdir.

1.1.5.2.2. Aspartik proteazlar

Genellikle asidik proteazlar olarak bilinen aspartik endopeptidazlar aktif
merkezlerinde katalitik aktiviteleri i¢in aspartik asit rezidiilerine ihtiya¢ duyar. Disiik
pH’ larda aktivite gosteren aspartik proteazlarin molekiil agirliklart 30-45 kDa
arasinda degismektedir ve heksapeptid yapisinda olan pepstatin adli inhibitor
tarafindan inhibe edilmektedirler. Izoelektrik noktalar1 pH 3 ile 4.5 arasinda
degismektedir. Pepsin, katepsin D ve E ile renin aspartat endopeptidazlarin bilinen

ornekleridirler [4].

1.1.5.2.3. Sistein / Tiyol proteazlar

Sistein proteazlar hem prokaryotik hem de dkaryotik organizmalarda bulunmaktadir.
Tiim sistein proteazlarin aktivitesi, histidin veya sistein igeren katalitik bir cifte
baglidir. Sistein proteazlar genellikle sadece HCN (hidrosiyanik asit) ve sistein gibi
azaltict ajanlarin varlifinda aktiftirler. Sistein proteazlarin tek zincir spesifitelerine
dayanarak papain benzeri, arginin rezidiisiinde bagi agiga ¢ikarmak i¢in tercih edilen
tripsin benzeri, glutamik aside spesifik ve digerleri olmak iizere 4 gruba ayrilirlar.
Papain en 1iyi bilinen sistein proteazdir. Sistein proteazlarin optimumu nétral pH’

lardadir fakat lizozomal proteazlar gibi bazilar1 da asidik pH’ larda aktiftir [4].
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1.1.5.2.4. Aspartat proteazlar

Aspartat proteazlar asit endopeptidazlar olarak da bilinirler. Bu enzimlerin katalitik
bolgeleri iki aspartik asit icerir ve bu proteazlar genellikle diisiik pH degerlerinde
aktivite gosterirler. Molekdl agirliklar1 30-45 kDa arasinda olup; pepsin, katepsin D

ve E ile renin aspartat endopeptidazlarin bilinen 6rnekleridirler [21].

1.1.5.2.5. Metallo proteazlar

Metallo proteazlar, katalitik mekanizmasinda genel olarak ¢inko, kobalt veya diger
metal iyonlarmni kullanmaktadirlar. EDTA ile reaksiyona girip inhibe edilebilen
metalloproteazlar, aktif merkezlerindeki fonksiyonel gruplara gore siiflandirilirlar.
En iyi bilinen tipleri adamalysin, serralysin gibi matriks metalloproteazlar1 ve hiicre
zarinin yapisinda bulunan yiizey membran proteinleri olan ADAM (A Disintegrin And

Metalloproteinase) proteinleridir [22].

1.1.6. Proteaz Kaynaklari

Proteaz elde edebilmek i¢in 3 kaynak vardir. Proteazlar kaynagma gore; bitkisel
proteazlar, hayvansal proteazlar, mikrobiyal proteazlar olarak 3 kisma

siniflandirilmastir.

1.1.6.1. Bitkisel Proteazlar

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanilmasini, bitkinin yetistigi iklim sartlar1 ve
kiiltivasyon topraginin uygunlugu gibi farkli faktorler etkilemektedir. Bitkisel
kaynakli proteazlar 6zellikle tropikal bitkilerden elde edilmektedir. Bitkisel kaynakli

proteazlardan en yaygin olarak bilinenleri papain, bromolein, fisin ve keratinazdir [4].
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Bilinen en gii¢lii bitkisel proteaz kaynaklari; papaya (Carica papaya), ananas (Anana
sativa), bazi1 Ficus turleri (F. carica, F. glabrata), enginar (Cynera cardunculus) ve

soya fasulyesi (Soya hispidus) dir [23].

Papain, tropikal bolgelerde yetisen (Carica papaya) meyvesinin 6z suyundan izole
edilmistir. Katalitik yapisi sistein, histidin, asparajin’ten olusurken, molekiil kiitlesi 23
kDa’dur. pH 5-9 arasinda aktiftir ve 80-90 °C sicaklikta kararliligin1 koruyabilen bir
proteaz tiiriidiir. Endiistriyel olarak en ¢ok et endiistrisinde etin yumusatilmasi i¢in
kullanilmasimin yani sira, hayvan derisinin islenmesi, ilag liretimi, mesrubatlarin
berraklasmasinda ve acilik tadinin giderilmesi sindirim sistemi i¢in iyi
bir destekleyici, hazm1  kolaylastirici, hazimsizlik ve  benzeri  rahatsizliklarin

giderilmesi gibi bir¢ok yaygin kullanim alanina sahiptir [4, 24].

1.1.6.2. Hayvansal Proteazlar

Hayvansal proteazlar enzimolojinin baslangicindan beri bilinmektedir. Protein ve
enzimlerin kimyasal yapilar1 kesfedilmeden once pepsin ve pankreas proteazlarinin
protein sindirici 6zellikleri oldugu bilinmekteydi. Giliniimiizde ise en ¢ok bilinen
hayvansal kaynakli proteazlar; pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renindir.
Hayvansal proteazlar, gida sanayisinde, protein hidrolizatlar1 liretiminde, et ve balik

atiklarinin gideriminde, deri endiistrisinde ve tipta kullanilmaktadir.

Tripsin, pankreastan salgilanan, ince bagirsakta proteinleri pargalayici 6zellige sahip
sindirim enzimidir. Enzimatik mekanizmasi diger serin proteazlara benzer. Tripsin,
bakteriyel ortamin hazirlanmasinda ve bazi 6zel tibbi uygulamalarda kullanilir.
Kimotripsin, proteolizi gerceklestirebilen hayvansal pankreatik ekstraktlarda bulunan
bir sindirim enzimidir. Bir serin proteazdir ve peptid baglarini fenilalanin, tirozin ve
triptofan aminoasitlerinden sonraki karboksil gruplarindan hidrolizler. Saf kimotripsin
pahali bir enzimdir ve yalnizca diagnostik ve analitik uygulamalarla sut protein

hidrolizatlarinin dealler jenasyonunda kullanilmaktadir [4].
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Renin, anne siitiinii sindirmek i¢in memelilerin midesinde iiretilen siitii pthtilagtiran
dogal, kompleks bir enzimdir. Yeni dogan siitle beslenmis buzaginin kesilen sirdeni
hayvansal bazli renin (rennet) icin en yaygin kaynaktir. Renin, biitlin siit veren
memelilerin midelerinde inaktif pro-renin olarak bulunur. Pepsin isleviyle ya da kendi
kendine katalizle aktif renine doniigiir. Siit endiistrisinde siit kazeininin

¢oktiiriilmesinde ve lor peyniri tiretiminde sik¢a kullanilmaktadir [4].

1.1.6.3. Mikrobiyal Proteazlar

Hiicrede birgok onemli fizyolojik gorevler iistlenen proteazlar, tiim Okaryotik ve
prokaryotik organizmalar i¢in vazgecilmez enzimlerdir. Proteazlar, proteinazlar veya
peptidazlar organizmada sentezlenen proteinlerin kompozisyonunun, biiyiikligiiniin,

bi¢iminin ve dongiisiiniin kontroliinde esansiyel olan enzimlerdir [25].

Giincel diinyada proteazlara duyulan talep; mikrobiyal canlilarin hizli gelisimden,
diisiik maliyetli tiretiminden ve mikrobiyal canlilar1 genetik olarak modifiye ederek
cesitli endiistriyel uygulamalar icin gerekli olan daha verimli enzimleri diisiik
biitgelerle tiretebilen ve istenilen karaktere sahip yiiksek verimli suslar elde etmeyi
kolaylastirdiklarindan dolayr mikrobiyal proteazlara karst endiistride bir artig
gozlemlenmektedir [26].

Giintimiizde en ¢ok kullanilan mikrobiyal proteaz kaynagi, bakteri, fungus ve viriis
orijinli  olan mikrobiyal proteazlardir. Mikroorganizmalarin  biyoteknolojik
uygulamalar i¢in hemen hemen tiim 6zelliklerinin istenen sekilde degistirilebilmesi,
bitki ve hayvansal proteazlara gore daha saf ve cok elde edilebilmesi ve
mikroorganizmalarin uygun bir kiiltiir ortaminda diisiik biitcelerle iiretilebilmesi
mimkiin oldugundan mikrobiyal kaynakli proteazlar bitki ve hayvan kaynakl
proteazlara gore daha c¢ok tercih edilmektedirler [27].
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Fungus orijinli proteazlari iireten mantarlar, bakterilerden daha genis kapsamli enzim
iireticileridirler. Ornegin, Aspergillus oryzae asit, notral ve alkalen proteazlari birlikte
iretebilmektedir. Ayrica fungal proteazlar pH 4-11 gibi genis bir pH araliginda aktivite
gosterirler. Bakteriyel kaynakli enzimler ile Kkarsilastirildiklarinda bakteriyel
enzimlerden daha disiik reaksiyon hizina ve daha disiik bir sicaklik toleransina
sahiptirler. Fungal asit proteazlar pH 4.0-4.5 arasinda optimuma sahiptirler, pH 2.5-
6.0 arasinda kararlidirlar. Ozellikle peynir endiistrisinde dar pH ve sicaklik
spesifisite’sinden dolay1 kullanilirlar. Fungal nétral proteazlar, pH 7.0’ de aktiftirler
ve selatlayict ajanlar tarafindan inhibe olurlar. Protein hidrolizatlarinin aciliginin

azaltilmasinda kullanilmaktadirlar [4].

Viral proteazlar, AIDS ve kanser gibi hastaliklarin ¢ogalmasi ve bu hastaliklara neden
olan viriis proteinlerinin fonksiyonlarinin arastirilmast nedeniyle giderek Snem
kazanmaktadirlar. Pek ¢ok viriiste serin, aspartik ve sistein peptidaz bulunmaktadir.
Virlis kodlu tiim peptidazlar endopeptidaz ailesindendir. Yapilan arastirmalar bu
hastaliklarin yayilmasini ve 6ldiiriicii etkisini engellemek amaciyla etkili inhibitorlerin
dizaynin1 saglayabilmek i¢in viral proteazlarin {i¢ boyutlu yapisi ve bunlarin sentetik

inhibitorlerle etkisi iizerine odaklanmistir [28].

Bakteriyal proteazlar; genellikle ekstraseliiler, kolaylikla biiylik miktarlarda iiretilen,
termostabil ve yiiksek pH araliklarinda da aktif olan enzimlerdir. Bu o6zellikleri
bakteriyal proteazlari daha genis endiistriyel uygulamalar i¢in elverisli yapar [29]. Bu
nedenle ozellikle Bacillus tiirlerinden elde edilen mikrobiyal proteazlar, deterjan
formulasyonlarindaki biiyiik uygulamalariyla en sik kullanilan endiistriyel enzimlerdir
[30, 31]. Bakteri orijinli proteazlar, baslica notral ve alkalen olmak iizere ticari
proteazlarin ¢ogu Bacillus cinsi bakteriler tarafindan tretilmektedirler. Bakteriyel
notral proteazlar, pH 5-8 arasinda, diisiik sicakliklarda aktiftirler ve bagil olarak diisiik
sicaklik toleransina sahiptirler. Gidalar1 hidrolizlediklerinde olusan hidrolizatlarda
daha az aci tat olusturduklarindan gida endiistrisinde hayvansal proteazlara gére daha
¢ok tercih edilmektedirler. Sahip olduklar1 diisik termotoleranslart gida

hidrolizatlarinin iiretimi sirasinda reaktivitelerinin kontrolii i¢in avantajlidirlar [4].
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1.1.7. Mikrobiyal Proteazlarin Endiistride Kullanim Alanlari

Proteaz enzimi giiniimiizde en 6nemli enzimlerden bir tanesidir. Proteazlar endiistriyel
enzimlerin {i¢ biiylik grubundan birini temsil eder ve diinya ¢apindaki toplam enzim
satisinin yaklasik %60’1n1 olusturarak endiistriyel enzim marketinde biiyiik bir
hakimiyete sahiptirler [4]. Proteaz enzimi deri, gida, tekstil, ilag, deterjan sanayisi,

fotografeilik, geri doniisiim, organik atiklar gibi birgok kullanim alani bulunmaktadir.

Gliniimiizde deterjanlarda proteaz enzimi kullanimi tercih edilme sebepleri, yikama
sicakligindan bagimsiz olarak kirleri ¢ikarabilme kapasiteleridir. Bunlar i¢in
kullanilan deterjan enzimleri degisik Ozellikli enzimlerdir ve bunlarin arasinda
proteazlar yiiksek oranda kullanilmaktadir. Ozellikle bakteriyel proteazlar deterjan
endustrisindeki uygulamalarda biiyiik bir hakimiyete sahiptir. Camasir deterjanlarinda

ilk kullanilan enzim de yine proteaz enzimleridir [32].

Cevresel amaglarla deterjanlardan fosfatlarin ¢ikarilmasi ve deterjan raf dmrii boyunca
icine ilave edilen bakteriyel proteazlarin kararli olmasi igin gereken sartlar,
deterjanlarin genel olusumunda biiyiik bir degisime neden olmustur. Sicak yikamalar
i¢in formiile edilmis olan deterjanlar, sodyum fosfat ve yiiksek 1silarda (60 °C {izeri)
aktif hale gelen bir beyazlatma maddesi sodyum perborat icermektedirler, fosfat 43
kirlenmesini azaltmak icin ortaya c¢ikan g¢evresel baskilar ve polyester kumaslarin
kullaniminin artmasi nedeniyle bakteriyel enzimlerin kullanimi artmistir. Enzimler
diisiik fosfat icerigine sahip, 1lik ve soguk yikama 1isilar1 i¢in formiile edilmis olan
deterjanlarin, 6nemli bir bilesigi haline gelmistir. Gliniimiizde deterjanlarda kullanilan
enzimlerin market paymnin biiyiik bir kismi subtilisin ve/veya Bacillus sp. ‘den elde
edilen alkalin proteazlarin egemenligindedir. Enzimlerin kullanimi yikama verimini
artirmanin yaninda daha diisiik 1silarda ve daha disiik siirelerde temizligin

saglanmasia olanak saglayarak camasirlarin yipranmasinin da oniine ge¢mektedir

[33, 34].

Deri endiistrisinde bakteriyel proteazlar, derinin kollajen olmayan yapilariin se¢imli
hidrolizinde, globulinler ve albuminler gibi fibril yapida olmayan proteinlerin

uzaklastirilmasinda, deriden killarin ayrilmasinda ve derinin yumusatilmasinda
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kullanilmaktadir. Proteazlar, hayvan postlarin1 deriye doniistiirmede 1slatma,
kiregleme, kildan arindirma, yiinden arindirma ve ayirma asamalarinda siklikla
kullanilmakta ve yapilan arastirmalara gore kimyasal maddelere gore daha yiiksek
aktivite gostermektedirler. Geleneksel sama islemi, deri iiretim proseslerinden kireg

giderme islemi sonrasinda alkali proteazlarin kullanimi ile gergeklestirilmektedir [35].

Proteaz enzimleri ilag endiistrisinde genis uygulama alanina sahiptir. Viicuttaki cesitli
ihtiyaclar gidermek veya eksik enzim ihtiyacini karsilamak i¢in enzim takviyeleri
tiretilmektedir. Sindirim sistemini desteklemek ig¢in iiretilen ilaglarda proteazlar

kullanilmaktadir [4].

Kozmetik endiistrisinde kozmetikte sa¢ bakimi iiriinlerinde, dis macunlarinda,
istenmeyen tliylerin yok edilmesini saglayan iriinlerde ve kontak lens soliisyonlarinda

kullanilmaktadir.

Gida endiistrisinde proteaz enzimleri genis bir alanda pay sahibidir. Soya fasulyesi
zengin igerikli proteinlerinden dolayr gida endiistrisi i¢in zengin bir kaynak
olusturmaktadir. Soya sosu ve soya {iriinleri eldesinde proteazlar ¢cok eski ¢aglardan
beri kullanilmaktadir. Soya sosu olusturmada proteaz enzimleri en ¢ok tercih edilen
enzimlerdir. Soya proteinlerinin proteolitik modifikasyonu fonksiyonel 6zelliklerini
arttirmaya yardimei olmaktadir. Soya proteinlerinin pH 8’de alkalaz ile muamelesi ile
daha az ac1 olan yiiksek ¢6ziiniirliige sahip protein hidrolizatlariin olusumu saglanir.
Olusan hidrolizatlar bir¢ok amag i¢in gida endiistrisinde ve sert olamayan igeceklerde

kullanilmaktadirlar [36].

Siit teknolojisinde 6nemli bir kaynaktir. Siit endiistrisinde proteazlarin en biiyiik
uygulamasi peynir iiretimindedir. Proteaz enzimi peynir iiretiminde siitliin kesilmesi
veya pihtilagmast  i¢in  kullanilmaktadir.  Giiniimiizde peynirlerin  hizh
olgunlastirilmasinda; lipaz, proteaz ve - galaktosidaz enzimleri ayri ayri veya
kombinasyonlar halinde basari ile kullanilmaktadir. Bacillus subtilis 'den elde edilen
fungal bir proteaz olan nétraz'in cheddar peynirinin tekstiiriinii bozarak benekli ve
zay1f bir biinye ile ac1 bir tat gelistirdigi, cheddar peynirinde nétraz’in az bir miktarinin
lezzeti gelistirdigi, yiiksek dozlarin ise aci tat olusturdugu ve peynirin yapisini

bozdugu belirlenmistir. isve¢ peynirinde ndtraz'in tek basina kullanildig zaman ac1 tat
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ortaya ¢iktigi, ancak Lactobacillus helveticus ile birlikte ilave edildiginde bu etkinin
Lactobacillus helveticus tarafindan absorbe edildigi ve suda eriyebilir protein oraninda
arttig1 belirtilmistir. Peynirlerin hizli olgunlastirilmasinda proteazlar iginde en uygun
olaninin nétral proteazlar oldugu, asit proteazlarin aci ¢esni gelistirmeleri nedeniyle

istenmeyen ve fazla kullanilmayan proteaz gubunu olusturdugu belirlenmistir [37].

Tekstil endiistrisinde ipek elde edilmesinde serisin; ham ipegin toplam agirliginin %
25’ini olusturan, ham ipek iplikleri kaplayan ve ipliklerin piiriizlii bir yapiya sahip
olmalarina sebep olan yapiskan bir maddedir. Serisin ipliklerden konvensiyonel olarak
nisasta kullanilarak uzaklastirilir. Ancak bu yontem oldukc¢a maliyetlidir. Bu isleme
alternatif yontem proteazlarin uygulanmasidir. Proteazlar ile serisinin uzaklastirilmasi

maliyeti ve islem siiresi azalmaktadir [36].

Alkalen proteazlar X-1sim1 ya da fotograf filmlerden giimiis geri kazaniminda
kullanilmaktadir. Atik filmlerin jelatin tabakalarinin agirliklarinin %1,5-2’sini giimiis
olusturmaktadir. Glimiis, jelatin ile bag yapabildiginden proteolitik uygulamalarla geri
kazanilabilmektedir. Jelatinin enzimatik hidrolizi ile sadece giimiis geri kazanilmis

olmaza ayni1 zamanda polyester filmlerin de geri doniisiimii saglanmis olur [30].

Yapilan bir ¢alismada Rhizopus oryzae izolatindan alkali proteaz elde etmek igin
kiltir kosullarin1 optimize edilmistir. Calismada, organik ve inorganik azot
kaynaklari, metal iyonlari, surfaktanlar ve mantar 6ldiiriicii ilaglarin proteaz tiretimi ve
tirtinleri tizerine etkileri aragtirilmistir. Organik azot kaynaklarinin proteaz iiretimini
olumlu etkiledigi saptanmistir. Ekonomik boyut gozetilerek endiistriyel proteaz
{iretimi igin inorganik tuzlar tercih edilmistir. Inorganik azot kaynag: olarak % 0,2

Sodyum nitrat ¢ézeltisinin en etkili oldugu saptanmustir [38].

1.1.8. 16S rDNA Dizi Analizi

Gliniimiizde kullanilan mikrobiyal tiirlerin belirlenmesinde kiiltiiriin  hangi
bakterilerden olustugunu belirlemek amaciyla 16S rDNA genlerinin incelenmesine
dayanan molekiiler metotlar kullanilmaktadir. 16S rDNA gen dizisi, tiim canlilarda

yiiksek derecede korunmusluk gostermektedir. Genomda bu rDNA bdlgesi hem
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bakteriye 6zgli ¢ok iyi saklanmis dizileri igcermekte, hem de tiire gore degisken olan
dizileri barindirmaktadir. Bu degisken diziler genellikle arastirmacilar tarafindan
heterojen fenotipe sahip veya konvensiyonel bakteriyolojik testlerle kiiltiirii zor olan
bakterilerin PZR ile tanis1 i¢in primer bdlgelerinin tasarlanmasinda kullanilmaktadir.
16S rDNA 06rnegi birlestirilmis zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmasi sayesinde tiir

tayini miimkiin olabilmektedir [39].

16S rDNA kodlayan gen dizisinin 6zellikle bakteriler arasindaki akrabalik iliskilerinin
c¢ikarilmasinda kullanimi oldukga yaygindir. Bu evrensel molekiiliin tagidig: niikleotit
dizileri, filogenetik gruplar arasinda gosterdigi benzerliklere gore, evrimsel yakinligin
bulunmasinda etkin rol oynamaktadir. Giiniimiizde bilinmeyen bir bakterinin cins
hatta tiir seviyesine kadar tanimlanabilmesi 16S rDNA geni sayesinde miimkiin
olabilmektedir [40].

Sekans analizi, etken DNA’nin belirli bir bolgesinin niikleotid dizilerinin
bulunmasinda gelistirilen bir tekniktir. DNA dizi analizi, bir ucu ayni olan ve bir
niikleotid farki ile uzunluklar1 degisen oligoniikleotidleri ayirabilme teknigine dayanir
[41]. Bir oligoniikleotidi dizilemek i¢in iki farkli yontem gelistirilmistir. Sanger ve
arkadaglarinin [41] gelistirdikleri yontemde, DNA niikleotid dizisinin belirlenmesi i¢in
enzimatik teknikler ve sentezin 2 ,3-dideoksiniikleotid trifosfatlar (ddNTP)
kullanilarak belli bazlar’da sonlandirilmasi prensibine dayanir. Buna karsilik Maxam
ve Gilbert ise kimyasal bir yontem gelistirmislerdir. Bu teknikte kullanilan kimyasal
maddeler olduk¢a toksik maddelerdir. Ayirim giicii yliksek, fakat uygulama kolaylig

olmayan ve degerlendirme agamasi son derece uzun bir yontemdir [42] (Sekil 1.2.).
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Sekil 1.2. 16S rDNA Sekans Analizi [43]

1.1.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

saglamasidir [44].

Belirli bir niikleik asit dizisinin in vitro sartlarda, enzimatik olarak ¢ogaltilma islemi
olan PZR ilk kez 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan tanimlanmistir. PZR,
bakterilerin molekiiler diizeyde tanimlanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir

tekniktir. Uygulamas1 kolay ve ¢ok az miktarda DNA ile calismaya olanak

PZR teknigi bir bakteriye ait genomik DNA’daki 6zgiil bolgelerin primerler aracilig
ile amplikasyonunu gergeklestiren in vitro DNA sentezi yontemidir. PZR ile tiip
icerisinde DNA replikasyonu taklit olarak gergeklestirilmektedir. PZR tekniginde
replikasyonun baslamasi i¢in gerekli olan iki DNA zincirinin birbirlerinden ayrilmasi,

ortam sicakliginin 94°C’ye kadar yiikseltilebilmesi ve boylece iki zincir arasindaki

hidrojen baglarinin kirilmasi ile gergeklestirilebilmektedir.
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Taq DNA polimeraz enzimi Thermus aquaticus bakterisinden elde edilmektedir. Bu
bakteri kaplica veya jeotermal bolgelerde yasar. Bu Enzim yiiksek sicakliklara
dayanikli olmasi sebebi ile tercih edilmektedir. PZR igin belirlenen niikleik asit
kisminin her bir zincirinin 3' ucuna tutunacak ve 5' yonilinde uzayacak iki kisa
niikleotid dizisi (primer), uzamay1 saglayacak olan DNA polimeraz enzimi, yeni
zincirlerin yapisinda yer alacak oligoniikleotidler, reaksiyon icin gerekli tuzu igeren
tampon soliisyonlar ve reaksiyonun gerceklesmesi i¢in Tag DNA polimeraz enzimine
ihtiyaci vardir [44, 45] (Sekil 1.3.).

PCR: Polimeraz Reaksiyon Asamalan

TOOROVODPODY

Asama 1 Denatirasyor

Primerlerin
Asama 2 Baglanmasi ve
Eslesmesi

Primerler

3 Asama 3 Primer Uzamast

I T T 3
N I S B oo [TV g

* | ||\ 4

DNTP'ler ve
Taq Polimeraz

Sekil 1.3. PZR Asamalar1 [46]
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PZR’de 3 basamak bir dongiiyii olusturur. Bu dongii 25-35 kez tekrarlanir ve her tekrar
sayisinda iki primer arasinda kalan DNA pargasinin, her iki zincirinden de birer
kopyast ¢ikartilmis olur. Elde edilen PZR iriinleri agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiilmektedir [47].

1.1.10. 16S rDNA Analizinin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Tiim bakterilerde ortak genlerin bulunmasi bilinen bir gergektir ve bu genlerin baz
dizilerinde tlirden tiire degisen farkli kisimlar bulunur. 16S rDNA molekiilii yasayan
tim canlilarda bulunmaktadir ve evrim siireci boyunca korunmustur. Bu o6zellik
organizmalarin karsilagtirilmasina, hatta ayni tiirdeki farklilasmalarin (strain) tespitine
imkan vermektedir. Dahas1 gen dizilimi ile ilave istatistiki olarak ilgili verilerin elde
edilmesi miimkiin olabilmektedir [48]. Tiim organizmalarda ¢ok miktarda bulunan
ribozomlarm tretilmesinden sorumlu 16S ve 23S rRNA genleri molekiiler teknikler
yardimiyla yapilan arastirmalarda en ¢ok tercih edilen genlerdir. Bununla birlikte, pek
cok mikroorganizmanin 16S rDNA geninin dizi analizi bilgilerini iceren ve glinden
giine genisleyen bir veri gen bankasinin bulunmasi da bu geni hedef alan molekiiler
tekniklerin kullanim alaninin artmasini saglamistir [49]. 16S rDNA dizini bilinmeyen
bakterilerin tanimlanmasinda diinyada genis bir yelpazede uygulanan bir biyo
belirleyicidir. Ayrica farkli 16S gen dizilimi olan organizmalarin istatistiki olarak
karsilastirilmasina da olanak saglar. Buna ragmen nispeten pahali olabilir, hassas
calisma gerekir ve sekans lama sonucunda tiirler arasi yiiksek benzerlik

¢ikabilmektedir [50].

1.1.11. Bu Tez Calismasinin Amaci

1- Kirikkale- Keskin ilindeki magaradan alinan orneklerin izole edilmesi ve

saflastirilmasi,

2- izole edilen bakterilerin proteaz iiretim yeteneklerinin belirlenmesi ve molekiiler

teknikler kullanilarak tanimlanmasi,

3- Elde edilen sonuglar dogrultusunda, proteaz {ireticisi bakterilerin iretimi ve

kapasitelerinin belirlenmesi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. MATERYAL

Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizmalar, tilkemizin Kirikkale ili Keskin ilgesinde
bulunan bir magaranin yarasalarin yogun olarak yasadigi bolgelerin toprak kisminda
gesitli derinliklerde Ornekler alinmigtir. Yapilan izolasyon c¢alismalart ile
mikroorganizmalar saf olarak elde edilmistir. Bu mikroorganizmalar igerigi farkli

ortamlarda {iiretilerek en yliksek enzim tiretim aktivitesine ulasilmaya galisilmistir.

2.1.1. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

2.1.1.1. NaOH Cozeltisi (2 N NaOH Cozeltisi )

Besiyerlerinin pH’min ayarlanmasinda 2 N NaOH tampon ¢ozeltisi kullanilmugtir.

2.1.1.2. Sodyum Fosfat Tamponu

Proteaz enziminin pH 7.0° deki aktivitesinin Olgiilmesinde kullanilmistir. 6.77¢
K,HPO, 1 L distile su igerisinde ¢dziinmiistiir (A ¢ozeltisi). 8.85g Na,HPO, 1L distile
su igerisinde ¢oziinmiistiir (B ¢ozeltisi). A ¢ozeltisinden 413 ml ve B ¢ozeltisinden 587

mL alinarak karistirilarak elde edilmistir [51].

2.1.1.3. Na;CO3 Cézeltisi ( % 10’ luk NazCOs Céozeltisi )

Kullanilan besiyerlerinin ve tampon ¢ozeltilerin pH 7.0, 8.0, 9.0 ve pH 10.0° a

ayarlanmasinda kullanilmistir.

Na,COs; 10g

Distile su 100 mL karistirilarak hazirlanmistir.
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2.1.1.4. HCI Cozeltisi (0.1 M HCI Cozeltisi )

Besiyerleri ve tampon ¢ozeltilerin pH degerinin yiiksek degerlerden istenilen digiik

degerlere diisiiriilmesinde kullanilmistir.

HCI 36¢
Distile su 1000 mL  karistirilarak elde edilmistir.

2.1.1.5. Serum Fizyolojik Cozeltisi

Toprak oOrneklerinin diliisyon asamasinda ve spektrofotometrede Grneklerin optik

yogunluklar1 (OD) olgiiliirken bir standart elde etmek i¢in kullanilmastir.
NaCl 99

Distile su 1000 mL  karisimindan elde edilmistir.

2.1.2. Proteaz Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

2.1.2.1. Glisin — NaOH Tamponu (50 mM Glisin —- NaOH Tamponu )

Proteaz enziminin pH 9.0 — pH 12.0 araligindaki aktivitesinin saptanmasi igin
kullanilmigtir [51, 52].

50 mM Glisin 0.375¢
1 N NaOH 8.4¢
Distile su 100 mL

Oncelikle 50 mM Glisin 90 mL distile su igerisinde ¢ziinmiistiir. Istenilen pH degeri
1 N’lik NaOH c¢ozeltisi ayarlanip, hacmi 100 mL’ ye gelecek sekilde distile su

eklenmistir.
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2.1.2.2. Sodyum Karbonat Tamponu ( 0.5 M Sodyum Karbonat Tamponu )

Proteaz enzim aktivitesinin dl¢iilmesinde kullanilmigtir [52].

0.5M Na,CO; 53¢
Distile su 100 mL
100 mL distile suigerisinde 0.5 M Na,COj; karistirilarak hazirlanmstir.

2.1.2.3. TCA ( Trichloro asetic asit ) Cozeltisi

Enzim ve substrat ¢6zeltilerinde reaksiyonu durdurmak i¢in kullanilmistir [52].

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

0.1 M TCA ile 0.22 M sodyum asetat 98 mL distile su i¢inde ¢dziinmiis ve son hacim
100 mL olana kadar 0.33 M asetik asit ilave edilmistir.

2.1.2.4. Folin Reaktifi (2 N Folin Reaktifi )

1:1 oraninda olacak sekilde distile su ve folin reaktifi karistirilarak elde edilmistir [52].

2.1.3. Kromozomal DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon Cozeltiler
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2.1.3.1. Tris/ EDTA Tamponu(250mL)

0.3 g Tris ve 0.008 g EDTA tartilarak 250 mL distile suyla (pH 8.0) tamamlanmustir.

2.1.3.2. % 10’luk SDS Tamponu (100mL)

10 g SDS tartilarak 100 mL distile suda ¢oztilmiistiir.

2.1.3.3. Proteinaz-K’min Hazirlanmasi (10mL)

0.0384 g CACL,2H,0 tartilarak 5 mL gliserol ve 100 uL. 1M Tris-HCI (Ph 8.0 ) ile
¢Oziilmiigtiir. Son hacim 10 mL oluncaya kadar distile su konmustur. Hazirlanan bu

cozeltiden 10 mL alinarak 100 mg proteinaz-K ¢oziilmiistiir.

2.1.3.4. NaCl Tamponu (5M, 100 mL)

20 g NaCl tartilarak, 100 mL distile su ile ¢oziilmiistiir.

2.1.3.5. CTAB/NaCl Tamponu (100 mL)

4.1 g NaCl tartilarak 90 mL distile suda ¢oziinmiistir ve 10 g CTAB yavasca
soliisyona eklenerek 65°C’ ye kadar 1sitilmistir. Son hacim 100 mL oluncaya kadar

distile su ile tamamlanmustir.
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2.1.3.6. Kloroform / izoamil Alkol Tamponu ( 100 mL)

96 mL kloroform 4 mL izoamil alkol ile karistirilarak 100 mL tampon hazirlanmaistir.

2.1.3.7. Kloroform / izoamil Alkol / Fenol Tamponu (100 mL)

48mL kloroform 2mL izoamil alkol ve 50 mL Fenol ile karistirilarak 100 mL tampon

hazirlanmstir.

2.1.3.8. izopropanol Alkol (100 mL)

izopropanol alkolden 100 mL alinarak Kromozomal DNA izolasyonunda

kullanilmustir.

2.1.3.9. %70’lik Etil Alkol (100 mL)

70 mL %100’ liik etil alkol ile 30 mL distile su karigtirilarak hazirlanmastir.

2.1.3.10. Tris- HCI Tamponu ( 50 mM, 100 mL)

0.78 Tris-HCTI tartilarak 50 mL steril suda ¢ozliniip pH: 8.0 ayarlanmistir. Son hacim

100 mL oluncaya kadar steril su ile tamamlanmistir.

2.1.3.11. Tris-HCI Tamponu (1 M, 100 mL)

0.12 g Tris-HCI tartilarak 100 mL distile suyla karistirilmistir.
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2.1.3.12. Elektroforez Tamponu ( 50x TAE ) Hazirlanmasi

242 g Tris, 37.2 g NA,2EDTA.2H,0 tartilarak 57.1 mL glasiyel asetik asit ile

¢Oziilmiistiir. Son hacim 1000 mL olacak sekilde saf su ile tampon tamamlanmuistir.

2.1.3.14. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Suslarin Tamimlanmasinda
Kullanilan Primerler ve Ozellikleri

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Dizi(5'-3") Ozellik Tm(°C) Referans
27F  AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Obakteriyal, diiz 48 [53]
1492R ACCTTGTTACGACTT Universal, ters 43 [54]

2.1.4. Kullanilan Besiyerleri

2.1.4.1. Nutrient Broth ( MERCK 1.05443)

Proteaz enzim aktivitesinin belirlenme iglemlerinde ve DNA izolasyonu agamalarinda

mikroorganizmalarin aktiflestirilmesi i¢in kullanilmistir.

Bilesimi g/lt
Pepton 5
Et Oziitii 3

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

sonra kullanilmistir.
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2.1.4.2. Nutrient Agar ( MERCK 1.05450 )

Calismada kullanilan mikroorganizmalarin petriler halinde stok kiiltiir olarak

saklanmasinda kullanilmistir.

Bilesimi g/lt
Pepton 5
Et Oziitii 3
Agar 12

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

sonra kullanilmigtir.

2.1.4.3. N1 Agar

Calismadaki mikroorganizmalarin yatik olarak stok kiiltiir halinde saklanmasi i¢in

kullanilmistir [55].

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

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

sonra kullanilmstir.

2.1.4.4. SKimmilk Besiyeri

Mikroorganizmalarin proteaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir [56]. Singh

ve arkadaglariin belirledigi besiyeri ¢calismada modifiye edilerek kullanilmistir.
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Bilesimi g/lt

Pepton 10
Et Oziitii 3
NaCl 5
Skimmilk 11
Agar 15

Istenilen pH’a ayarlanarak steril edilmis besiyerine ayri olarak steril edilmis olan

skimmilk eklenmistir.

2.1.4.5. Uygun Enzim Uretim Besiyeri

Calismada mikroorganizmalarin en yiiksek proteaz iiretiminin saglandigi enzim

besiyeri modifiye edilerek kullanilmistir.

Bilesimi g/lt
Pepton 10
Maya Oziitii 0.2
Glikoz 1
MgSO, 0.1
CaCl, 0.1
K;HPO, 0.5

Denizci ve arkadaslarinin belirlemis oldugu enzim besiyerine 5g kazein ilave edilerek
modifiye yapilmis olarak kullanilmistir. Hazirlanan enzim besiyerinin pH’1 ayarlanmis

ve 121°C 1.0 Atm basingta otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir [52].
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2.2. METOD

2.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Alman iki 6rnek icin ayr1 ayri olarak seri sulandirma yapilarak diliisyon islemi
gerceklestirilmistir. Toprak oOrneklerinden 1’er g tartilip 10 mL igerisinde serum

fizyolojik bulunan tiiplere konulmus ve vorteks cihazi ile karigmalar1 saglanmistir[57].

Inkiibasyon islemi sonrasinda drneklerden 107 - 107 olmak iizere seri diliisyonlar
yapilmig ve Orneklerden 0.1 ml pipet ile alinarak petrilere eklenmistir. Drigalski
spatiili yardimiyla yayma yontemine gore ekim yapilmistir[51]. Ekim islemi
bitirildikten sonra petriler 37°C’de 18 saat siire ile etiive konulmustur.

Sekil 2.1. Skim Milk Agar besiyerinde izolatlarinin proteolitik zonlar1

2.2.2. Bakteri Ureme Egrisinin Belirlenmesi

Her bir ornek icin taze Kkiiltiirlerinden 100 pL. alinarak NB besi ortamina ekimi
yapilmistir. Bakteriyi liretmek icin hazirlanan besi yerlerine ekilen bakteriler 37 © C’
de inkiibe edilmistir. Bakterilerin inkiibasyonu sirasinda 6, 24, 32, 48, 56 ve 72
saatlerde tiremeye bakilmistir. Mcfarland yontemi esas alinarak baslangigtaki bakteri

sayisini sabitlemek icin steril olarak hazirlanan serum fizyolojik ile optik yogunluklar1
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(OD) 0.3 — 0.4 araligina ayarlanmistir. 6, 24, 32, 48, 56, 72. saatlerde 6rnek alinarak
spektrofotometrede optik yogunluklari olgiilerek bakterilerin gosterdikleri tireme
miktar1 belirlenmistir. Buna gore elde edilen degerler ile iireme egrileri

olusturulmustur.

2.2.3. Proteaz Pozitif Bakterilerin Belirlenmesi

18 saatlik inkiibasyon isleminin sonunda koloniler etrafinda olusan zonlar tespit
edilmistir. Bu koloniler proteaz pozitif olarak se¢ilmis ve bu ¢alismada kullanilmigtir
[59]. Proteaz pozitif olan koloniler tek koloni ekim yontemine gore N1 agar besiyerine
ekilerek daha sonraki asamalarda kullanilmak {izere saf kiiltiir seklinde +4°C’de

saklanmistir [55].

2.2.4. izolatlarin Ekstraseliiler Proteaz Enzim Uretim Yeteneklerinin
Belirlenmesi

Enzimi iireten izolatlar proteaz iiretimi i¢in 3.1.4.4. de anlatilan besiyerine ekimi
yapilarak 24, 48, 72 saat siiresince sivi besiyerinde 15°C, 25°C, 37°C, 50°C
sicakliklarinda pH 7.0, 9.0, 10.0 12.0 araliklarinda ¢alkalamali inkiibat6re birakilarak
tiretildi [60].

2.2.5. Proteaz Uretimi

Stok kiiltiir halinde N1 agarda sakladigimiz bakteriler steril 6ze ile alinarak 250 mL’lik
igerisinde 100 mL Nutrient Broth besiyeri bulunan erlenlere asilama yapilmistir ve
37°C 150 devir/dk calkalama hizina ayarlanmis etiive inkiibasyon islemi i¢in 18 saat

stire ile konulmustur.

Orneklerin proteaz aktivitesi belirlenirken 24, 48, 72 saat araliklarinda Proteaz Uretim
ortaminda inkiibasyona birakilan bakteriler, siire sonunda sogutmali santrifuj

cihazinda 6000 rpm de 15 dak. ¢oktiiriilme islemine tabi tutulmustur. Uretim
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ortamindan alinan drnekler yerine, ayn1 miktarda taze besiyeri, steril sartlarda tiretim
ortamina eklenmistir. Bu islem sonunda iist s1vi ve ¢oken pelet birbirinden ayrilip, iist
sivi (slipernatant) miktar1 Olgiilerek aktivite belirlemek amaciyla buzdolabinda
korunmaya alinmustir. 0,5 ml slipernatant ¢ozeltisi 50 mM Glisin-NaOH tamponunda
hazirlanan %0,6’lik kazein ¢ozeltisinin 2,5 mL’si ile muamele edilerek su banyosunda
36°C’de 20 dak. inkiibasyona birakilmistir [60].

Inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak amaci ile reaksiyon ortamina 2,5 mL
trikloroasetik asit ¢ozeltisi (TCA) (0,11 M trikloroasetik asit, 0,22 M sodyum asetat,
0,33M asetik asit) ilave edildikten sonra su banyosunda 30°C’de 30 dak. inkiibe
edilmistir. Inkiibasyondan sonra karistm kurutma kagidi ile siiziilmiistiir. Icerisinden
0,5 mL alinmis ve bu siiziintiiniin iizerine 0,5 M 2,5 mL sodyum karbonat ¢ozeltisi
ilave edilmis ve karigima saf su ile % oraninda seyreltilmis 0,5 mL Folin-Ciocalteau
reaktifi ilave edilerek karisim 30 dak. oda sicakliginda bekletilmistir. (Folin reaktifinin
ilavesi ile ortam asidik oldugundan; (fosfomilibdat ve tungstat iceriginden dolayi)
sodyum karbonat ilavesi reaksiyon ortamimin pH’min yeniden 10 civarina ¢ekilmesi
icin gereklidir.) 30 dakikalik bu siire sonunda ¢ozeltinin optik yogunlugu, enzim
aktivitesinin belirlenmesi i¢in 660 nm’de kore karsi okunmustur [52, 61]. Sekil 2.2°de

gosterilmistir.

Sekil 2.2. Folin reaktifi sonras1 goriintlisti
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2.2.6. Proteaz Aktivite Tayini

Protein aktivitesi tayini [52] metoduna gore yapilmistir. Enzim aktivitesi onceden
olusturulmus tirozin standart grafiginin egimi kullanilarak, asagidaki formiilde
belirtildigi gibi hesaplanmistir. Bir {inite (U/ml) enzim aktivitesi, dakikada 1 pg

tirozinin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli enzim miktari olarak belirtilmistir [60].

U(ml) —E%gn XSeyreltme FaktoruxToplam Hacim (ml)

Enzim Aktivitesi = .
i Stk Enzim Hacmi(ml)xInkiibasyon Stresi(dk)

2.2.7. Tirozin Standart Grafiginin Olusturulmasi

Tirozin standart grafigi proteaz aktivitesi hesaplamasinda kullanilmak iizere 100 mM
pH 8,5 Tris-HCI tamponu ile | mg/mL tirozin ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu stok
¢oOzeltiden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50 ul hacimlerde alinip son hacim 100 mM pH 8,5
Tris-HCI tamponu ile 0,5 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra 2,5 mL 0,5 M Na.COz
ve 0,5 mL folin reaktifi ilave edildi ve oda sicakliinda 30 dakika bekletilip
spektrofotometrede 660 nm’de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Kor olarak 0 pg/mL
tirozin igeren 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tamponu kullanilmis ve elde edilen sonuglara
gore 660 nm’deki absorbans degerinde meydana gelen degisimi gosteren tirozin
standart grafigi ¢izilmistir. Cizilen tirozin standart grafigindeki dogrunun egimi
belirlenerek alkalin proteaz aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilmistir [34] (Sekil
2.3).
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Sekil 2.3. Tirozin Standart Grafigi

2.2.8. Secilen izolatlarin Baz1 Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla gram boyama, katalaz testi, oksidaz

testi ve IMVIC testi uygulanmustir.

2.2.8.1. Gram Boyama

Gram boyama iglemi [62]’in belirledigi yonteme gore yapilmistir. Bu metoda gore
bakterilerin 24 saatlik geng kiiltiirlerinden, steril 6ze ile alinarak 1 damla distile su ile
yayma preparat hazirlanmis ve preparatlar havada kurutmaya birakilmistir. Kuruma
tamamlandiktan sonra 3 defa alevden gegcirilerek tespit islemi yapilmistir. Daha sonra
lamlarin {izerine mikrobiyal film tabakasini kaplayacak sekilde, bol miktarda kristal
viyole damlatilarak 1 dakika bekletilmistir. Kristal viyole yikanarak uzaklastirildiktan
sonra lamlarin lizerine lugol dokiilerek yine 1 dakika bekletilmistir. Boya suyla

uzaklastirilmis ve lamlar %95' lik alkol ile 15 - 20 saniye yikanmustir.
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Arindirilan film tabakasini iizerine safranin eklenerek 30 saniye bekletildikten sonra
boya yikanarak uzaklastirilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar, havada
kurutularak immersiyon yagi ile 100X' likobjektifte, 151k mikroskobu ile incelenmistir.
Koyu mor (menekse renkli olan mikroorganizmalar Gram (+), agik pembe renkli

olanlar ise Gram (-) olarak tanimlanmuistir.

2.2.8.2. Katalaz Testi

Katalaz testi mikroorganizmalarin katalaz enzimi tasiyip tasimadiginin gosterilmesi
amaci ile kullanilir. Bu enzimi tastyanlar katalaz pozitif olarak adlandirilir. Yapilisnda
H20, % 3 ° liik hazirlanip 6rnegin tistiine 2 damla (%30 luk yogun ¢6zeltiden) koyulur
[63]. Sonuglari yorumlarken hava kabarciklarinin olugmasi pozitif sonug verirken,
hava kabarcigi olusmamasi veya 20 saniye sonradan olusmasi negatif olarak

yorumlanir.

2.2.8.3. Oksidaz Testi
Nutrient agarda saf kiiltliri hazirlanan izolat 60°C' de 120 saat inkiibasyona
birakilmigtir.  Inkiibasyon siiresi sonunda saf kiiltiir iizerine tetrametil-p-

fenilendiaminin 9%0,5' lik ¢ozeltiden ilave edilmistir. 1-2 dakikalik bakleme siiresi

sonunda mavi renk olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir [64].

2.2.8.4. IMVIC Test

Indol, metilen kirmizisi,voges-prokauer ve sitrat testlerinden olusmaktadir.

35



2.2.8.4.1. indol Test

Indol testi mikroorganizmalarn triptofanaz enziminin varligimi tespit etmede
kullanilir. Mikroorganizmalar sivi besi yerine veya peptonlu siviya ekildikten sonra 37
°C de 1-5 giin inkubasyona birakilir.

Kiiltiirlerin lizerine kovacs ayiracindan 0.5 mL ilave edilir ve iyice karistirilir. Tiiplerin
iist kisminda bir iki dakika i¢ginde kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif, sarimsi halka

olusmasi negatif indolun olugsmadigin1 gosterir [62, 65].

2.2.8.4.2. Metil kirmizisi ve Voges-Proskauer (MR-VP) testleri

Metil kirmizis1 testi glikozun fermentatif metobolize olmasi sonucu besi yerinde
organik asitlerin meydana geldigini ve pH'nin diistiigiinii ortaya koymak igin yapilir.
Uremis kiiltiirden besiyerine ekimi yapilir ve tiipler 37 °C de 2-7 giin inkubasyona
birakilir. Uzerine metil kirmizisi soliisyonunun’dan 4-5 damla damlatilir ve iyice
karistirtlir. Metil kirmizisi besi yerine damlatildiktan sonra {istte kirmizi renkli bir

halkanin meydana gelisi pozitif metil kirmizist testi olarak kabul edilir.

VP testi ise bir bakterinin glikoz fermentasyonu ile nétral son tiriinler meydana getirip
getirmedigini saptamak igin kullanilir. Iginde glikoz bulunan besi yerine kiiltiirlerden
ekilir ve 37°C de 2-7 giin inkube edilir. Bu silirenin sonunda kiiltiirlere ve ekilmemis
tiiplere ayiractan (O'Meara) 1 mL ilave edilerek hafifce ¢alkalanir ve su banyosunda
(37°C de) 4 saat tutulur. Besiyerinin iistiinde 2-5 dakika i¢cinde pembe rengin olusu,
acetoin varligimi ortaya koydugundan pozitif reaksiyon olarak kabul edilir. Eger sar1

renk meydana gelirse negatif olarak degerlendirilir [66, 67].

2.2.8.4.3. Sitrat Testi

Bakterilerin karbon kaynagi olarak sitrati, azot kaynagi olarak da amonyum tuzlarini
kullanabildigini gosteren testtir. Test i¢in saf kiiltiirden Simons Sitrat besiyerine ¢izgi

ekim yapilir. 24 saatlik enkiibasyon sonucunda besiyerinin mavi/lacivert renk almasi
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testin pozitif sonug verdigini, yesil olarak kalmas1 da negatif sonu¢ verdigini gosterir

[68].

2.2.9. Proteaz Uretimi I¢in En Uygun Kosullarin Belirlenmesi

2.2.9.1. Inkiibasyon Sicakhiginin Proteaz Uretiminin Belirlenmesi

Proteaz pozitif olan bakteriler farkli pH araliklarinda hazirlanan kati skimmilk
besiyerine ekimi yapilarak 15°C, 25°C, 37°C, 50°C ‘ye ayarlanmis etiivlerde 24 saat

stire ile inkiibasyona birakilmistir [69].

2.2.9.2. Inkiibasyon Siiresinin Proteaz Uretiminin Belirlenmesi

Proteaz pozitif bakteriler farkli sicaklik araliklarinda hazirlanan kati skimmilk
besiyerine ekimi yapilarak 72 saatlik siire sonunda (24,48,72) proteaz pozitif olarak
tanimladigimiz bakterilerin iireyebilmesi ve en iyi enzim siiresinin belirlenmesi tespit

edilmistir.

2.2.10. Uretilen Proteaz Enziminin Karakterizasyonu

2.2.10.1. Proteaz Enziminin Optimum reaksiyon pH Araliklarimin Saptanmasi

Proteaz pozitif olarak tanimladigimiz bakterilerimizi pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 12.0

olarak ayarladigimiz enzim besiyerine ekimi yapilmistir.Daha sonra ekim islemi
bittikten sonra petrilere 37°C 24 saat siire ile inkiibasyon i¢in etiive konulmustur.
24 saatin sonucunda proteaz pozitif olarak tanimladigimiz bakterilerin lireyebilmesi ve

en iyi enzim iretebilmesi igin gerekli olan pH degeri tespit edilmistir[70].
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2.2.10.2. Proteaz Enziminin Optimum reaksiyon Siiresinin Belirlenmesi

Proteaz pozitif bakteriler farkli sicaklik araliklarinda hazirlanan enzim besiyerine
ekimi yapilarak 72 saatlik slire sonunda (24,48,72) proteaz pozitif olarak
tanimladigimiz bakterilerin {ireyebilmesi ve en iyl enzim siiresinin belirlenmesi tespit

edilmistir.

2.2.10.3. Proteaz Enziminin Optimum reaksiyon Sicakhi@inin Belirlenmesi

Proteaz pozitif olarak tanimladigimiz bakterilerimizi enzim besiyerine ekimi
yapilmistir.  Erlenlere  hazirlanan  besiyeri  (15°C,25°C,37°C,50°C)  sicaklik

araliklarinda ayarlanmistir. Etiivde inkiibasyona birakilmistir.

2.2.11. Kromozomal DNA Izolasyonu ve DNA Miktar Tayini

Izole edilen MH1 ve MB2 suslar1 Cutting ve Horn tarafindan tanimlanan metoda gore

yapilmistir.

Izole edilen MH1 ve MB2 suslarmin kromozomal DNA izolasyonu Cutting ve Horn
tarafindan tanimlanan metoda gore yapilmistir [71] [72]. 15 mL’lik kiiltir 5000 rpm
10 dak. Santrifiijlenmis ve slipernatant atilmistir. Pellet iizerine 5.7 pL TE tamponu
eklenmistir ve ¢calkalanmistir. Daha sonra 30 pL % 10 SDS, 30 uL proteninaz K ve 30
uL RNAaz eklenip 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra
100 uL 5 M NACI eklenerek karistirilmistir. 800 pL. CTAB/NACI tamponu karigimin
istiine eklenmis 10 dak. 65°C sicak su banyosunda birakilmistir. Ayni hacimde
kloroform/izoamil alkol soliisyonu eklenerek 5 dak. 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Stipernatant kismi yeni tlipe alinarak esit hacimde fenol/kloroform/izoamil alkol
tamponu eklenerek 5 dak. 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Pellet tizerine 5 mL %
70’lik etanol eklenmis ve 10 dak. 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Son olarak etanol
steril bir ortamda uzaklastirilmistir ve pellet tizerine 200 uL TE tamponu eklemis ve -
20°C’de saklamustir. izolatlardan elde edilen genomik DNA’lar biitiinliikleri

bakimindan agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmistir.
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2.2.12. PZR ve Optimizasyonu

16S rDNA orneklerini amplifiye etmek i¢in standart 16S rDNA gen sekansina
(GenBank) gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primer ¢ifti, 27 F
primer: ‘5'-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ [53] ve
1492 R primer: ‘5-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’
[54] kullanilmistir. Primerlerin Tm 6zellikleri ve literatiir verileri baz alinarak bir PZR
programi belirlenmis ve bu program kullanilarak PZR reaksiyonun genomik DNA,
MgCI2 miktar1 ve farkli annealing sicakliklar1 denenerek optimizasyon yapilmistir.
Optimum PZR reaksiyon igeri§i ve programlart asagidaki gibidir. PZR
amplifikasyonunda toplam hacmi 100 pL PZR karisimi i¢in 10 uL kromozomal DNA
(100 ng), 5 uL 16S forward primer (20 pmol), 5 uL 16S reverse primer (20 pmol), 4
uL 5 mM 4 dANTP karisimi, 4 pL. 50 mM MgCl, 10 uL 10x Taq Buffer, 61.5 uL saf
su 0.5 uL (2.5U) Tag DNA polimeraz santrifiijlenecektir. Tiplerin thermal cycler da
30 dongii i¢in izlenen prosediir su sekildedir. 5 dak 95°C de 6n 1sitma, 95°C’de 30
saniye 30 dongii denatiirasyon, 30 saniye 55°C’de primerlerin baglanmasi, 2 dak.
72°C’de uzama ve 10 dakika 72°C’de zincir sentezinin gerceklestirilmesi seklindedir.
Suslarin 16S rDNA bolgeleri PZR’de cogaltildiktan sonra % 1°lik agaroz jelde
yuritiilmiistir. 1000 bp ThermoFisher™ DNA Ladder marker olarak kullanilmustir.
PZR iiriinleri jelde goriintiilendikten sonra sekans analizi yapilana kadar -20°C’de

buzdolabinda saklamistir [73].

2.2.12.1. PZR Uriinlerinin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi

% 1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 0.5 g agaroz tartip 50 mL 1x TAE Tamponu ile
coziildiikten sonra mikrodalga firinda 1sitilmistir. Cozelti yaklasik 40-45°C’ye
sogutularak icine 4 pL Etidyum Bromiir ilave edilmis ve jel yatagina terazisi diizgilin
olacak sekilde elektroforez tankma dokiilmiistiir. Uzerine koyulan taraklar jel
soguduktan sonra kuyucuklar1 bozmayacak sekilde alinmistir. Her bir 6rnek 8 pL
alinarak 2 pLL 6X Bromphenol Mavisi ylikleme boyasi ile boyanmistir. DNA 6rnekleri
mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiiklenmistir. Orneklerimn molekiiler agirliklarini

belirlemek amaciyla kuyucuklardan birine ThermoFisher™ 1000 bp DNA Ladder
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yiiklenmistir. Elektroforez tankinin seviyesine gore yliriitme tamponu eklenmistir. 85
V/em’ voltaj ve 40 mA uygulanarak yaklasik 40 dakikada yiirlitme islemi
gergeklestirilmistir. PZR iirtinlerinin elektroforez ile yiirttiildiigii jel daha sonra jel

goriintiileme cihazinda belirlenmesi igin resimleri ¢ekilmistir [74].

2.2.12.2. 16s rDNA Sekans Analizi

Izole edilen MH1 ve MB2 suslarinin 16s rDNA gen sekanslar1 yapilacaktir.
Saflagtiritlmis PZR iriinlerinin en iyi sicaklik ve MgSOs konsantrasyonunu DNA
sekans analizi icin MEDSANTEK firmasina (ISTANBUL,TURKIYE) génderilmistir.
Gelen sonuglart 16S rDNA sekanslarinin NCBI Gen Bankasi sonuglarina gére %
benzerlikleri belirtilmistir [75].

2.2.12.3. Filogenetik Soy Agaclarinin Olusturulmasi

Izole edilen suslarin 16S rDNA gen sekans dizileri Clustal Multiple Aligment Program
(ClustalW 2.0) kullanilarak dizinler olusturulmustur. Filogenetik agacglart Mega 7.0

programinda (neighbour-joining) metodu ile ¢izilmistir [75].
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Izolasyon Calismalar: ve Proteaz Ureticisi Etkin izolatin Secilmesi

Magaradan alinan toprak 6rneginden seri dilusyon yapilarak bakteriler izole
edilmis sicaklik, pH, proteaz yeteneklerine gore en iyi proteaz iireticisi 2 drnek
secilmistir. Diger asamalarda aktif proteaz iireticisi olan bu iki 6rnek tizerinden
calismalara devam edilmistir. Izole edildikleri lokasyonu temsil edecek sekilde

kodlanarak kiiltiire alinmislardir. MH1 ve MB2 suslar olarak kodlanmustir.

3.2. Bakterilerin Ureme Egrisinin Belirlenmesi

MH1 ve MB2 suslari’nin iyi optimum sicaklik ve pH sartlarindaki bakteri

tireme grafikleri sekil 3.1 de verilmistir

1235 1,459
15 ’ 1,396

OD 600
nm

0 24 48 72
Zaman(saat)

—&—pH 9 MH1

Sekil 3.1. MHL1 in pH 9.0 daki iireme grafigi
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1,5 1,363 1,322

1,067

OD 600
pm

0 24 ag 72
Zaman(saat)

—8—pH 7 MB2

Sekil 3.2. MB2 in pH 7.0 deki lireme grafigi

3.3. izolatlarin Biyokimyasal Ozeliklerinin Belirlenmesi

Segilen MH1 ve MB2 izolatlarinin tanimlamasi amaciyla Gram boyama,
katalaz, oksidaz ve IMVIC testleri yapilmistir. Béliim 3.2.8.'de anlatilan
yonteme gore yapilan biyokimyasal testlerden elde edilen sonuglar Cizelge 3.1.

‘de verilmistir.
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Cizelge 3.1. MH1 ve MB2 susunun biyokimyasal 6zellikleri

Uygulanan Test MH1 MB2

Gram Boyama (+) (+)
Katalaz Testi (+) (+)
Oksidaz Testi ) )
indol Testi ) )
Metil Testi ) Q)
Sitrat Testi ) )
VP Testi (+) (+)

3.3.1. Gram Boyama

MH1 ve MB2 suslar1 igin yapilan gram boyamada sonuglarin gram (+) oldugu
belirlenmistir.(Sekil 3.3.).

‘ _’-'_- MA - £ . > ;
ool xF
P o ity i
04 ) AR T Y T
Sekil 3.3. Gram Boyama Sonucu MH1 (a)
MB2 (b) ile gosterilmistir.
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3.3.2. Katalaz Testi

MH1 ve MB2 suslarinda giiglii sekilde hava kabarcigi olusmus katalaz testi sonucunda

katalaz pozitif olarak belirlenmistir. (Sekil 3.4)

Sekil 3.4. Katalaz Testi

3.3.3. Oksidaz Testi

MHI1 ve MB2 suslarinin mavi renk olusumu goézlenmemistir sonug negatif olarak

belirlenmistir. (Sekil 3.5)

Sekil 3.5. Oksidaz testi
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3.3.4. IMVIC Testleri

IMVIC testlerinden Indol testi tiiplerin iist kisminda bir iki dakika icinde kirmizi bir
halkanin olugsmamas1 sebebi ile negatif belirlenmistir. Sekil 3.6 da Metil Kirmizisi
testinde list tarafta sar1 bir halka goriildii sonu¢ negatif belirlenmistir. Sekil 3.7 de
Voges Proskauer testi pembe rengin olusu, acetoin varligini ortaya koydugundan

pozitif sonug belirlenmistir. Sekil 3.8 de Sitrat testi yesil olarak kalmistir, sonug negatif

belirlenmistir. Sekil 3.9 da gosterilmistir.

':7 | “ ;}: . ,ﬂl ’ :g;;
1
‘,' I -

Sekil 3.6. Indol testi goriintiisii

Sekil 3.7. Metil testi goriintiisii
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Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Voges Proskauver testi gortintiisii

Sitrat testi goriintiisii
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3.4. Proteaz Uretimi I¢in En Uygun Kosulun Belirlenmesi

En uygun kosullarin belirlenmesi amaciyla boliim 3.2.9. ve 3.2.10 belirtilen yontemler
uygulanmistir. MH1 ve MB2 suslarinin en uygun proteaz iiretim ortami belirlenmistir.

Cizelge 3.2 deki tabloda veriler belirtilmistir.
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Cizelge 3.2. MH1 ve MB2 Proteaz Aktivite Tablosu (ug/ml)

pH 7 pH9 pH 10 pH 12
24 sa. 48 sa. 72 sa. 24 sa. 48 sa. 72 sa. 24 sa. 48 sa. 72 sa. 24 sa. 48 sa. 72 sa.
15°C|33,303 |27,636 |63,169 (19,323 (18,643 [78,098 |30,968 |20,802 |67,977 (27,415 [25,029 |60,962
MH1 25°C|18,915 (64,698 (85,925 [42,347 |80,889 |63,978 (70,546 [79,090 |71,300 |78,910 |86,150 |69,645
37°C|[36,083 [49,272 162,404 49,047 |86,465 [69,556 |70,320 |78,550 |75,852 70,994 (85,566 |[76,481
50°C|[23,233 (21,833 [22,964 15,407 26,021 |22,558 (11,854 [25,079 [41,897 14597 |25568 |20,141
15°C| 31,325 28,000 |47,158 [29,302 (29,308 93,120 |21,794 |23,681 (53,045 (39,060 |19,363 |59,658
MB2 25°C|56,738 (61,595 |[75,357 |22,063 |57,997 |83,947 (23,817 [69,825 |53,781 |65,957 |54,354 61,190
37°C|67,127 |78,550 |85,746 26,831 |[56,783 (64,473 |70,994 89,613 |71,084 |65418 (81,428 |[68,431
50°C (12,529 (28,492 (25,391 |13,788 25,301 |24,717 (13,203 [24,984 |24,312 14912 |26,184 (29,844
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3.4.1. MH1 Susunun Sicaklik, Inkiibasyon Siiresi, ve pH Degerinin Proteaz
Uretimine Etkisinin Belirlemesi

MHI1 susunun belirlenmesi amaciyla boliim 3.2.5. de belirtilen yonteme gore farkli pH
(7.0,9.0, 10.0, 12.0) farkl1 sicaklik (15°C, 25°C, 37°C, 50°C) farkli siirelerde (24, 48,
72 saat) enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. MH1 susunun en yiiksek enzim aktivitesi 48
saatte, pH 9.0 ve 37°C 1 U aktivite 86,465 ug/mL olarak dl¢tilmiistiir.

100

—@— 24sa.

Ug/mL

40 —0—48sa.

72sa.

N
o
@

0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik °C

Sekil 3.10. MH1 susu pH 7 i¢in proteaz enzim aktivite grafigi
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100

—@— 24sa.

Ug/mL

40 —@®— 48sa.
30 —8—72sa.

Sicaklik °C

Sekil 3.11. MH1 susu, pH 9 icin proteaz enzim aktivite grafigi

100

—@— 24sa.

Ug/mL

40 —@— 48sa.
30 —8—72sa.

0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik °C

Sekil 3.12. MH1 susu pH 10 i¢in proteaz enzim aktivite grafigi
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100
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80
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60

50 —@— 24sa.

Ug/mL

40 —@— 48sa.
30

20

72sa.
10

0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik °C

Sekil 3.13. MH1 susu pH 12 i¢in proteaz enzim aktivite grafigi

3.4.2. MB2 kodlu susun Sicaklik,inkiibasyon Siiresi ve Ph Degerinin Proteaz
Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

MB2 susunun belirlenmesi amactyla boliim 3.2.5. de belirtilen yonteme gore farkl pH
(7.0, 9.0, 10.0, 12.0) farkl1 sicaklik (15°C, 25°C, 37°C, 50°C) farkli siirelerde (24, 48,
72 saat) enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. MB2 susunun en yiiksek enzim aktivitesi 72

saatte, pH 9.0 ve 15°C’de 1 U aktivite 93,120 pg/mL olarak 6lgiilmiistiir.
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100

—@— 24sa.

Ug/mL

40 —@®— 48sa.
30 —8—72sa.

Sicaklik °C

Sekil 3.14. MB2 susu pH 7 i¢in proteaz enzim aktivite grafigi

100

—@— 24sa.

Ug/mL

40 —@—48sa.
30 —o—72sa.

0 10 20 30 40 50 60
Sicaklik °C

Sekil 3.15. MB2 susu pH 9 icin proteaz enzim aktivite grafigi
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100

Ug/mL

10

Sicaklik °C

60

Sekil 3.16. MB2 susu pH 10 i¢in proteaz enzim aktivite grafigi

90
80
70
60

40

Ug/mL

30
20
10

10

20

30
Sicaklik °C

40

50

60

Sekil 3.17. MB2 susu pH 12 i¢in proteaz enzim aktivite grafigi
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3.6. 16S rDNA Sekans Analizi ile Tanimlama

Bakteriler 16 S rDNA sekans analizi kullanilarak da tanimlanmistir. MH1 ve MB2
kodlu suslarin kromozomal DNA lar1 izole edilmistir. PZR optimizasyonlar1 yapilmis
DNA sekans analizi i¢in kullanilmigtir. 16 s rDNA sekans analizi sonuglart BLAST

programi kullanilarak bakteriyel tanimlamasi yapilmistir.

3.6.1. Kromozomal DNA izolasyonu

PZR amplikasyonuna 6ncesinde izole edilmis suslardan kromozomal DNA izolasyonu

yapilmis ve %1 lik agaroz jelde yiirtitiilerek belirlenmistir.

3.6.2. MH1 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bolgeleri PZR“de ¢ogaltilip daha sonra % 1lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR f{iriinlerinin yaklagik 1000 baz ciftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.18. de MH1 kodlu susa ait farkl: sicakliklarda
primer PZR iiriinleri gosterilmektedir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az oldugu

sicakligin 54°C oldugu goriilmektedir.

1000 bp et : - G TR s e ew S s . RN

Marker (100-1500 bp)

Sekil 3.18. Farkli primer baglanma sekillerinde MH1 kodlu PZR iiriinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra farkli MgCl2

yogunluklarindaki konsantrasyonlari denenmistir. MH1 kodlu 6rnege ait farkli MgCI2
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konsantrasyonlar’da PZR iiriinleri sekil 3.19. da gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin

en az oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 2.5 mM belirtilmistir

1mM 1.5 mM 2 mM 2.5 mM

- w

M marker (100-1500 bp)

Sekil 3.19. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda MH1 susuna ait PZR iiriinleri

3.6.3. MH1 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tanimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance Matrix) metodu kullanilmis ve agag
olusturulmustur. Calismada veriler MEGA 7 programina veri seklinde yiiklenerek
MH1 kodlu susuna en yakin olan homoloji gosteren tiirler arasindaki genetik
varyasyon ve filogenetik iligki gosterilmistir. (Cizelge 3.3.) Gen bankasina yiiklenen
verilerin BLAST analizlerine gére MH1 kodlu sus % 99 oraninda Bacillus anthracis

(Ames strain Ames), Bacillus thuringiensis ile homoloji gosterdigi saptanmustir.

16S rDNA bolgelerine gore siralanan diziler MEGA 7 programinda uzaklik matriksine
dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.20.) Suslarin soy
agacinda birbirlerine olan uzaklig1 evrimsel akrabaliklarini géstermektedir. Buna gore
MH1 kodlu sus evrimsel agidan Bacillus thuringiensis ile yakin akraba oldugu

goriilmiistiir.
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Bacillus cereus ATCC 14579

Bacillus cereus strain IAM 12605

Bacillus cereus strain ATCC 14579

Bacillus cereus strain NBRC 15305

Bacillus cereus strain CCM

Bacillus cereus strain JCM 2152

Bacillus anthracis str. Ames strain Ames

Bacillus thuringiensis Bt407

Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235

—— MH1 susu

Bacillus thuringiensis strain IAM 12077

Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792

l 1 l l 1 1 l |
T T 1 T T 1 T 1

0.00140 000120 000100 000080 000060 000040 000020 000000

Sekil 3.20. MH1 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendogram
(iki gen arasindaki uzaklik cetveli)
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Cizelge 3.3. MH1 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi verileri kullanilarak gergeklestirilen tiirlerin eslestirme degerleri

1. MH1

2. Badillus toyonensis

3. Badillus thuringiensis Bt407

4, Badillus cereus ATCC 14579

5. Badillus cereus strain JCM 2152

6. Badillus thuringiensis strain NBRC 101235
7. Badillus cereus strain CCM

8. Badillus cereus strain NBRC 15305

9. Badillus cereus strain ATCC 14579

10. Badillus thuringiensis strain ATCC 10792
11. Bacillus thuringiensis strain IAM 12077
12. Badillus cereus strain IAM 12605

0.003
0.003
0.000
0.000
0.003
0.000
0.000
0.000
0.003
0.003
0.000

0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.003
0.003
0.001
0.001
0.003

0.003
0.003
0.000
0.003
0.003
0.003
0.000
0.000
0.003

0.000
0.003
0.000
0.000
0.000
0.003
0.003
0.000
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0.003
0.000
0.000
0.003

0.000
0.000
0.003
0.003
0.000

8 9 10
0.000
0.003 0.003

0.003 0.003 0.000
0.000 0.000 0.003
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3.6.4. MB2 Kodlu Susun 16S rDNA Sekans Analizinin Yapilmasi

16S rDNA bolgeleri PZR“de ¢ogaltilip daha sonra % 1°lik agaroz jelde yliriitiilmiistiir.
Agaroz jel elektroforezinde PZR iirlinlerinin yaklasik 1000 baz ¢iftine karsilik gelen
bolgede oldugu goriilmektedir. Sekil 3.21.’de MB2 kodlu susa ait farkli sicakliklarda
primer PZR iriinleri gosterilmektedir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az oldugu

sicakligin 58°C oldugu goriilmektedir.

50°C 51°C 52°C153%C 54°C, 552C. .56°C 572G i588G . 59°C 0 60°C

1000 bp sp- -‘~. -—“ . -.--—-.-

Marker (100-1500 bp)

Sekil 3.21. Farkli primer baglanma sekillerinde MB2 kodlu PZR {iriinleri

Optimum primer baglanma sicakligi belirlendikten sonra farkli MgCl2
yogunluklarindaki konsantrasyonlari denenmistir. MH1 kodlu 6rnege ait farkli MgCl2
konsantrasyonlar’da PZR firiinleri sekil 3.22.”de gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin

en az oldugu MgCl; konsantrasyonu olan 2.5 mM belirtilmistir
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1mM 1.5mM 2 mM

1000 bp s—

M marker (100-1500 bp)

Sekil 3.22. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda MB2 susuna ait PZR iiriinleri

3.6.5. MB2 Kodlu Susun Filogenetik Analizi ve Tamimlanmasi

Filogeniyi olustururken uzaklik matriksi (Distance Matrix) metodu kullanilmis ve agac
olusturulmustur. Calismada veriler MEGA 7 programina veri seklinde yiiklenerek
MH1 kodlu susuna en yakin olan homoloji gosteren tiirler arasindaki genetik
varyasyon ve filogenetik iliski gosterilmistir. (Cizelge 3.4.) Gen bankasina yiiklenen
verilerin BLAST analizlerine gére MH1 kodlu sus % 100 oraninda Bacillus cereus ile

%399 oraninda ise Bacillus thuringiensis homoloji gosterdigi saptanmistir.

16S rDNA bolgelerine gore siralanan diziler MEGA 7 programinda uzaklik matriksine
dayali olarak neighbour-joining tree olusturulmustur (Sekil 3.23.) Suslarin soy
agacinda birbirlerine olan uzaklig1 evrimsel akrabaliklarini gostermektedir. Buna gore

MB2 kodlu sus evrimsel agidan Bacillus cereus ile yakin akraba oldugu goriilmiistiir.
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Bacillus cereus strain ATCC 14579

Bacillus cereus strain |AM 12605

Bacillus cereus strain NBRC 15305

Bacillus cereus strain CCM 2010

Bacillus cereus strain JCM 2152

Bacillus cereus ATCC 14579

MB2 susu

Bacillus toyonensis strain BCT-7112

Bacillus thuringiensis Bt407

Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235

Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792

Bacillus thuringiensis strain IAM 12077

l 1 l l
I I I |

0.00150 0.00100 0.00050 0.00000

Sekil 3.23. MB2 kodlu susa ait neighbour-joining metoduyla olusturulan dendogram
(ki gen arasindaki uzaklik cetveli)

60



Cizelge 3.4. MB2 kodlu sus i¢in 16S rDNA dizi veriler

1. MB2

2. Badillus cereus strain NBRC 15305

3. Badillus cereus strain CCM 2010

4, Badillus cereus strain IAM 12605

5. Badllus thuringiensis strain IAM 12077

6. Badillus thuringiensis strain ATCC 10792
7. Badllus thuringiensis Bt407

8. Badillus toyonensis strain BCT-7112

9, SUS B Badllus anthracis str. Ames strain Ames ce 1
10. Badillus thuringiensis strain NBRC 101235
11, Badllus cereus strain JCM 2152

12, Badillus cereus ATCC 14579

0.000
0.000
0.000
0.003
0.003
0.003
0.003
0.001
0.003
0.000
0.000

0.000
0.000
0.003
0.003
0.003
0.003
0.001
0.003
0.000
0.000

0.000
0.003
0.003
0.003
0.003
0.001
0.003
0.000
0.000
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, tiriinlerin kullanim alanlarinin gesitliligi ve
ekonomik degerinin yiiksek olmasi nedeniyle, endiistriyel enzimlerle ilgili alanda

yapilan gesitli arastirmalar, giderek daha da 6nem kazanmaktadir [76].

Bugiine kadar tanimlanan enzimlerin biiyiik cogunlugu diisiik sicaklikta ve dar bir pH
araliginda c¢alismaktadir, bu nedenle bu enzimler endiistrinin tercih ettigi genis pH
aralig1 ve yiiksek sicaklik kosullarinda kullanilamamaktadir. Bu durum da endiistriyel
talebi karsilayabilecek nitelikte yeni enzimlerin ve bu enzimleri iiretebilecek

mikroorganizmalarin bulunmasini tegvik etmektedir [77].

Enzimler, tekstil, deri, gida, deterjan sanayinde ve ¢evre uygulamalarinda her gecen
giin artan bir oranda kullanilmaktadir. Ekstrem kosullarda aktivite gosterebilen
enzimlere endiistri kollarmin biiyiik gereksinimi vardir. Ozellikle alkalen kosullarda
yiiksek aktiviteye ve kararliliga sahip proteaz enzimine deterjan endiistrisi tarafindan
gereksinim duyulmaktadir ve diinya enzim pazarinin % 60’ in1 proteaz enzimi
olusturmaktadir. Bu nedenle bu ¢aligmada magaradan izole edilen bakterilerin
ekstraseliiler proteaz iiretim yetenekleri belirlenmistir. Proteaz iiretim ortami [52]
yontemi kullanilarak proteaz aktivite tayinleri yapilmistir. En yiiksek aktiviteyi
gosteren izolatin enzim aktivitesinin arttirilmasi amaci ile kiiltiir kosullar1 optimize

edilmis ve enzimin sicaklik, stire ve pH profili ¢ikartilip belirtilmistir.

Bu tez kapsaminda Kirikkale ilinin Keskin il¢esindeki magaradan izole edilen
organizmalar proteaz liretim yetenekleri belirlenmistir. MH1 ve MB2 suslar1 proteaz
tiretim yetenekleri bakimindan segilmistir. MH1 susunun en yiiksek proteaz enzim
aktivitesi 48 saatte, pH 9.0 ve 37°C‘de 1 U enzim aktivitesi 86,465 pug/mL olarak
Ol¢iilmiistiir.. MB2 susunun en yiiksek proteaz enzim aktivitesi 72 saatte, pH 9.0 ve
15°C*de 1 U enzim aktivitesi 93,120 ug/mL olarak dl¢iilmiistiir

Annamalai ve ark. (2014) Bacillus alveayuensis CAS 5 ile yaptiklari g¢alismada,
alkalen proteaz iiretimi i¢in optimum pH degerinin 9 oldugunu rapor etmistir [78].
Baska bir 6rnekte NB-16 susu kullanilmistir. Tekin ve ark. (2012) Bacillus sp. NB-16
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susundan izole edilen proteaz enzimi optimum aktivitesini pH 12.0 ve 25°Cde
gostermistir [79].

Joshi ve ark. (2007) yaptig1 ¢alismada, Bacillus cereus MTCC 6840 susundan izole
edilen proteaz enziminin optimum aktivitesini pH 9.0 ve 20°C’de gosterdigini
belirtmiglerdir [12]. Bununla birlikte, Shi ve ark. (2006) enzimin 15°C’deki relatif
aktivitesinin %82 oldugunu bulmuslardir [80]. Bacillus cereus SYP-A2-3 susundan
izole edilen proteaz enziminin 0°C’de % 6, 25 °C’de % 60 relatif aktivite gosterdigini
belirtmislerdir. Diistik sicakliktaki bu 6zelligin sogukta adaptif enzimler igin
karakteristik oldugu bildirilmistir.

Bakterilerin ireme grafigi hazirlanirken ¢ogu kosuldan en uygun tireme kosullar1 MH1
susun pH 7.0 37°C de 24 saatte iireyip logaritmik fazin sonlarina dogru, liremeye
paralel olarak 72 saatte maksimum iireme azaldig1 goriilmiistiir. MB2 susun pH 9.0 48
saatte de 37°C’de zirvede logaritmik fazin sonlarina dogru, iiremeye paralel olarak 72
saatte maksimum tireme azaldig1 goriilmiistiir. Arastiricilar, Bacillus sp. proteazlarinin
genellikle bakterilerin logaritmik gelisme evresinden sonra maksimum verime

ulagtigini bildirmislerdir [81] [82].

Azot kaynaklarinin bakteri ve enzim tiretimi lizerine etkilerini aragtirmak tizere yapilan
calismada organik azot kaynaklari igerisinden en yiiksek verim %43 ile kazein ile
saglanir. Kazeinin enzim aktivitesini arttirdign  goriilmiistiir. Inorganik azot
kaynaklarinin varliginda ise, proteaz iretiminin yok denecek kadar az oldugu
belirlenmistir. Caligmalarda, organik azot kaynaklarinin, inorganik azot kaynaklarina
nazaran daha etkili oldugu ifade edilmistir [83]. Benzer sonuglar diger bilim adamlari
tarafindan da ifade edilmistir. Bunlardan Flavobacterium pectinovorum iizerine
yaptiklart aragtirmada en yiiksek aktiviteyi skimmilk varliginda oldugunu
saptamiglardir [23]. Nascimento and Martins (2004) Bacillus licheniformis iizerine
yaptiklar1 aragtirmada, kazeinin enzim tiretiminde uyarici etkisi oldugunu ve kazeinin
bakteri tarafindan hem azot hem de karbon kaynagi olarak kullanilabilecegini
saptamustir [84]. [85] Bacillus horikoshii’nin alkalen proteaz tiretimini en ¢ok soya
unu ve kazeinin arttirdigini bildirmistir [85]. Shaheen ve ark. (2008), Bacillus subtilis
lizerinde yaptig1 proteaz iiretiminin arttirilmasi ¢caligmalarinda, ayni sekilde kazein ve
soya unu varhiginda yiiksek aktivite elde ettigini belirtmislerdir [83]. Ahmed ve ark.

(2008) alkalen proteaz tireten bir Streptomyces avermectinus ile yaptiklari arastirmada,

63



enzim lretimini arttiran azot kaynaginin soya ve bugday unu oldugunu saptarlarken,
soya ununun proteaz iretiminde %37 oraninda aktivite kaybina neden oldugu
bulunmustur [86].

Secilen organizmalar bazi1 biyokimyasal 6zellikleri ag¢isindan taranmistir. Bu nedenle
Gram boyama, katalaz, oksidaz, indol ve IMVIC testleri yapilmistir. Gram boyama
sonucunda izolatin mor renk aldig1 belirlenmis, gram degisken 6zellikte ve basil
morfolojisinde oldugu tespit edilmistir. Katalaz testi i¢in lam tizerine 6ze ile saf koloni
birakilmis ve iizerine %3’ lik H20. damlatildiginda, hava kabarciklarinin ¢iktigi
gozlenmis ve bu test sonucunda izolatin katalaz pozitif oldugu belirlenmistir. Oksidaz
Testi yapilmis tetrametil-p-fenilendiaminin % 0,5' lik ¢ozeltiden ilave edilmistir. 1-2
dakikalik bekleme siiresi sonunda MH1 ve MB2 suslarmin mavi renk olusumu
gbzlenmemistir sonug negatif olarak belirlenmistir. Indol testi yapilmus kiiltiirlerin
tizerine kovaks ayiracindan 0.5 mL ilave edilip ve iyice karistirilmistir. Tiiplerin st
kisminda sarims1 halka olusup negatif belirlenmistir. Metil Kirmizisi testinde 37 °C de
2-7 giin inkubasyona birakilan kiiltiiriin {izerine metil kirmizis1 soliisyonunun’dan 4-5
damla damlatildiginda iist tarafta sarimsi1 halka goziikmesi negatif olarak
belirlenmistir. VP testinde besiyerinin istiinde 2-5 dakika iginde pembe renk
olusmustur bunun sonucunda acetoin varliginin tespit edilmistir. Sitrat testi i¢in saf
kiiltirden Simons Sitrat besiyerine ¢izgi ekim yapilip 24 saatlik siire sonucunda

besiyeri yesil olarak kalmistir sonug negatiftir.

MHI1 kodlu susun PZR iiriinleri gdsterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az
oldugu sicakligin 54°C oldugu goriilmektedir. Optimum primer baglanma sicaklig
belirlendikten sonra farkli MgCl, yogunluklarindaki konsantrasyonlari denenmis
MH1 kodlu Ornege ait farkli MgCl, konsantrasyonlar: gosterilmistir. Spesifik
baglanmalarin en az oldugu MgCl, konsantrasyonu olan 2.5 mM belirtilmistir. Gen
bankasina yiiklenen verilerin BLAST analizlerine gore MH1 kodlu sus % 99 oraninda
Bacillus anthracis (Ames strain Ames), Bacillus thuringiensis ile homoloji gosterdigi
saptanmistir. Buna gore MH1 kodlu sus evrimsel agidan Bacillus thuringiensis ile

yakin akraba oldugu goriilmiistiir.
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MB2 kodlu susun PZR iiriinleri gosterilmistir. Spesifik olmayan baglanmalarin en az
oldugu sicakligin 58°C oldugu goriilmektedir. Optimum primer baglanma sicakligi
belirlendikten sonra farkli MgCl, yogunluklarindaki konsantrasyonlar1 denenmis MB2
kodlu 6rnege ait farkli MgCl, konsantrasyonlar1 gosterilmistir. Spesifik baglanmalarin
en az oldugu MgCl> konsantrasyonu olan 2.5 mM belirtilmistir Gen bankasina
yiiklenen verilerin BLAST analizlerine gére MB2 kodlu sus % 100 oraninda Bacillus
cereus ile %99 oraninda ise Bacillus thuringiensis homoloji gosterdigi saptanmistir.
Buna gore MB2 kodlu sus evrimsel agidan Bacillus cereus ile yakin akraba oldugu

gorilmiustir.
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