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OZET

Yiksek Lisans Tezi

VAN IiLINDEN ALINAN SICAK SU ORNEKLERINDEN iZOLE EDIiLEN
TERMOFILIK BAKTERILERIN iZOLASYONU, IDENTIFIKASYONU, Bacillus
licheniformis EA10‘DAN PROTEAZ ENZIMININ UCLU FAZ AYIRMA SISTEMI (TPP)
ILE SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

Esra ALCICEK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda SISECIOGLU

Bu tez caligsmasi kapsaminda; Van Caybagi ve Hasanabdal Kaplicalarindan temin edilen sicak
su orneklerinden toplam 10 adet termofilik bakteri izole edildi. izolasyon sonrasinda yapilan
konvensiyonel ve molekiiler analizler sonucunda 10 izolat (EAL, EA2, EA4, EA5, EA6, EAT:
Bacillus thermolactis; EA3, EA9, EA10: Bacillus licheniformis; EA8: Anoxybacillus
pushchioensis) tiir diizeyinde tanilandi. Petri denemeleri sonucunda 3 susun proteaz enzim
aktivitesi bakimindan pozitif oldugu gozlemlendi, en yiiksek aktiviteyi ise EA10 izolatinin
verdigi tespit edildi. B. licheniformis EA10’dan proteaz enziminin saflastirilmasi TPP
yontemiyle ilk kez bu c¢alismada uygulandi. Bunun i¢in tuz, organik ¢6zgen ve pH
optimizasyonu yapildi ve pH 6,0’da, 1,0:0,5 (ham enzim ¢dzeltisi:t-biitanol orani) ve %70
doygun amonyum siilfat Kullanilarak uygulanan TPP sistemi sonucunda %191,6 verimle 54,1
kat saflagtirilan enzimin molekiil agirligit SDS-PAGE jel elektroforez yontemiyle yaklasik 37,67
kDa olarak hesaplandi. Protez enzimi ig¢in optimum pH 9,5 ve optimum sicaklik 80°C olarak
belirlendi. Enzimin 90°C gibi yiiksek bir sicaklikta 120 dk inkiibasyonun sonunda aktivitesinin
hi¢ diismedigi ve inkiibasyon siiresinin aktiviteyi arttirici etki gosterdigi tespit edildi. B.
licheniformis EA10’dan proteaz enziminin okside edici ajan olan H,O, varliginda kararliligin
%1 ve %5’lik konsatrasyonlarda sirasiyla %107 ve %102 oraninda korudugu tespit edildi.
Organik ¢oziiciilere karsi yiiksek bir stabilite gosteren enzimin Mn®* metalinin 1mM
konsantrasyonunda aktivitesini korudugu goriildii, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarinda ise
strasiyla %164 ve %237 oraninda enzimin aktivitesini artirdigi belirlendi. EDTA varliginda
enzim stabilitesinin %104,6 oraninda korundugu belirlendi. B.licheniformis EA10’dan alkali
proteaz enziminin hem kazeine hem de gelatine yiiksek substrat spesifitesi oldugu goriildd,
kazein substrat: igin Ky ve Vs degerleri sirastyla 0,376 mg/ml ve 14,085 umol.ml'l.dk'l
olarak hesaplandi.

2017, 109 sayfa

Anahtar Kelimeler: Termofilik bakteri, Bacillus licheniformis, proteaz, ii¢lii faz ayirma sistemi
(TPP), enzimatik karakterizasyon, saflastirma



ABSTRACT

Master Thesis

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF THERMOPHILIC BACTERIA
ISOLATED FROM HOT WATER SAMPLES COLLECTED IN VAN
PROVINCE, TURKEY AND PURIFICATION-CHARACTERIZATION OF
PROTEASE ENZYME FROM Bacillus licheniformis EA10 ISOLATE WITH
THREE PHASE PARTITIONING SYSTEM

Esra ALCICEK

Ataturk University
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In this thesis work, a total of 10 thermopbhilic bacteria were isolated from hot water samples
collected from Van Caybagi and Hasanabdal springs. 10 isolates were identified as follows
using conventional and molecular analysis; EALl, EA2, EA4, EA5, EA6, EA7: Bacillus
thermolactis; EA3, EA9, EA10: Bacillus licheniformis; EA8: Anoxybacillus pushchioensis.
According to a pedri analysis, three strains were observed to be positive in terms of protease
activity and EA10 had the highest activity. Purification of protease from B. licheniformis EA10
using TPP was carried out for the first time in this study to the best of our knowledge. For this,
optimization of salt content, organic solvent and pH was done. The TPP system applied at pH
6.0 using 1.0: 0.5 (crude enzyme solution: t-butanol ratio) and 70% saturated ammonium
sulphate resulted in 54.1 fold of enzyme purification with 191.6% yield and the molecular
weight of the purified enzyme was estimated to be approximately 37.67 kDa by SDS-PAGE gel
electrophoresis. The optimum pH and temperature were determined as 9.5 and 80 °C,
respectively. It was found that the enzyme did not decrease its activity at all after 120 minutes
of incubation at a temperature as high as 90 °C and that the incubation period had an activity-
enhancing effect. It was also found that B. licheniformis EA10 protected its protease enzyme
stability by 107% and 102% in the presence of H,0,, an oxidizing agent, at concentration ratios
of 1% and 5%, respectively. The enzyme exhibiting high stability against organic solvents
maintained its activity at 1 mM Mn®* and increased its activity by 164 and 237% at 5 and 10
mM concentrations, respectively. In the presence of EDTA, enzyme stability was preserved by
104.6%. Results showed that alkaline protease of B. licheniformis EA10 had high substrate
specificity for both casein and gelatin and the Ky and V..« values for casein substrate was
calculated (Ky. 0,376 mg/ml and V. 14,085 pmol.ml™.dk™).

2017, 109 pages

Keywords: Bacillus licheniformis, protease, three phase partitioning system, thermophilic
bacteria, enzimatic charecterization, purification.
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1. GIRIS

1.1. Endiistriyel Enzimler

Enzimler, katalizorlerin fonksiyonlarini yerine getiren kompleks organik maddelerdir.
Baska bir deyisle canli organizmada meydana gelen bir¢ok biyokimyasal reaksiyon,
protein yapili 6zellikli biyokatalizorler olan enzimler tarafindan katalizlenir (Topal

1985; Gazel 2016).

Insanlarin enzimleri kullanmasi, medeniyetin en eski zamanlarina kadar uzanir. ilkel
toplumlardaki; yiyecek ve igeceklerinin hazirlanmasi, giyinmek igin derilerin
iyilestirilmesi gibi insan faaliyetleri bilmeden de olsa enzim aktivitelerinin
uygulamasini igeriyordu. Daha sonra biyokimyanin gelismesiyle ve bircok 6nde gelen
bilim adaminin Oncii ¢aligmalar1 ile enzimlerin dogas1 ve nasil calistiklar
netlestirilmeye baslanmistir. Enzimatik islemlerin, geleneksel islemlere oranla daha az
miktarda atik olusturarak daha az cevre kirliligine yol agmasi, uygun ve ekonomik
sartlarda gerceklestirilebilmesi enzim kullanimini daha cazip hale getirmektedir.
Enzimlerin endiistriyel alanda kullanilmalar1 ¢ok eski ¢aglara kadar uzanmaktadir. ik
caglardan beri iiretildigi bilinen ekmek, yogurt, sarap, peynir gibi gida maddelerinin
uretiminde kullanildigi, 6rnegin incir bitkisinden elde edilen sivi ile siitten peynir

yapildig1 bilinmektedir (Seving 2010, Polaina and Maccabe 2007).

Enzimler hakkinda elde edilen o6nemli bilgileri kronolojik olarak su sekilde
siralayabiliriz: Enzimler hakkindaki ilk bilgiler 1570°1i yillara dayanir. Pasteur ve
Liebing gibi bir¢ok iinlii arastirmaci sayesinde enzimler hakkinda pek ¢ok temel bilgi
saglanmigtir. Alman kimyaci1 Berzellius, 1838 yilinda reaksiyon hizi iizerine etki yapan
maddelere ‘katalizor veya katalizator’ adin1 vermistir. Gagnrard ve Schav adl iki bilgin,
(1838) birbirinden habersiz olarak fermantasyon olayini incelemis ve bu olayin maya
ad1 verilen bazi makro organizmalar tarafindan meydana getirildigini ac¢iklamislardir.

Kiihne, (1879) biyolojik reaksiyon hizlarina etki eden maddeleri ayirt etmek icin



Yunanca mayada bulunan anlamimna gelen ‘enzim’ kelimesini Onermistir. Poyen ve
Person (1883) nisastanin ¢oziiniirlestirilmesinde malt 6ziitii i¢cinde bulunan “diastaz
enziminin” etkin oldugunu belirlemistir. Blumenthal, (1885) peynir yapiminda
kullanilmak tizere, ilk kez rennin enziminin Oziitiinii, teknolojik boyutlarda iiretmeyi
basarmistir. Biichner, (1897) maya hiicrelerinden bazi enzimleri ayirmayi basararak,
yeni bir arastirma alani agmistir. Rahm, (1915) lipaz ve proteaz enzimlerinin ¢amasir
yikama sularina katilarak, c¢ok etken bir temizleyici olarak kullanilabilecegini
gostermistir. James B. Summer, (1926) ilk kez {lireaz enziminin kristallerini elde ederek,
molekiiliin biiylik bir kisminin protein oldugunu gostermistir. Northrop, Kuintz, Herriott
ve Amson gibi bilginlerden olusan bilim adami grubu sirast ile pepsin, tripsin,

kimotripsin ve karboksipeptinaz enzimlerini kristalize etmeyi basarmistir (1930).

1930 yillarinda 80 adet enzim taninirken, 1968’lerde bu rakam 1300’e 1982°de 2000’e
yiikselmistir. Giiniimiizde ise 2500 enzimin var oldugu bilinmektedir ve yine enzimlerle
ilgili calismalar siirekli artarak devam etmektedir (Acar 2009). Enzim alanindaki bu
biiylik ilerleme enzim isimlendirilmesinde diizenleme gerektirmistir. Bu yiizden
Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB), Uluslararas1 Saf ve
Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) ile istisare ederek enzimlerin sistematik
smiflandirilmasindan  ve adlandirilmasindan  sorumlu  Uluslararas1  bir  Enzim
Komisyonunu kurulmustur (Singh et al. 2016). Kurulan bu Enzim Komisyonu (EC)

enzimleri katalizledikleri ana reaksiyon tipine gore 6 ana gruba siniflandirmistir:

1. Oksidoreduktazlar (Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalizlerler.)

2. Transferazlar (Fonksiyonel bir grubun bir molekiilden diger bir molekiile transferini
katalizlerler.)

3. Hidrolazlar (Molekiile su molekiiliinii dahil ederek bag kirarlar.)

4. Liyazlar (Cift bag yapar veya kirarlar.)

5. Izomerazlar (Molekiilleri izomerlerine gevirirler.)

6. Ligazlar (iki molekiil arasinda bag olusumunu katalize ederler.) (Geggil 2007)



Enzimleri kullanim amaglarina gore; bilimsel arastirma ve analitik amagla kullanilan
saflik dereceleri yiiksek analitik enzimler, gesitli fizyolojik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan ve saflik derecesi oldukga yiiksek Klinik enzimler ve iiretime yonelik gesitli
reaksiyonlarin katalizinde kullanilan saflik dereceleri diisiik olan endiistriyel enzimler

olarak {i¢ grupta toplayabiliriz (G6ok 2011).

1.2. Endiistriyel Enzim Uygulamalan

Enzimlerin ¢ok ¢esitli uygulama alanlart bulunmaktadir. Teknik kullanim, besin
tiretimi, hayvansal yem iiretimi, kozmetik, medikal gibi bir¢ok alani da i¢ine alan genis
uygulama alanina sahiptir (Cizelge 1.1). Giliniimiizde hemen hemen 4000 enzim, ki
bunlarin yaklasik olarak 200’4 mikrobiyal orijinli olmak iizere, ticari olarak
kullanilmaktadir. Ancak endiistriyel 6lgekte sadece 20 tip enzim tretilmektedir (Shuang

Lietal. 2012).

Giiniimiizde endiistriyel enzimlerin ¢ogu hidrolitiktir ve dogal maddelerin
parg¢alanmasinda kullanilmaktadirlar. Endiistriyel enzimlerden olan proteazlar siit
endiistrisi, deterjan endiistrisi, gida enddistrisi, kozmetik, kagit ve kagit hamuru, organik
sentezi, farmasotik, tekstil endiistrisi gibi bir¢ok endiistride yaygin olarak kullanildiklar
icin endiistride en baskin olan enzim grubunu olusturmaktadirlar. Amilaz ve seliilaz gibi
cesitli karbohidrazlar; nisasta, tekstil, deterjan ve firincilik endiistrilerinde kullanilan

ikinci biiyiik enzim grubudur (Gurung et al. 2013).



Cizelge 1.1. Farkli alanlarda kullanilan enzimler ve uygulama alanlar1 (Gurung et al.

2013).

Endiistrilerin
Tipleri
Alkol/icecekler

Meyve sulari
Bebek yiyecekleri

Yiyecek isleme

Siit iirinleri

Deterjan

Tekstil

Enzimler

Amilaz,glukanazlar,
proteazlar,
beta-glukanazlar,
arabinoksilanlar,
amilogliikosidaz,
pullulanazlar ve
asetolaktat
dekarboksilaz
Sellulazlar, pektinazlar

Tripsin

Amilaz, proteaz ve
papain
Rennin, lipazlar ve

laktazlar

Proteaz, amilaz, lipaz,
seliilazlar,

Ve mannanaz

Amilaz, pektinaz,
seliilazlar,

katalaz ve proteaz

Kullanim Alanlar1

Polikarbonatlarin ve nisastanin  basit

sekerlere yikiminda, Kompleks proteinleri

sekere indirgeyerek fermantasyon
verimliligini arttirmada

Diisiik kalorili bira iretiminde
kullanilirlar.

Meyve sularini temizlemede kullanilirlar.
Bebek yiyeceklerinin  6n  sindiriminde
kullanilirlar.

Etin yumusatilmasinda, nisasta ve komplex
proteinlerin yikiminda kullanilirlar.
Proteinlerin hidrolize edilmesinde, peynir
tretiminde (roquefort peyniri),

Laktozdan glukoz iiretiminde kullanilirlar.
Boyama sonrasi proteini ¢ikarmada , bulasik
yikarken ¢oziinmez nigastayr ¢ikarmada,

yaglarin ¢ikarilmasinda ve deterjanlarin

etkinligini arttirllmasinda kullanilirlar.

Nisasta kalintilarim1  gidermede,  fiber
cekirdek ve  mumlart  yapistirmada,
denimlerdeki  dokumayr tamamlamada,

pamugun beyazlatilmasindan sonra kalinti
hidrojen peroksiti yikmada, yiin bakiminda,
ayn1 zamanda biyolojik parlatma olarak da
zamklamasinda

bilinen ham  ipegin

kullanilirlar



Cizelge 1.1. (Devami)

Kagit ve

hamuru

Lastik

Yag ve petrol

Biyopolimer /plastik

Farmasotik

Molekiiler biyoloji

kagit| Amilaz, ksilenaz,

seliilaz, hemiseliilaz,

ligninaz, ve esteraz

Katalaz

Sellulazlar, ligninazlar
ve mannazlar
Lakkazlar,
peroksidazlar, lipazlar

Ve transgliitaminazlann

Nitril hidrataz, D-amino
asit oksidaz, glutarik
asit asilaz, penisilin
asilaz, penisilin G
asilaz, amonyak liyaz ve
humulin

Restriksiyon enzimleri,

DNA ligaz ve polimeraz

Daha az viskoziteli nisastayr yikmada,
boyutunu ayarlamada, kagit kaplama ve
miirekkebini gidermede kullanilirlar.
Ksilenazlar dekolorize etmek icin gerekli
agartic sellulaz ve hemisellulazlar fiberleri
diizlestirmede, su drenajin1 saglamada,
miirekkep ¢ikarmada kullanilirlar. Lipazlar
zifti azaltmada kullanilirlar. Lignin-yikan
enzimler kagidi yumusatmak igin lignini
¢ikarmada kullanilirlar.

Lateksi kopiikli lastige ¢evirmede ve

peroksiten oksijen iiretiminde kullanilirlar.

Yag sondajinda jel kirici olusturmada
kullanilirlar.
Polimerizasyon islemi agisindan in-Situ

materyaler iiretmek igin biyopolimerlerin

arasinda  ¢apraz  baglar  olusturmada

kullanilirlar.

Biyosentetik insan insulini,aspartamat igin
ara maddeler, semisentetik antibiyotikler,
maddeler iiretmede

suda ¢Oziinen ara

kullanilirlar.

Genetik miihendisliginde DNA’y1 manipule
Adli

polimeraz zincir reaksiyonlari ve DNA’nin

etmede  kullanilirlar. bilimler,

hidrolizi igin gereklidir.

Gilintimiizde tiiketiciler, sadece ABD ve Avrupa’da degil ayn1 zamanda tiiketimin kalori

kaynakli yasam kalitesinden uzaklastig1 gelismekte olan iilkelerde de dogal lezzet ve tat

bakimindan gidalarda daha yiiksek kaliteli iirtinler talep etmektedir. Bu egilim, gida



isleme alanindaki enzim uygulamalarinin gelistirilmesine olan ihtiyact tetiklemistir.
(Gurung et al. 2013). Enzimler gida endiistrisinde olduk¢a 6nemli rol oynamaktadirlar.
Gida enzimleri esas olarak firncilik endiistrisinde, meyve suyu iretiminde, peynir
tiretiminde kullanilmaktadir ve ayn1 zamanda enzimler; sarap yapiminda ve lezzetini,
dokusunu, sindirilebilirligini ve besin degeri artirmak i¢in bira yapiminda kullanilir.
Yine yogurt ve fermente tirlinler de enzimatik reaksiyonlar sonucunda iiretilmektedirler

(Cerci vd 2011).

Deterjan endiistrisinde ekstrem kosullara dayanikli ve ekstrem kosullarda bile
aktivitesini koruyabilen enzimlere gerek duyulmaktadir. Alkali pH, yiiksek sicaklik,
stirfaktan maddelerin varli§i enzim aktivitesini inhibe eder. Denatiirantlara dayanabilen

termofilik enzimler bu amagla deterjan endiistrisinde kullanilirlar (Coskun 2010).

Hayvan beslenmesinde enzimlerin kullanilmasi gliniimiizdeki ¢iftlik sistemlerinde
onemli bir role sahiptirler. Enzimler hayvanlarin sindirim sisteminde nisasta, protein ve
yaglar1 parcalayarak sindirimi kolaylastirirlar. Yem katki maddesi olarak kullanilan
enzimler mikrobiyal kokenlidirler. Bunlardan proteaz, lipaz, amilaz, glukanaz, seliilaz,
pektinaz gibi ¢esitli enzimler tek basina veya kombine olarak karma yemlere katilmak
suretiyle yem sanayinde kullanilmaktadir. Enzimler, yemlerin sindirilme derecelerinin
ve yemlerin metabolik enerji degerlerinin arttirilmasinda ve bununla beraber enzimler
sayesinde hayvanlarin yemden yararlanma oranlarinda artis saglanmaktadir (Giiler ve

Basaran 2003).

Enzimlerin mikrobiyal yolla {iretimi yakin ge¢miste Onem kazanmistir. Buchner
1897°de ilk kez yasayan hiicreden aktif enzimlerin izole edilebilecegini gdstermistir.
Endiistriyel yolla enzim iiretiminde mikrobiyal kaynaklarin kullanilmasi, yetersiz olan

iiretimde artig saglanmasi bakimindan ¢ok avantajli olmustur (Topal 1988).

Mikrobiyal kaynakli enzimlerin endiistriyel 6nemlerinden dolayr uygun enzimleri
tireten yeni bakteriyel suslarin izolasyonuna olan ilgi artarak devam etmektedir.

Mikrobiyal kaynaklar; diisiik maliyet, iiretimde tutarlilik, kisa silirede {iriin elde



edinmesi, islem modifikasyon ve optimizasyonunun kolaylig1 gibi avantajlardan dolay1

endiistriyel tiretimler i¢in kullanilmaktadir (Haliskaranfil 2012).

Mikrobiyal enzimler; gida sektoriinde (siit triinlerinin tretimi, biracilik, etlerin
islenmesi, meyve sularinin berraklastirilmas, fruktoz surubu {iretimi), deterjan

endiistrisinde 8protein ve yag artiklarini pargalamak igin), tekstilde (deri ve dokuma

ipliklerinin
kullanilmaktadirlar (Cizelge 1.2).

islenmesini

kolaylastrmada) ve

teshis ve tedavi amaciyla tipta

Cizelge 1.2. Mikrobiyal enzimlerin uygulama alanlar1 (Singh et al. 2016)

Kullanilan Endiistri Enzim

Fonksiyon

Asit proteinaz
Notr Proteinaz

Siit Uriinleri

Lipaz

Laktaz(f —galaktosidaz)
Aminopeptidaz
Katalaz
Transglutaminaz
Amilaz

Maltojenik
a-Amilaz Ksilanaz
Lipaz

Glukoz oksidaz
Pektinaz

Glukoz oksidaz
Seliilaz

a-Amilaz
B-Amilaz
B-Glukanaz
Proteinaz
Piilulanaz
Naringinaz

Firincilik

Icecekler

Siit Koagiilasyonunda

Daha hizli peynir olgunlastirmada, acilik
gidermede,

Daha hizli peynir olgunlastirmada,
Ozellestirilmis peynir tadiminda,
Laktozu azaltilmis siit ve peynir alt1 suyu
uriinleri iiretilmesinde,

Daha hizli peynir olgunlagtirmada,
Peynir islemede,

Protein ¢apraz baglamada kullanilirlar.
Un ayarinda, ekmek yumusatilmasinda
Ekmeklerin raf dmriinii arttirmada
Hamuru forma sokmada

Hamur kararliliginda ve forma sokmada
Hamuru giiclendirmede kullanilirlar.
Depektinatasyonda,

Biradan oksijen alinmasinda,

Meyve sivilastirilmasinda,

Nisasta hidrolizinde,

Nisasta hidrolizinde,

Bulaniklik gidermede,

Bulaniklik gidermede,

Nisasta Sekerlendirmesinde,

Acilik gidermede,
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Aminopeptidazlar

Acilik gidermede kullanilirlar.

Yem Endiistri

Fitas

Fitik asit hidrolizinde,

Ksilanaz Nigastanin sindirilebilirligini arttirmada
kullanilir.
Kagit ve B-Glukanaz Sindirim yardiminda,
kagit Lipaz Zift kontroliinde,
hamuru Proteinaz Biyofilm ¢ikariminda,
Amilaz Miirekkep gidermede, drenajda,
Ksilanaz Agartma takviyesinde,
Lakkaz Klorsuz agartmada, delignifikasyonda,
Seliilaz Miirekkep gidermede, drenajda kullanilirlar.
Polimer Lipaz Polikondansasyonda,
Lakkoz Bisfenol A polimerizasyonunda,
Glukoz oksidaz Anilinlerin polimerizasyonunda,
Transglutaminaz Proteinin ¢apraz baglanmasinda,
Tirozinaz Lignin ve kitosan Polimerizasyonunda
kullanilirlar.
Deterjan Amilaz Karbonhidrat lekesi ¢ikarmada,
Lipaz Yag lekesi ¢ikarmada,
Proteinaz Protein lekesi ¢ikarmada,
Seliilaz Renk agilmasinda,
Kiitinaz Trigliserid gideriminde,
Mannaz Mannan lekesi ¢ikarmada kullanilirlar.
Deri Alkalin proteaz Kil gideriminde,
Endiistrisi ~ Notr proteaz Kil gideriminde, 1slatmada,
Lipaz Yag almada,
Amilaz Elyaf ayriminda kullanilirlar.
Kozmetik Stiperoksit dismitaz Serbest redikal siipiirmede, cilt bakiminda,
Proteaz Olii cildi temizlemede,
Endoglikozidaz Dis ve diseti dokusu bakiminda,
Lakkaz Sa¢ boyasinda,
Lipaz Cilt bakiminda kullanilirlar.
Organik Lipaz Ilaglarin sentezin, polimerler biyodizeller,
Sentez biyolojik yiizeyi aktif malzemelerde,

Glikoz tranforaz

oligosakkarid sentezinde,
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Nitril hidrotaz
Glikoz isomeraz
Asiltransferaz

Akrilamid sentezi, biitiramit, nikotinamid
Yiiksek fruktozlu misir surubu tiretiminde,
Hidroksamik asitler sentezinde

Lakkaz Kozmetik pigmentler ve bocek dldiiriictilerde
kullanilirlar.
Atik Amidaz Atiklar1 i¢eren nitrillerin bozulmasinda,
Yonetimi Amilaz Sebze atiklarinin biyoremediasyonunda,
Aminoglikosidaz Biyorenediasyon i¢in nisasta hidrolizinde,
Lipaz Ham petrol hidrokarbonlarin bozulmasinda
Nitril hidretaz Atiklari i¢eren nitrillerin bozulmasinda,
Proteaz Keratinik atiklarin biyoremediasyonunda,
Lakkaz Olefin birimi atiklarin bozulmasinda,
poliiireten ve fenolik birlesiklerde,
Kitinaz Plastiklerin bozulmasinda,

Manganez peroksidaz

Lignin peroksidaz
Oksijenaz

Fenolik birlesiklerin bozulmasinda,
Fenolik birlesiklerin bozulmasinda,
Halojenle kirleticilerin bozulmasinda
kullanilirlar.

1.3. Endiistriyel Uygulamalarda Onemli Enzimler

Seliilolitik enzimler; ¢ok yonlii uygulamalarindan dolayr en onemli endiistriyel

enzimdir. Ozellikle biyoetanol iiretiminde ve 6nemli organik bilesiklerin iiretiminde

aragtirmacilarin yogun ilgi gostermektedir. Seliilolitik enzimler kompleks enzimlerdir.

En o6nemlei tipleri; endoglukonaz, karboksimetilseliilaz, ekzoglukanaz ve selobiazdir

(Dhillon et al. 2016).

Lipazlar; lipitlerin ester baglarinin hidrolizini katalizleyen esterazlarin bir alt sinifini

olusturan enzim olarak bilinmektedir. Lipazlarin yaygin olarak kullanildigi sektorler,

gida, deterjan, ilag, deri, tekstil, kozmetik ve kagit sektoriidiir.



10

Amilazlar; @ —amilaz enzimi nisasta molekiiliindeki a-1,4 baglarini1 pargalayip glukoz,
maltotrioz, maltoz ve a -limit dekstrinlerin olusumunu saglamaktadir. Amilazlar

biyoteknolojik agidan en dnemli enzim grubudur.

Fibrinolitik enzimler; klinik uygulamalar i¢in 6nemli olan bu enzim kemoterapotik
ajan olarak kanin pihtilagsmasinda rol alir. Bununla birlikte proteazin bir alt sinifi olan

fibrinolitik enzimler fibrin indirgeme yetenegine sahiptir.

Dekarboksilaz (biyojen aminler); hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin metabolik
aktiviteleri sonucunda sonucunda, amino asitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve
ketonlarin aminassyonu ve transaminasyonu ile olusan diisiik molekiil agirlikli azotlu

bilesiklerdir (Yiice vd 2017).

Ksilan ve ksilanazlar; kagit ve kagit hamuru basta olmak iizere gida ve hayvan yemi
endustrisi alanlarinda esas endiistriyel enzim olmalar1 hasebiyle ¢ok biiyilkk dneme

sahiptir.

Pektolitik enzimler; evlerde kullanilan ilk enzimler olarak bilinen pektinazlar, meyve
ve tekstil sektoriinde ve gesitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in son derece énemli bir

endiistriyel enzimdir.

Proteazlar; proteinleri hidrolize eden bu enzimler hem fizyolojik hem de ticari alandaki
uygulamalari agisindan ¢ok onemli bir yere sahiptir. Giiniimiizde proteazlar, diinyada

endiistriyel olarak satilan ii¢ biiyiikk enzim grubundan biridir (Yiice vd 2017).

1.3.1. Proteolitik enzimler

Proteolitik enzimler, proteinlerin yapisindaki peptit baglarini amino asitler ve kiigiik
peptitlere parcalamak tizere hidrolizleyen enzimlerdir (Fu-Li Li 2015). Proteolitik

enzimler EC numaralarina gore; smif 3 (hidrolazlar) ve alt sinif 3.4 (peptidazlar ya da
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peptid hidrolazlar) grubuna ait enzimlerdir ve EC 3.4 basligiyla ifade edilirler (Gengkal
2004). Proteoliz olarak adlandirilan; peptid baglarinin proteazlar tarafinda hidrolizi sekil

1.1°de gosterilmistir.

Proteaz | Proteaz Il
| H |
- \ H
.
H,.N—-—.\C;*N-\’_'_'_l N
8] Il
4]

@ coon
+#  HN ’ & . ' COOH
+ H_,N—.—.—.—CDDH

Aminoasit
" @

L I
® 0 v

Sekil 1.1. Proteolitik enzimlerin peptit baglarini par¢alama modeli (Fu-Li Li 2015)

Proteazlar, tiim organizma tiirlerinde mevcut olan toplam protein sayisinin %2’sini
olustururlar. Peptidazlar1 kodlayan toplam yaklasik 500 insan geni vardir. MEROPS
(htpp://merops.sanger.av.uk) veritabani peptidazlar ve onlar1 kodlayan genler hakkinda
oldukga zengin bir bilgi kaynagidir. Bu veritaban1 bilgiyi depolama ve bilgiye erisimi

hiyerarsik siniflandirma sistemini kullanarak kolaylagtirmaktadir (Yildirim 2014).

Proteazlar, proteinleri pargalayarak hiicre c¢ogalmasi, hiicre dongiisii, DNA
replikasyonu, doku yenilenmesi, hiicre 6liimii, hemostasis (koagiilasyon), immiin yanit
ve yara iyilesmesi gibi bir ¢ok fizyolojik siirecin kontroliinde 6nemli rol

oynamaktadirlar.
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Proteolitik enzimler, hiicresel metabolik siireglerde dnemli rol oynamalarinin yanisira
endistriyel cevrelerin de olduke¢a dikkatini ¢ekmektedir. Endiistrinin ¢esitli alanlarinda
kullanilan enzimlerin diinya genelindeki toplam satisinin 1 milyar dolarin tizerinde
oldugu tahmin edilmektedir. Endiistriyel enzimlerin en 6nemli ve en biiyiik sinifini
proteolitik enzimler olsturmaktadir ve endiistride en ¢ok kullanilan {i¢ enzimin

icerisinde yaklasik %6011k pazar payiyla basi cekmektedir (Isik 2014).

Aktif merkezinin yapisina gore proteazlar serin proteazlar,sistein(tiyol) proteazlar, asit
(aspartik) proteazlar ve metal (metallo) proteazlar olmak {izere 4 gruba ayrilmaktadir

(Atav ve Karaboga 2017).

1.3.1.a. Serin proteazlar

Serin proteazlar (EC 3.4.21.), giiniimiizde endiistriyel amaglarda kullanilan termostabil
proteazlar arasinda biiyliik 6neme sahiptir (Fu-Li Li 2015). Serin proteazlar alkali pH
degerlerinde aktitirler ve genis bir substrat gesitliligine sahiptirler. Bu o6zellikleri

sayesinde farkli ve genis endiistriyel uygulama alanlarina sahiptirler (Alpan 2008).

Serin proteazlar gergeklestirdigi peptit baglarmin hidrolizi; tasiyici proteinlerden onder
dizilerin taginmasinin, polipeptit hormon siirecinin, yeni tasmmig proteinlerden N-
terminal metiyoninin tasinmasinin, viral enfeksiyonda poliprotein siirecinin, yabanci
proteinlerin sindirilmesinin, apoptozisde hiicresel protein sindiriminin ve diger pek ¢ok

siirecin temelinin olusturur. (Oztekin 2011).

Serin proteazlar yapilarinda serine grubunun varligi ile karakterize edilebilmektedir. Bu
enzimler PMSF, DFP, TLCK, 3,4 DCI inhibitorleri ile geri doniisiimsiiz olarak inhibe
olmalariyla tanmirlar ve molekiiler agirliklar1 18-35 kDa arasindadir. Serin alkali
proteazlar birgok bakteri, maya, kiif ve mantardan iretilirler (Turus 2011). Alkalifilik
Ozelliklerinden dolay1 endiistride (daha ¢ok camasir deterjani endiistrisinde) genis
kullanim alanlarma sahip serin proteazlarin ¢ogu Bacillus suslarindan izole

edilmektedir. 1947°de Carlsberg Laboratory’de bulunan ve ticari adi “Subtilisin
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Carlsberg” olan ticari alkali proteazin endiistriyel iiretimi 1960’larda baslamustir. Ikinci
ticari Oneme sahip serin proteaz Bacillus licheniformis’den “Subtilisin Novo” dur
(Ercan 2007).

1.3.1.b. Sistein proteazlar

Sistein proteazlar (EC.3.4.22) prokaryot ve Okaryotlar tarafindan iiretilen proteazlardir
Bu tip proteazlarin yaklasik 20 alt sinifi tanimlanmistir ve bunlarin bircogu (papain,
bromelain, fisin ve hayvansal katepsinler gibi) endustriyel a¢idan ¢ok énemlidir. Tripsin
benzeri tiyol proteazlar, papain benzeri tiyol proteazlar, glutamik aside 6zel ve diger
tiplerdeki tiyol proteazlar olmak iizere dort grupta incelenmektedir. Bunlardan en iyi
bilinen grup papain benzeri endoproteazlardir. Sistein proteazlar, aktif merkezlerinde
bulunan -SH (tiyol) grubu, okside edici ajanlarla ve agir metal iyonlar1 kolayca inhibe

edilebilmesinden dolayr dnemli enzimlerdir (Ozden 2014).

Son zamanlarda sistein proteazlar, ila¢ endiistrisinin ilgisini ¢ekmektedir. Lizozomal
proteinazlar olan katepsinler, endopeptidazlarin ve/veya ekzopeptidazlarin bir ailesi
olarak belirtilmektedir. Baz1 katepsinler asidik pH ortaminda aktifken, bazilar1 da nétral
pH ortaminda aktif kalabilmektedirler. Katepsinler; osteoporoz, romatoid artrit, damar
sertligi, kanser, inflamatuar ve otoimmun hastaliklar gibi pek ¢ok hastalik igin ilag

olarak umut vericidir (Sar1 2011).

Papain (EC. 3.4.22.2) en iyi bilinen sistein proteazlardandir (Sekil 1.2). Carica
papaya'nin meyvelerinden 1879 yilinda izole edilmistir ve ayn1 zamanda kristalografik
yapist belirlenen ilk proteazdir. Papaya meyvesinin kurutulmus ham lateksi en az dort
sistein proteazin (papain, kimopapain, karikain ve gisil endopeptidaz) ve diger
enzimlerin bir karisimini igermektedir. Papain 212 amino asidin 6¢ disiilfiid kopriisiiyle

birlesmesiyle olusur ve molekiil kiitlesi 23,4 kDa’dur (Sar1 2011).
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Sekil 1.2. Sistein proteazlardan papainin ii¢ boyutlu gosterimi (Grzonka et al. 2007).

1.3.1.c. Aspartik proteazlar

Aspartik proteazlar (EC 3.4.23) asidik proteazlar olarak tamimlanirlar ve katalitik
aktivitelerini aspartik asit kokleri iizerine etki ederek gosteren endopeptidazlardir.
Aspartik proteazlar1 bircogu pH 3,0-4,0 gibi diisiik pH degerlerinde aktivite gosterirler
ve molekil agirliklari 30-45 kDa arasinda degismektedir. Aspartik proteazlar
Diazoasetilnorlosin-DL-norleucine metil ester (DAN) ve 1,2-epoksi-3-(p-pnitrofenoksi)
propan (EPNP) gibi bakir iyonlarini iceren diazoketon bilesiklerine karsi hassastirlar

(Tekin 2008).

Aspartik proteazlar; bitki, retroviriislerde ve bitki virlisleri bulunurlar. Asidik
proteazlarin dogada bulunabilirligi serin proteazlara oranla daha azdir. Asidik proteazlar
3 gruba ayrilirlar. Bunlar pepsin (A1), retropepsin (A2), pararetroviriislerden (A3) elde
edilen enzimlerdir. A1 ve A2 nin birbirleriyle yakin ilgisi vardir fakat A3 bunlardan
farklidir. Aspartik asitler maksimum aktiviteyi pH 3,0-4,0 izoelektrik noktay1 ise 3,0 ile
4,5 civarinda gosterir (Seving 2010).
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1.3.1.d. Metalloproteaz

Metalloproteazlar, tanimlanmis 30 smifiyla katalitik proteazlarin en ¢ok cesitlilik
gosteren grubudur. +2 degerlikli metal iyonlar1 varliginda aktivite gostermeleriyle
karakterize edilirler. Metalloproteazlar EDTA gibi jelat yapici ajanlar tarafindan inhibe
olurlar (Ahmetoglu 2011). Metalloproteazlarin bilinen en iyi tipleri serralizin gibi
matriks metalloproteazlari ve hiicre zarmmin yapisinda bulunan yiizey membran
proteinleri olan ADAM (A disintegrin And Metalloproteinase) proteinleridir (Edwards
et al. 2008).

1.3.2. Proteaz kaynaklari

Proteazlar dogada olduk¢a yaygin bulunan 6nemli enzim gruplarindan birini
olusturmaktadir. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi canli gruplarinda genis

cesitlilik gostermektedirler.

Proteaz kaynagi olan bitkilerden proteaz izolasyonu yiiksek verimli olmakla birlikte
zaman gerektiren bir islemdir. Kiiltiir kosullarinin devamliligi ve gelisme igin gerekli
olan iklim kosullar1 gibi faktorler bitkisel proteazlarmm kullanimini kisitlamaktadir.
Papain, bromelin, fisin ve keratinazlar gibi enzim gruplar iyi bilinen bitki orijinli

proteazlardir.

Hayvansal orijinli proteazlar1 pankreatik tripsin, kimotripsin, renin ve pepsin
olusturmaktadir. Hayvansal kaynakli proteazlar biiyiik hacimlerde fazla miktarda
saflastirilabilmektedir. Ancak bunlarin {iretimi fazla miktarda c¢iftlik hayvaninin

kesimini gerektirdigi igin tarimsal politikalar gerektirmektedir.

Bitkisel ve hayvansal proteazlarin elde edilmesindeki kisitlamalardan dolayr mikrobiyal

proteazlara kars ilgi tim diinyada artmaktadir (Sonug 2011).
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Mikroorganizmalar, fermantasyon yontemi ile kisa siirede fazla miktarlarda iiretilmeleri
nedeni ile cazip proteaz kaynaklaridir. Mikrobiyal kaynakli proteazlarin istenilen
endiistri kosullarma gore enzim iiretebilmeleri  endiistrisini mikroorganizmalara
yoneltmektedir. Ornegin termofilik bakteriler kullanilarak termosabil proteazlar
sentezlenebilmektedir. Bunun yaninda alkalifilik bakteriler kullanilarak alkalin

proteazlar sentezlenebilmektedir.

Proteazlar, mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢i (endoseliiler) ve hiicre dis1
(ekstraseliiler) olarak sentezlenirler. Hiicre i¢i proteazlar sporulasyon, farklilasma,
enzimlerin ve hormonlarin olgunlagmasi, protein katlanmasi gibi hiicresel ve metabolik
olaylarda gorev yapmaktadir. Hiicre dis1 proteazlarin hiicre dis1 kosullarda hidrolitik
iriinlerin hiicre i¢ine alinmasina imkan saglamak gibi rolleri vardir. Hiicre dis1 tiretilen
ve fermantasyon besiyerine direkt olarak salgilanan mikrobiyal proteazlar
tiretilmelerindeki kolaylik nedeni ile bitkisel ve hayvansal proteazlara karsi tercih

edilmektedirler .

Mikrobiyal proteazlar diinya piyasasindaki enzim satislarinda yaklasik olarak %40’ i1
kapsamaktadir. Mikroorganizma kaynakli proteazlar biyoteknolojik metodlarla elde
edilmesini saglayan 6zellikleri nedeni ile bitkisel ve hayvansal proteazlara kars: tercih

edilmektedir (Deshpande et al. 1998).

1.3.3. Bakteriyel alkalin proteazlar ve ozellikleri

Hidrolitik enzimler giinlimiiz endistrisinin 6nemi olan enzimlerin %80 nini
olusturmaktadir (Divakar et al. 2010). Mikrobiyal kaynakli enzimlerin istenmeyen yan
iriin olusturmamalari, katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, biiylime kosullarinin
kolay optimize olmasi, maliyetinin diisiik olmasi gibi avantajlarindan dolay1 diinya
enzim pazarinin Ugte ikisi mikroorganizmalar tarafindan izole edilen enzimlerden
olusmaktadir. Mikroorganizma, biyokimyasal c¢esitliliklerinden dolayr proteaz

tiretiminde kullanilan oldukca 1yi kaynaktir (Yildirim 2014).
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Bakterilerde alkalin proteaz iireticisi olarak Bacillus cinsi mikroorganizmalar dnemli
yer iggal ederler. Bu cinsin suglarinin ¢ogunun patojen olmamasi, izolasyonunun ve
tanisinin - kolay gergeklesmesi, sentezledikleri proteini dis ortama verebilmeleri
(ektraseliiler), fermentasyon yontemi ile kisa siirede, fazla miktarda {iriin
tiretebilmelerinden dolayr endiistriyel alanda siirekli ilgi odagi haline gelen

mikroorganizmalardir (Boyce and Walsh 2007).

1.4. Bacillus cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Carl Woese tarafindan 16 ve 18S rRNA dizilerinin karsilastirilmasiyla olusturulmus
smiflandirmaya goére Bacillus cinsi mikroorganizmalar Bakteri (Eubakteri) domanini
igerisine dahil edilmistir (Woese and Wolfe 1985; Woese 1999). Bacillus grubu
mikroorganizmalar; hareketli, zorunlu veya fakiiltatif aerob, Gram pozitif ve ¢ubuk
sekillidir. Gida, ilag, deterjan gibi birgok endiistriyel alanda kullanilan enzimler,
Bacillus bakterileri tarafindan tretilmektedir. Bacillus’lar amilaz, lipaz, Kkitinaz,
pektinaz, ksilanaz, proteaz ve seliillaz gibi farkli ekstraselliiler enzimleri iiretebilme

yetenegine sahiptirler (Kat1 2016).

Bacillus cinsinin tiyeleri vejetatif formlar: diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak
veya kiint biten 0,5-1,2 um boyutlarindadirlar. Tek tek veya uzun zincirler seklinde
goriilebilirler ve endosporlart silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olup
tirlere gore santral, terminal veya subterminal konumda bulunurlar. Cogu Bacillus
tiiriilerinde katalaz pozitiftir. Basillerin ¢ogu basitrasin, tirosidin, polimiksin, sirkulin ve
gramisidin gibi antibiyotikler iiretir. Cogunlugu mezofil sartlarda yasayabilirken,
termofil, psikrofiik, asidofil ve halofil cinsler de bulunmaktadir. Bacillus cinsinin hepsi

spor olusturma yetenegindedir.

Bacillus cinsine ait bakteriler kolay ve hizli iiretilebilmeleri, antibiyotik, enzim gibi
onemli metabolik {rlinler sentezleyebilmeleri ve patojen olmamalar1 gibi
ozelliklerinden dolay1 endiistriyel alanda biiyiik 6neme sahiptirler. Notrofilik ve

alkalofilik Bacillus lar 6zellikle yiiksek oranlarda alkali proteaz iireticisi olmalari
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nedeniyle biiyiik 5Sneme sahiptir. Ozellikle bu grubu iiyelerinden asidofilik ve nétrofilik
olanlar yiiksek oranda alkali proteaz iireticisi olduklarindan endiistriyel alanlarda

onemlidirler.

1.5. Uclii Faz Ayirma Sistemi (TPP)

TPP, ilk olarak Lovrien ve arkadaslar1 tarafindan (1987) agiklanan bir tekniktir. TPP,
enzim stabilitesi ve katalitik aktivitesini arttiran genis bir uygulama yelpazesine sahip,
yeni bir biyoseperasyon yontemi olarak hizla gelismektedir. Bu teknik yogun olarak
cesitli hedef makromolekiillerin ¢okeltilmesinde kullanilmistir; ancak son zamanlarda

¢ok yonlii ve yaygin bir biyoseperasyon yontemidir (Gagaoua and Hafid 2016).

TPP; hedef proteinleri kompleks karisimlardan ayirma ve saflastirmada kullanilan;
basit, hizli, etkili ve genellikle tek adimda gergeklestirilen bir yontemdir.Bu teknik
proteinlerin; salting out izoiyonik ¢oOktiirme ko-solvent ¢oktiirme ozmolitik ve

kozmotropik ¢oktiirme gibi ilkelerin biitiiniini igerir (Kaya 2014).

Sivi-sivi tiglii faz sistemleri; proteinlerin sulu ¢ozeltisine, tuz (siilfat tuzlari, genellikle
amonyum siilfat (NH4),SO,4 ve bir organik ¢ozgen (C4 alkoller, genellikle t-biitanol)

eklenmesiyle olusur.

TPP islemi; ham ekstrakta once tuz ve ardindan organik ¢6zgen eklenerek uygun ortam
kosullar1 saglandiktan yaklasik bir saat sonra ii¢ faz olusmasi seklinde 6zetlenebilir.

Bunlar; alt faz, ara faz ve iist faz olarak adlandirilir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.3. Uclii faz ayirma yontem (TPP) calisma prensibinin sematik gdsterimi

Ust faz; organik ¢dzgence zengin fazdir ve pigmentler, lipidler ve diger hidrofobik
maddeler gibi polar olmayan bilesikler bu fazda toplanir. Alt faz; tuzca zengin faz olup
proteinler, sakkaritler gibi polar bilesikleri igerir. Ara faz; ise genellikle su ve organik

¢Ozgen ara ylizeyinde olusan fazdir ve ¢oken proteinleri igerir.

1.4.1. Uclii faz ayirma yonteminin avantajlari

e TPP; kisa proses siiresine sahip basit bir islemdir.

e Amonyum siilfat ve t-biitanol ucuz kimyasallardir ve bu TPP protokoliinii
ekonomik yapar.

e TPP kosullari ilimhidir ve proteinleri denatiire etmez.

e  Genellikle oda sicakliginda gerceklestirilir.

e Kiigiik 6lgeklere uygulanabildigi gibi bityiik hacimlerle de ¢alisilabilmektedir.

e Saflagtinllmis proteini seyrelten kromatografinin aksine TPP; proteinleri saflastirir
ayn1 zamanda proteinleri konsantre hale getirir.

e TPP’de elde edilen saflastirma katsayist diger tuzla c¢oktliirme (salting out)
prosediirlerinden ¢ok daha ytiksektir.

e  TPP direk ham ekstrakta uygulanabilir.
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1.4.2. Uclii faz ayirma yonteminin dezavantajlar

Uclii faz ayirma ydnteminin birgok avantajinin yanisira TPP islemine maruz kalan bazi
hassas proteinler t-biitanol varliginda denatiire olabilmesi, ham ekstrakta eklenen tuzun
enzimin aktivitesini diistirmemesi i¢in diyaliz yoluyla tuzun uzaklastirilmasi gerekmesi
ve IgG antibodileri veya Sug dan daha az protein olmast durumunda TPP ile saflastirma

uygun olmamasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

1.4.3. Uclii faz ayirma yonteminin modifikasyonlari

iki adimh TPP; Tpp islemi gerceklestirilen ham ekstrakta baz1 durumlarda ara faza
kontamine proteinler toplanir ve hedef protein veya enzim sulu fazda kalir. Boyle
durumlarda hedef protein veya enzimi daha iyi bir verimle saflastirmak i¢in sulu faza
tekrar tuz ve t-biitanol eklenerek ikinci TPP islemi uygulanir ve bu adimda hedef

protein saflastirilmis olur.

Metal-afinite bazhh TPP; bu yontemde hedef protein sulu fazda kalacak sekilde ham
ekstrakta TPP islemi uygulanir. Ilk TPP’nin sonunda hedef proteini iceren sulu faz
diyaliz isleminden gegirilir ve daha sonra hedef proteine birlesme egilimi olan metal
igeren tuzdan milimolar seviyede eklenerek ikinci TPP uygulanir. Ikinci TPP boyunca
hedef protein saflagtirllmis olur. Literatiirde bu yontemle STI proteini Cu/Zn tuzu

kullanilarak %72 verimle 13 kat saflastirildig1 gériilmektedir.

Ultrasonik destekli TPP; bu yontem Sekil 1.5’te gdsterilen bir ultrason banyosunda
gerceklestirilir. Banyo igerisinde bulunan 250mL kapasiteli cam kap igerisine ham
ekstrakt eklenerek klasik TPP islemi uygulanir. Klasik TPP yonteminden farkli olarak
ultrason banyosu icerisinde bulunan TPP diizenegi belirli giigte belirli frekansta ses
titresimine maruz birakilarak hedef protein veya enzim ¢ok daha verimli bir sekilde ve
cok daha kisa bir siirede saflastirilabilmektedir. Klasik TPP yontemi optimizasyonuna
ek olarak bu yontemde ekstraktin maruz birakilacag: elektrik giicii (Watt) ve titresim

frekans1 (Hertz) optimize edilmelidir.
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LL_ U Ultrasonik banyo
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Reaksiyon kaln Dondgtiriciiler

Sekil 1.4. Ultrasyon destekli TPP posesinde kullanilan ultrasyon banyosu (Avhad et al.
2014)

Makro afinite ligand bazh TPP; suda ¢6ziiniir polimerlere ayrica amonyum siilfat ve
tert-butanol varliginda TPP uygulanir.Bu, ti¢ faz1 kolaylastiran makroafinite ligandi
denilen bir saflastirma protokoliiniin gelistirilmesine yol agmistir.Bu yontemTPP nin bir
iyilestirilmesi olarak diistiniilebilir. MLFTPP’nin agamalarinin sematik gosterimi Sekil

1.5’te gosterildigi gibidir.

MLFTPP
Mikroafinite Ligant
TPP'nin optimizasyonu

!

Ham protein kanisimina
Makroafinite ligand eklenir

Makroaffinite Ligand
| - » hedef proteine
\Cer/ baglaninr

‘ (NH,),SO,

-Butanol

Makroafinite liganda
» bagh proteinin
coktuaga ara faz

g faz pastor pipeti
yardimayla ayrilir
Hedef protein
makroafinite ligandina
bagh kompleksden geri
kazanild:

Sekil 1.5. MLFTPP prosesinin sematik gosterimi
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2. KAYNAK OZETLERI

Puntambekar and Dake (2017) sicak su kaynakli bakteri izolat1i "A" dan bir termofil
alkalin proteazin endiistriyel uygulamalarini incelemis ardindan optimizasyonunu
gerceklestirmislerdir. 1zole edilen alkalin proteaz enzimi, homojenattan iyon degisim
kromotografisi, DAE-Seliloz ve CB Seliloz kolonu kullanilarak 16 Kkat
saflagtirillmistir. Optimizasyon ¢alismalari, % 1'lik glikoz ve% 1'lik kazinenin alkalin
proteaz lretimini baglattigini ortaya koymustur. Saflastirilmis enzimin, etanol, metanol
aseton gibi organik ¢ozeltiler ve % 0,5 (w/v) sodyum dodesil siilfat (SDS) , % 0,5 (w/v)
Triton-X-100 gibi yilizey aktif maddelerin varliginda stabil kaldig tespit edilmistir.

Kat1 ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismada Giresun adalarindan temin ettikleri toprak
orneklerinden Bacillus izolasyonu gerceklestirmigler ve izolasyon sonrasinda yapilan
morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler tanimlamanin sonucunda 7 izolatt B.
thuringiensis, 38 izolati B. cereus grubu iiyesi, 6 izolat1 B. pumilus, 10 izolati B.
megaterium ve 12 izolat1 Bacillus sp. olarak tanimlamiglardir. Ayrica 38 izolatin amilaz,
53 izolatin lipaz/esteraz, 16 izolatin kitinaz, 7 izolatin ksilanaz, 2 izolatin pektinaz, 73

izolatin proteaz ve 35 izolatin seliilaz enzim aktivitesini pozitif olarak bulmuslardir.

Gagaoua et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, Zingiber officinale rizomlarindan
siit pihtilastirict bir enzim olan zingibain'in saflastirilmast ve geri kazanilmasi icin
kromatografik olmayan bir yontem {ii¢ fazli ayirma sistemi (TPP), kullanmiglardir. Bu
amagla, (NH4);SO4 doygunlugu, ham ekstraktin t-biitanol oram1 ve zingibain
saflagtirlmasinda pH gibi saflastirma verimliligini etkileyen faktorler arastirilmustir.
Optimum saflastirma parametreleri, pH 7,0’da ham ekstre t-biitanoliin 1.0:1.0 oraninda
% 50 (NH4)2SO; doygunlugu olarak belirlenmistir. Enzimin % 215'lik bir geri
kazanimla 14.91 kat saflastirma katinda saflagtirildigi bildirilmistir. Enzimin sadece
sulu fazda oldugu bulunmustur. Enzimin molekiil agirligi, SDS-PAGE ile 33.8 kDa
olarak belirlenmistir. Enzim pH 7,0 ve 60°C sicaklikta maksimum proteolitik
aktivitesini gostermistir. Enzimin bir¢ok metal iyonuna kars1 oldukc¢a kararli oldugu ve

enzimin aktivitesinin Ca®*, K* ve Na iyonlan tarafindan arttirildigi bildirilmistir.
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Enzimin Cu®* ve Hg®* gibi agir metal iyonlari tarafindan tamamen inhibe edildigi, Cd*?

ile kismen inhibe edildigini rapor etmislerdir.

Ketnawa et al. (2014), yapmis olduklar1 bir ¢alismada ¢iftlik balig1 i¢ organlarindan
izole ettikleri alkalin proteazi, TPP yontemiyle geri kazanmislardir. Bunun i¢in tuz,
organik ¢ozgen, pH ve inkiibasyon sicakliklarinin optimizasyonunu yapmislar ve
inkiibasyon sicakligimi 25 °C, pH:8,0, %50 sodyum sitrat, organik ¢dzgen olarak t-
biitanol (1,0:0,5) olarak belirlemislerdir. Bu parametreler dogrultusunda, TPP islemi ile
yiiksek verimde enzim kazanimi % 154 olarak saglamislardir. Ayrica proteazin protein
parcalama yetenekleri lizerine c¢alismalar da yapmislardir. Ekstrakte edilen alkalin

proteazlar protein hidrolizinde, nispeten yiiksek etkinlik gdsterdigi bildirilmistir.

Papgianni and Sergedilis (2014) yaptiklar1 ¢alismada, Penicillium nalgiovense
PNA9’dan yeni bir alkalin proteaz enzimi saflagtirmislardir. Enzimi, amonyum siilfat
¢oktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon ile 12,1 kat saflastirmislardir. Saflastirilan enzimin
molekiil kiitlesini, 45,2 kDa olarak tayin etmislerdir. Enzimin 10-45°C sicakliklar
arasinda, pH 4,0-10,0 araliginda ve 0-3 M tuz varliginda aktif oldugunu fakat
maksimum aktiviteyi 35°C’de, pH 8,0’de ve 0,25 M tuz varliginda gdsterdigini rapor
etmislerdir. 5 mM Mn?* ve Zn?* metalleri ve %0,5 SDS varliginda da enzimin inhibe
oldugunu belirtmislerdir. Enzimin PMSF ile inhibe olmasi, serin proteaz enzimi

oldugunu gostermistir.

Yildirrm (2014) yaptigi ¢alismada, termofilik bakteri olarak tanimlanan Aeribacillus
pallidus C10’dan, ekstra seliller alkalin proteaz enzimini saflagtirmis ve
karakterizasyonu yapilmistir. Enzim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi-diyaliz sonrasinda

d™ afinite kromotografisi teknikleri ile

DES52 anyon degisim kromotografisi ve Probon
strastyla %26,9 verimle 4,85 kat ve %19,56 verimle 17,32 kat saflastirmistir. Enzimin
molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile, yaklagik 38,35 kDa olarak tayin edilmistir. Enzim igin
optimum pH ve sicaklik sirasiyla 9 ve 60°C olarak belirlenmis ve enzimin 20-80°C
sicakliklar1 arasinda 1 saat sonunda aktivitesinin %80’den fazlasini1 6zellikle 60, 70 ve

80°C sicakliklarda kararliligini biiyiik oranda korudugu tespit edilmistir.
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Panda et al. (2013) tarafindan yapilan calismada; termofilik bakteriler Hindistan’in
Tarabalo kaplicasindan izole etmislerdir. Yiiksek sicakliklara tolerans gosterebilen bu
bakteriler, morfolojik, biyokimyasal ve 16S rRNA gen dizilimi ile karakterize
edilmistir. Izolatlarda proteaz ve amilaz aktivitesi agisindan tarama yapilmistir. Yiiksek
sicakliklara dayanma kabiliyeti olan bakteri, 16S rRNA geninin dizilisi, morfolojisi ve
biyokimyasi agisindan Bacillus sp. olarak tanimlanmistir. Dizinin BLAST analizi
sonucunda maksimum benzerligi B. amyloliquefaciens (%99 benzerlik) ile vermistir. Bu

tiirliin 6nemli oranda proteaz aktivitesi sergiledigi gézlemlenmistir.

Toplak ve ark. (2013) Genom analizi ile, termofilik bakteri Coprothermobacter
proteolyticus'da subtilazlarin, termitaz alt grubununda (EC 3.4.21.66) bir serin
proteazin1 kodlayan gen tespit etmislerdir. Gen, Escherichia coli'de islevsel olarak
eksprese edip, proteolizin olarak adlandirdiklar1 enzimi, tek bir 1s1l islem basamagi ile
ham hiicre lizat1 arasinda homojenizasyona yakin saflastirmiglardir. Proteolizin genis bir
pH toleransina sahip olup, 80 ° C'ye kadar olan sicakliklarda aktivite gosterdigini rapor
etmiglerdir. Buna ek olarak enzim, organik ¢oziiciiler, deterjanlar ve ditiyotreitol (DTT)
varliginda iyi bir aktivite ve kararlilik gdstermekte olup 6M guanidin hidroklorit de bile
aktif kaldigin1 bildirmislerdir.

Anbu (2013), Giliney Kore’de deterjan atiklarindan izole ettikleri B. koreensis (BK-
P21A) olarak tanmimladiklari toplam 18 adet proteaz iireten susun morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonunu gergeklestirmistir. Organizmanin
bliylime ve proteaz iiretim kosullarini optimize etmislerdir. Enzimi amonyum stilfat
¢oktiirmesi, Superdex 200 10/300 ve Superdex 75 10/300 GL kromotografik teknikleri
kullanalarak %23 verimle 5 kat saflastirmislardir. Enzimin molekiil kiitlesini 48 kDa
olarak tespit etmislerdir. Enzimin optimum pH’sin1 9,0 ve optimum sicakligin1 60°C
olarak tayin etmislerdir. Enzimin Ca®* ve Co0”" metalleri ile aktive oldugunu
gostermislerdir. Enzimin %1 H,0, varliginda, %81 aktivitesini muhafaza ettigini
vurgulamiglardir. Ayrica enzimin, hidrofilik organik ¢oziiclilerde oldukga aktif ve

kararli oldugunu rapor etmislerdir.
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Gomaa (2013), Ficus nitida atiklarinda, alkaline proteaz ve karboksimetil-seliilaz
tiretimi i¢in 23 bakteri 6rnegi elde etmis ve bunlardan Bacillus pumillus ATCC7061
irkinin bu enzimlerin iiretiminde potansiyelini arastirmistir. Yapilan testler sonucunda,
bu irkin optimum enzim tiretimini, 30 C°’de %5 Ficus nitida yapraklar igeren atiklarda
72 saatlik inkiibasyon sonucunda gerceklestirdigi gozlemlenmistir. Ayrica, maksimum
proteaz ve karboksimetil-seliilaz iiretimi,ayr1 ayrt pH 9,0 ve pH 10,0’da oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglara gore bu enzimler, pH 8,0-10,0 ile 30-50 C°
araliklarinda ve Triton X-100 gibi iyonik olmayan yiizey aktif maddelerine karsi,
stabilitelerini biiyiilk oranda korudugu gozlemlenmistir. EDTA ve sistein’in bu

enzimlerin aktivitesini nemli oranda etkilemedigi de ayrica belirtilmistir.

Chaudhari and Patil (2013) hidrokarbon ile kontamine olmus toprak 6rneklerinden elde
edilmis ve 16S rRNA gen sekanslamasina bagli olarak, B. circulans MTCC 7942 olarak
belirlenmis, bakteri irkinin, alkalin proteaz iiretim potansiyelini arastirmiglardir. Bu
calismada elde edilen 1rkin, organik c¢ozeltiye karsi oldukca toleransli oldugu ve
maksimum alkalin proteaz (412 U/ml) tretimini, soya kiispesi, nisasta ve cesitli
oranlarda farkli tuz igeren optimize edilmis besiyerinde gerceklestirdigi tespit edilmistir.
Organik solventlere karsi, direncli olmasi nedeniyle, bu irkin c¢esitli kimyasal
sentezlerde ve su icermeyen reaksiyonlarda, proteaz kaynagi olarak kullanilabilecegi

belirtmisglerdir.

Wang et al. (2013) yaptiklar1 ¢alisma ile, B. amyloliquefaciens SYB-001’den nétral
metallo proteaz enzimi saflastirmiglardir. Enzimi amonyum siilfat ¢oktlirmesi, iyon
degisim, hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromotografisi tekniklerini kullanarak, 4
basamakta 5,6 kat saflagtirmislardir. Enzimin molekiil kiitlesini 36,8 kDa olarak tespit
etmislerdir. Enzimin en yiiksek aktivitesi, pH 7,0’de ve 50°C’de gosterdigini
bulmuslardir. Ca**, Mg®* ve Mn** gibi metallerin, enzimi aktive ettigini gostermislerdir.
Enzim, EDTA tarafindan tamamen inhibe oldugu igin, enzimin metallo proteaz

oldugunu tespit etmislerdir.
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Nam et al. (2013), Kore gingseng rizosferde izole edilen Serratia marcescens S3-R1
susundan alkalin proteaz enzimini saflagtirmislardir. Enzimi, ii¢ asamada amonyum
siilfat ¢oktliirmesi, DEAE anyon degisim kromotografisi, Mono Q karomotografisi ile
5,8 kat saflagtirmiglar ve tek bant i¢in, dordiincli asama olarak, s1vi kromotografisini
kullanmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini 50,3 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin
en yiiksek aktivitesi 40°C ve pH 7,0-9,0 arasinda gosterdigini bildirmislerdir. Enzimin
N-terminal ucundaki aminoasitleri Ala-Val-Thr-lle-Glu-Asp-Ala-Val-Asp-Asp olarak

belirlemisler ve enzimin bir metallo proteaz olduguna bildirmislerdir.

Ketnawa et al. (2013), ii¢ fazli ayirma teknigi ile, yaym baliginin i¢ organlarindan
alkalin proteaz enzimini saflastirmiglardir. TPP yOnteminin optimizasyon galismalari
icin, saflagtirma verimini etkileyen tuz, solvent tipi, pH ve inkiibasyon sicakligi gibi
faktorler arastirilmistir. Ham enzim ekstrakti: t-butanol orani 1:0,5 (w/v), % 50 sodyum
sitrat igeren pH 8,0 ve inkiibasyon sicakligi 25 C° olan sistemin %220 ile en yiiksek
enzim geri kazanim oranini gosterdigi saptanmistir. Elde edilen alkalin proteazlarin
protein hidrolizinde nispeten yiiksek aktivite ortaya koydugu tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglar, kullanilan teknigin yiiksek enzim geri kazanimi sagladigi ve diger

enzimlerin geri kazaniminda da bu teknigin kullanilabilecegini gostermislerdir.

Sepahy et al. (2011), tarafindan yapilan ¢alismada 18 adet proteaz iireten, farkli tiirde
bakteri izole etmisler ve bunlardan 16S rRNA’nin kismi sekanslanmasina bagli olarak
susu Bacillus CR-179 olarak belirlenmis ve ornek ileri karakterizasyon igin
kullanilmistir. Yapilan testler sonucunda bu Bacillus susu ile proteaz iiretimi 340,904
U/ml ile 24 saat igerisinde maksimuma ulagmistir. Nisasta ve maltoz varliginda proteaz
tiretimi gozlemlenirken glikoz, fruktoz ve siikrozun tiretimi etkilemedigi saptanmigtir.
Ham proteazin maksimum aktiviteyi pH 9.0 ve 60 C°’de gdstermesi nedeniyle enzimin

termoalkaline proteaz oldugu kanisina varilmistir.

Adiglizel ve ark. (2009), Van-Ercis Hasanabdal kaplicasindan getirdikleri su
orneklerinden termofilik bakteri izole etmis, fenotipik ve genotipik yontemlerle

karakterize etmislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alisma ile, 5 farkli bakteriyel tiir, (Geobacillus
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pallidus, Bacillus licheniformis, B. pumilus, Brevibacillus brevis ve Bacillus
borstelensis) elde etmislerdir.

Haddar ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alisma ile, deniz suyu Orneginden izole ettikleri B.
mojavensis A21‘in agarticilara kars1 kararli ve hiicre dis1 alkalin proteaz lirettigini rapor
etmiglerdir. Saflastirma yontemi olarak sirasiyla aseton ¢oktiirmesi, Sephadex G-75 jel
filtrasyon ve CM-Sepharoz iyon degisim kromotografisi kullanmislar ve enzimi %16,4
verimle 6,43 kat saflagtirmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini, 20 kDa olarak tayin
etmislerdir. Enzimin optimum sicakligin1 60°C olarak belirlemisler ve enzimin en aktif
oldugu pH’y1 8,5 olarak belirlemislerdir. %0,1 SDS, %1 ve %5 Tween-80, %1 Triton-
X-100 varliginda enzimin kararlilifini korudugunu bildirmislerdir. Okside edici ve
agartic1 ajanlar ile bir saat inkiibasyondan sonra (%1 H,0; ve %0,1 sodyum perborat)
kalan aktiviteyi sirasityla %79 ve %70 olarak bulmuslardir. Bu yilizden saflastirdiklar
enzimin kati-sivi deterjanlar i¢in potansiyel olarak uygulanabilir bildirmislerdir. Enzim
ca’* ve Mg2+ varliginda, aktivitesinin arttigin1 kaydetmislerdir. Ticari olarak satilan
Ariel, Axion, Dixan, Nadhif ve New Det gibi camasir deterjanlar ile farkl sicakliklarda
enzimi, bir saat inkiibasyona birakmiglar ve 30 ve 40°C de, aktivitelerini muhafaza
ettigini, fakat 50°C‘de Axion ve Ariel’de enzimin baslangictaki aktivitesinin, %80 nini
korudugunu, Nadhif ve New Det’de ise aktivitesinin %75’in1 kaybettigini
bildirmislerdir..

Ates ve ark. (2007), Van géliinden elde ettikleri ve 16S rRNA gen sekanlamasina bagh
olarak, tirtinii Bacillus lincheniformis olarak belirlenmis, bakterilerin alkalin proteaz
tretim aktivitelerini incelemislerdir.Bu tiiriin pH’sin1 5,7 ile 10,0 araliginda biiytidiigii
gozlemlenmis ve optimum biiylime sicakliginin,37 C° oldugu saptanmistir. Ayrica, %
20’ye kadar, NaCl iceren ortamlarda biiylimesi nedeniyle, bu tiiriin halotolerant oldugu
kanisina varilmistir. Optimum proteaz liretimi, % 0,5 maya ekstrakti ve maltoz ile gesitli
oranlarda tuz igeren besiyerinde oldugu gézlemlenmistir. Ayrica, bu tiire ait maksimum

alkalin proteaz aktivitesinin pH’s1 11,0 ve 60 C°’de oldugu belirtilmistir.
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Chu (2007),siit isleme tesisi ve mezbaha yakinlarindaki toprak ile ve atik sudan,
ekstraseliiler alkalin proteazlart salgilayan 35 sus izole etmistir. En yiiksek verime sahip
alkalin proteazlar, APP1 soyunda, Bacillus sp. olarak tanimlanmistir. Kiiltiirel kosullar
maksimum enzim Uretimi i¢in optimize edilmistir. Ortamin baslangic pH'si, 9.0
oldugunda, kiiltiir 50°C'de 48 saat i¢in 2.560 U/mg spesifik aktiviteyle maksimum
proteolitik aktivite gosterdigi bildirilmistir.Alkalin proteazin, SDS ve oksitleyici

ajanlara kars1 asir1 derecede kararlilik gosterdigi belirtilmistir.

2.1. Tezin Amaci

Canl1 yasami i¢in son derece 6nemli olan, proteolizden sorumlu proteazlar, endiistriyel
uygulamalarda en Onemli enzim grubudur. Giinimiizde endiistriyel agidan Onemli
bir¢ok kimyasal proses, yiiksek sicaklik ve yiiksek pH degerleri gibi ekstrem kosullarda
gerceklestiginden, endiistriyel uygulamalar igin, ekstrem kosullara dayanikli enzimlere
gerek duyulmaktadir. Termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, ekstrem

kosullara daha dayanikli olduklarindan, enzim sentezi i¢in 6nemlidirler.

Bu tez kapsaminda; Van Caybagi ve Hasanabdal kaplicalarindan alinan su
orneklerinden, termofilik bakterilerin izolasyonu, identifikasyonu, B. licheniformis
EA10’dan proteaz enziminin kromotografik olmayan hizli, basit, genellikle tek adimda
gerceklestirilen bir yontem olan {iclii faz ayirma (TPP) sistemi ile saflastirilmast ve
biyokimyasal karakterizasyonu yapilarak saflastirilan  biyoteknolojik  agidan

uygulanabilirliginin arastirilmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tez ¢alismasinda, Alkalin Proteaz iiretimi i¢in mikrobiyal kaynak olarak kullanilan su 6rnekleri

Van iline bagh Ercis ve Saray ilgelerinden temin edildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Orneklerin alindi1 istasyonlar.

. KAYNAKTAKI SUYUN

ISTASYEY SICAKLIGI
Saray Caybagi Koyii 61°C
Hasanabdal Kaplicasi 66°C

3.1.1. Tez Calismasinda Kullamlan Kimyasallar ve Kitler

Tez kapsaminda kullanilan kimyasallar ve kitler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. tez kapsaminda kullanilan kimyasallar, kitler ve sirket adu.

KiMYASALLAR ve KITLER SIRKET
Agaroz Sigma
Agaroz DNase-RNase-Protease free Sigma
Amfisilin Sigma
Amonyum siilfat Sigma
DTNB Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Distile Su Thermo
DNA Marker Thermo
DNTP Thermo
Etidyum Bromiir Sigma
Etil Alkol Sigma
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Cizelge 3.2. (devami)

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma
Gliserol Sigma
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma
Hidrojen peroksit (H,O,) Sigma
Isopropyl p-D-thiogalactoside (IPTG) Sigma
Izopropanol Sigma
Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Sigma
Lizozim Sigma
Magnezyum Kloriir (MgCI,) Invitrogen
N,N,N“,N*“-Tetrametilendiamin (TEMED) Sigma
Promega WizardR Plus Minipreps DNA Purification Systems (Plazmit Promega
izolasyon Kiti)

Promega WizardR Plus Minipreps DNA Purification Kit (DNA Promega
Izolasyon Kiti)

RNaz A Invitrogen
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma
t-Biitanol Ensure

3.1.2. Tez Kapsaminda Kullamilan Materyal ve Cihazlar

Tez ¢aligmasinda kullanilan ekipmanlar Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Tez calismasinda kullanilan laboratuar ekipmanlari.

EKiPMAN ADI SIRKET
Hassas terazi Ohaus Pioneer
Calkalayic inkiibator (55°C) ZHWY - 2102C
Spektrofotometre Beckman coulter
Santrifiij Hettich
Buzdolabi (+4°C, —20°C) Vestel

Kuru Hava Sterilizatorii Telstar Bio II-A
Otoklav HMC Hirayama




Cizelge 3.3. (Devami)
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Su Banyosu PolyScience
Mikroskop Leica

Jel Goriintilleme Cihazi Quantum Vilber Courmat
Su Banyosu Memmert

Coklu Blok Isitici Lab-Line

Dijital Isitic1 VWR

Etiiv Binder

PCR Cihaz1 SensoQuest

Manyetik Karistirici Heidolph

pH Metre Mettler Toledo
Vorteks Fisons

Mini Santrifiij Hangzhou Allheng
SDS-PAGE Elektroforez Cihazi Bio-rad

Agaroz Jel Elektroforez cihazi Thermo EC
Calkalayia1 Inkiibator (37°C) Edmund Biihler Gmbhl
Mikrodalga Firin Beko

Saf Su Cihaz MP Minipure

Ceker ocak TUV-SUD

Deep- Freeze (-86°C) Glacier

3.1.3. Tez Kapsaminda Yapilan Deneylerde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanisi

3.1.3.a. Bakteri izolasyonu I¢in Kullanilan Cézelti ve Tamponlar

%0.9°’luk Fizyolojik Su Cozeltisi; 9 gr NaCl 1000 mL didistile su igerisinde ¢oziildii
ve 121 °C 15 dakika otoklavlandi.
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3.1.3.b. Bakteri Izolatlarimn Molekiiler Analizi I¢in Kullanlan Cézelti Ve
Tamponlar

EDTA Tamponu (50mM pH:8.0); 1.46 gr EDTA 90 mL didistile su igerisinde
¢ozildi, 1 N HCI ve 1 N NaOH ile pH’s1 8,0’¢ ayarlandi. Daha sonra tamponun son

hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su ile tamamland.

%70’lik EtOH; 70 mL EtOH 30 mL didistile su ile son hacim 100 mL olacak sekilde

tamamland.

CaCl; Soliisyonu (100mM); 1,11 gr CaCl,, didistile su iginde ¢ozdirildi, agz
pamukla kapatilarak otoklavlandi ve buzdolabinda +4°C’de kullanilincaya kadar
muhafaza edildi.

Amfisilin Soliisyonu; 20 mg/mL olacak sekilde steril didistile su ile hazirlandi ve 0,22
um c¢aplt milipor filtreden gegcirilerek steril edildi. Steril edilen ¢ozelti, kullanilincaya

kadar —20°C’de muhafaza edildi.

X-Gal Soliisyonu; 40 mg/mL olacak sekilde hazirlanan ¢6zelti, 151k almayacak sekilde
—20°C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

IPTG Soliisyonu; 23,8 mg/mL olacak sekilde steril didistile su ile hazirland1 ve 0,22
um ¢apl milipor filtreden gegirildi. Steril edilen ¢ozelti -20°C’de kullanilincaya kadar

muhafaza edildi.

3.1.3.c. Bakteri izolatlarinin Morfolojik, Fizyolojik Ve Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesinde Kullanilan Cozelti Ve Tamponlar

%3’liik KOH cozeltisi; 6 g KOH 200 mL steril didistile su igerisinde ¢oziildii.
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%7’lik H,O, c¢ozeltisi; 7 mL HyO,‘in hacmi, steril didistile su ile 100 mL’ye

tamamlanda.

3.1.3.d. Enzim Tayini I¢in Kullanilan Cézelti Ve Tamponlar

Tris — HCI Tamponu (100mM pH:8,5); 1,21 gr Tris(hydroxymethyl)aminomethane
90 mL didistile su igerisinde ¢oziildii ve 10M HCI ile pH’s1 8,5’a ayarlandi, ardindan

tamponun son hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

Glisin — NaOH Tamponu (100mM pH:9,0); 0,75 gr glisin, 90 mL didistile su
icerisinde ¢oziildii ve 10M NaOH ile pH’s1 9,0’a ayarland1 daha sonra tamponun son

hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

Sodyum Fosfat Tamponu (100mM pH:6,0); 1,15 gr sodyum fosfat, 90 mL didistile su
icerisinde ¢oziildii ve 10M NaOH ve HCl ile pH’s1 6,0’a ayarlandi1 sonrasinda tamponun

son hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

%00,65 (w/v)’lik kazein Cozeltisi; 0,65 gr kazein tartilarak,

90 mL pH’st 8,5 olan 100 mM Tris-HCl tampon ¢dzeltisinde, 1sitmali manyetik
karistiricida diisiik 1s1da (30°C-50°C), pH dengesi korunarak damla damla HCI ve NaOH
eklendi. Kazein tam ¢oziindiikten sonra, son pH 8,5 olacak sekilde ve son hacim 100

mL olacak sekilde tamamlandi.

Triklorik Asit (TCA) Cozeltisi (110mM); 1,79 gr TCA tartilarak 100 mL didistile

suda ¢ozildi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (0.5M Na,COg3); 5,29 gr Na,COg tartilarak 100 mL

didistile suda ¢oziildii.
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Folin-Ciocalteau (F-C Reaktifi 0,5M); 12,5 mL F-C reaktifi son hacim 50 mL olacak

sekilde didistile su ile tamamlandi.

3.1.3.e. Protein Analizi i¢cin Kullanilan Cézelti Ve Tamponlar

Bradford Cozeltisi; 0,1 gr Commensie Brillant Blue G-250 tartilarak, balon joje
icerisinde 50 mL %95°1ik EtOH ile ¢oziildii. Daha sonra bu ¢ozeltiye, 100 mL %95°lik
fosforik asit eklendi ve ¢ozeltinin son hacmi 1000 mL olacak sekilde didistile su ile
tamamlandi. Cozelt, karanlik ortamda hazirlandi ve kullanincaya kadar oda sicakliginda

muhafaza edildi.

Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/mL); 1 mg standart serum albuminin 1 mL

didistile suda ¢oziilmesiyle hazirlandu.

3.1.3.f. SDS-PAGE icin Kullanilan Cézelti Ve Tamponlar

Tris-HCI (1M pH:8,8); 12,1 gr Tris(hydroxymethyl)aminomethane 90 mL didistile su
icerisinde ¢ozlldi ve 10M HCI ile pH’s1 8,8’e ayarlandi daha sonra tamponun son

hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

Tris-HCI (1M pH:6,8); 12,1 gr Tris(hydroxymethyl)aminomethane 90 mL didistile su
icerisinde ¢oziildii ve 10M HCI ile pH’s1 6,8’e ayarlandi daha sonra tamponun son

hacmi 100 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

Akrilamid - Bisakrilamid Cozeltisi(%30-%00,8); 6 gr akrilamid ve 0,16 gr
bisakrilamid tartilarak 13,84 mL didistile su ¢oziildii.

SDS Cozeltisi (%10); 0,5 gr sodyum dodesil siilfat tartilarak, 4,5 mL didistile suda

¢Ozildii.
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PER Cozeltisi (%10); 0,5 gr amonyum persiilfat tartilarak, 4,5 mL didistile suda

¢Ozildii.

Yiiriitme Tamponu; 3 gr Tris, 14,4 gr glisin tartild1 ve iizerine 10 mL %10’luk SDS

eklenerek son hacim 1000 mL tamamland:.

Numune Tamponu; 650 uL Tris-HCI (1M pH:6,8), 100 uL %10’luk SDS, 1000 uL
gliserin ve 1000 uL %]1’lik BromFenol mavisi 50 mL’lik bir erlen igerisine pipetlendi
ve ¢ozeltinin son hacmi 10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tamponun igerisine 500uL

B-Merkaptoetanol pipetlendi ve kullanincaya kadar —20°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.9. Giimiis Boyama Icin Kullanilan Cozelti Ve Tamponlar

Tespit Cozeltisi; 60 mL didistile su, 30 mL %96’lik EtOH ve 10 mL asetik asit 250

mL’lik bir erlen igerisinde karistirilarak hazrlandi.

Rediiksiyon Cozeltisi; 80 mL didistile su 45 mL EtOH ile karistirildi. Hazirlanan bu
karisima 4,8 gr sodyum asetat eklendi ve asetik asit ile pH’s1 6,0 olacak sekilde
ayarlandi. 0,15 gr sodyum tiyosiilfat ve 4 mL glutaraldehit eklenip, ¢dzeltinin son hacmi

150 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.

Boyama Caozeltisi; 50 mL didistile su , 20 uL Formaldehit ve 0,1 gr giimiis nitrat 100

mL’lik bir beher igerisinde karanlik ortamda karistirilarak hazirland.

Yikama 1 Cozeltisi; 3,75 gr sodyum karbonat, 270 mL didistile su ile karistirild1 ve

tizerine 120 uL formaldehit ilave edilerek hazirland.

Yikama 2 Cozeltisi; 1 mL gliserol ve 12,5 mL asetik asit karistirildi ve ¢ozeltinin son

hacmi 270 mL olacak sekilde didistile su ile tamamlandi.
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3.1.3.h. Metal iyon Soliisyonlar

MnCl; (10 mM); 0,0162 gr MnCl,.2H,0 10 mL,100 mM Tris-HCI pH 8,5 tamponunda

¢Ozildii.

MgCl, (10 mM); 0,0203 gr MgCl,.6H,0 10 mL,100 mM Tris-HCI pH 8,5 tamponunda

¢Ozildii.

KCI (10 mM); 0,0075 gr KCI 10 mL, 100 mM Tris-HCI pH 8,5 tamponunda ¢oziildi.

NiCl, (10 mM); 0,0238 gr NiCl,.6H,O 10 mL, 100 mM Tris-HCI pH 8,5 tamponunda

¢Ozildii.

ZnCl; (10 mM); 0,0136 gr ZnCl, 10 mL, 100 mM Tris-HCI pH 8,5 tamponunda

¢Ozildii.

FeSO, (10 mM); 0,0278 gr FeS0O,4.7H,0 10 mL, 100 mM Tris-HCI pH 8,5 tamponunda

¢oOziildii.

CaCl, (10 mM); 0,0147 gr CaCl, 10 mL, 100 mM Tris-HCI pH 8,5 tamponunda

¢Ozildii.

3.1.4. Tez Kapsaminda Yapilan Deneylerde Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanisi

3.1.4.a. Tryptone Soy Broth (TSB)

17 gr/L Tripton, 3gr/L soya pepton, 5gr/L sodyum Klorid, 2,5 gr/L Dipotasyum hidrojen
fosfat, 2,5 gr/L dekstroz igerikli hazir besiyerinden (LabM) 30 gr tartilip, 1000 mL
didistile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika otoklavlandh.
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3.1.4.b. Tryptone Soy Agar (TSA)

15 gr/L tripton, 5gr/L soya pepton, 5gr/L sodyum klorid, 12gr/L agar igerikli hazir
besiyerinden (LabM) tartilip 1000 mL didistile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika

otoklavlandi.

3.1.4.c. Proteaz Kat1 Besiyeri

1 gr/L K;HPO,, 0,05 gr/L MgSO,47H,0, 0,5 gr/L KCI, 37 gr/L TSA tartilarak 500 mL
didistile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika otoklavlandi. 48 gr/L Skim Milk Powder
tartilarak, 500 mL didistile suda 5 dakika manyetik karistiricida ¢ozdiiriildiikten sonra
121°C 5 dakika otoklavlandi. Steril SKM kuru hava sterilizatorii i¢inde steril agar

igerisine eklendi ve petrilere dokiildii.

3.1.4.d. Proteaz Siv1 Besiyeri

1 gr/L K;HPO,, 0,05 gr/L MgSO47H,0, 0,5 gr/L KCI, 30 gr/L TSB tartilarak 500 mL
didistile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika otoklavlandi. 48 gr/L Skim Milk Powder
tartilarak 500 mL didistile suda 5 dk manyetik karistiricida ¢ozdiriildiikten sonra,

121°C 5 dk otoklavlandi. Hazirlanan SKM kuru hava sterilizatorii iginde sivi besi yerine

eklendi.

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Yapilan tez ¢alismasinda alkalen proteaz iiretimi i¢in Van ilinde yer alan iki ayr1 kaplicadan
alman sicak su ornekleri termos igerisinde muhafaza edilerek, aseptik kosullar altinda laboratuar

ortamina getirildi ve arastirma yapilincaya kadar, oda 1sisinda kisa siire muhafaza edildi.
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3.2.2. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Termofilik bakteri izolasyonu igin toplanan su Orneklerinden 100’er mL alinarak erlenlere
konuldu. Uzerlerine belli miktarlarda TSB besiyeri ilave edilerek 55°C’ye ayarli galkalamali
inkiibatdrde 24 saat siire ile inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyonun sonunda 55°C’de
biiyliyen bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu i¢in bolim 3.1.3.a> da anlatildigi gibi
hazirlanan %0,9’luk serum fizyolojik su kullamlarak bu 6rneklerden bir seri (10" — 107)
dilisyon tiipleri hazirlandi. Diliie edilen bakteriler kati besiyerine (TSA) yayma ekim
yontemiyle inokiile edildi. Inokiile edilen petriler 55°C’ye ayarli etiivde 24 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucunda gelisen tipik goriiniimlii kolonilerden hiicre ve
koloni morfolojisi bakimindan farkli oldugu diisiiniilen izolatlar secildi. Secilen izolatlar TSA
kat1 besiyerlerine 4 faz ¢izgi ekim yontemi kullanilarak inokiile edildi ve 55°C’de inkiibasyona
birakildi (Adigiizel 2008). Bu islem petrilere tek koloni diisene kadar tekrarlandi.

3.2.3. izolatlarin Konvensiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.3.a. Secilen Izolatlarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin morfolojik dzelliklerinin belirlenmesi amaciyla stoktan alian
izolatlar 3-4 faz ¢izgi ekimi ile TSA besiyerine aktarildi ve 55°C’de 1 gece inkiibe
edildi. Gelisen kolonilerden alinan oOrnekler mikroskopta incelendi. Bu sayede

bakterilerin morfolojik 6zellikleri tespit edildi.

3.2.3.b. Secilen Izolatlarm %3’lik KOH Cozeltisi ile Gram Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Bakterilerin izolasyonu sonrasinda elde edilen izolatlarin, konvensiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla Gram ozellikler %3“lik KOH ¢o6zeltisi ile belirlendi. Bu amag
dogrultusunda bir 6ze dolusu bakteri bir damla KOH soliisyonu ile bos bir petride
muamele edildi. Islem sonrasinda sakiz gibi bir uzayanlar Gram (-), uzamayanlar ise

Gram (+) olarak degerlendirildi.
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3.2.3.c. Katalaz Testi

Katalaz enzim varliginin aragtirillmasi amaciyla izole edilen bakteriler TSA besiyerine
inokiile edilerek 24-48 saat inkiibasyona birakildi. TSA besiyerinde biiyiitiilen
bakterilerden bir 6ze dolusu alinarak lam tizerine konuldu. Daha sonra %5°1lik H,O bir
damla seklinde lam iizerine birakildi. Oze yardiniyla dairesel hareketlerle H,O,’nin
bakteri icerisine niifuz etmesi saglandi ve kabarcik olusup olusmamasi durumu
gozlendi. Kabarcik olusumuna neden olan bakteriler katalaz pozitif, kabarcik
olusturmayan bakteriler katalaz negatif olarak degerlendirildi. (Arda 2000; Harley and
Prescott 2002; Adigiizel 2006).

3.2.3.d. Oksidaz Testi

Yapilan oksidaz testleri, canlinin elektron transferi sirasinda sitokrom c proteinlerine sahip olup
olmadigini gosterir. Eger oksidaz c sistemi bulunuyorsa, enzimin reaksiyon vermesi sonucunda
ortamda mavi renk olusumu gdzlenir. Bu test icin hazir kitler kullanilir. %1 tetra methyl-p-
phenylendiamine dihydrochloride igeren bu Kitler, 1 damla saf su ile aktiflestirildi. Uzerine
steril Oze ile 24-48 saat inkiibasyonda biiyiitiilen bakteri kiiltiirlerine damlatildi. Oksidaz pozitif
bakteriler mavi-mor renk olusumu verirken, oksidaz negatiflerde renk olusumu goézlenmedi

(Acar 2009).

3.2.4. Bakteri izolatlarimin Molekiiler Analizi

3.2.4.a. 16S rRNA Gen Bolgesinin Klonlanmasi

1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA bir hiicredeki ve/veya viriisteki biitiin genleri iceren DNA 0Ornegine denir.
Genomik DNA biitiin hiicrelerde bulunur ve bu hiicreler genomik DNA analizleri igin
kullanilabilir. Genomik DNA izolasyonu igin stokta muhafaza edilen bakteri izolatlart TSA
besiyerine steril 6ze yardimiyla ¢izgi ekim yontemine gore ekimi yapilarak inokiilasyon

gergeklestirildi ve 55°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon
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sonunda petrilerde biiyiitiilen bakteriler TSB siv1 besiyeri igerisine inokiile edildi. Daha sonra
bakteri inokiile edilen cam tiipler 55°C’lik calkalayici inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibasyona
birakildi. Tkinci bir inkiibasyonun ardindan genomik DNA izolasyonuna baslandi. izolasyon igin

Promega wizardR genomic DNA purification kit (A2360) protokolii uygulandi:

» 24 saat inkiibasyona birakilan 5 mL TSB besiyerlerinden 2 mL'lik ependorflara aktarildi ve
16000 rpm’de 2 dk c¢oktiiriildii. Hiicreler c¢oktiiriildiikten sonra siipernatant dikkatlice
uzaklastirildi. Daha sonra 50 mM EDTA’dan ¢okelti tizerine 480 uL eklendi. 10 mg/mL olan
120 pL lizozim ilave edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. Gram (-) bakterilerde hiicre duvari
olmadigindan lizozim eklenmeden ikinci asamaya geg¢ildi.

> Inkiibasyon sonrasi karistm 13000 rpm’de 2 dk santfiriij edilip, siipernatant dikkatlice
uzaklastirildi. Uzerine 600 pL Niiklei Lizis eklendi ve homojen hale getirmek igin hafifce
pipetajlandi.

» Ependorf 5 dk boyunca 80°C’lik ¢oklu blok 1siticida inkiibe edildikten sonra, oda
sicakligina gelinceye kadar sogumaya birakildi ve daha sonra iizerine 3 pL. RNase A eklendi.
Elde edilen karigimin tam ¢oziinebilmesi i¢in dikkatli bir sekilde alt st edildi ve 30 dk 37°C’de
inkiibe edildi.

» Oda sicakliginda sogutulan karisima Protein Presipitasyon Soliisyonundan 200 pL
pipetlendi ve 20 sn vortekslendi.

» Ependorflar buzda 5 dk bekletildikten sonra, 13000 rpm’de 30 sn santfiriij edildi. Elde
edilen siipernatant, iginde 600 uL izopropanol bulunan yeni ependorf igerisine alindi ve pellet
olusumu goriiniir oluncaya dek ependorf dikkatlice alt list edildi.

»  Pellet olusumu goriiniir olduktan sonra tiipler tekrar 13000 rpm’de 2 dk santfiriij edildi ve
siipernatant uzaklastirildi. Kurutma kagidinda igindeki sivi tamamen uzaklasincaya kadar
bekletildi.

> Uzerine %70’lik etanolden 600 uL eklendi ve 13000 rpm’de 2 dk santfiriij edildi ve
siipernatant uzaklastirildiktan sonra 20 dk 37°C’de inkiibe edildi.

» Ependorflara 100’er ul DNA Rehidrasyon soliisyonu eklenerek, 65°C’lik ¢oklu blok 1sitic1
icerisinde 1 saat boyunca inkiibe edildi.

» Hazir olan DNA igerikli ependorflar kullanilana kadar +4°C’de muhafaza edildi.
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2. rep-PCR Yontemiyle Bakterilerin Gen Profillerinin Belirlenmesi

Bakteri DNA’s1 igerisinde siirekli tekrarlayan elementler bulunmaktadir. DNA igindeki
degisken sayida tekrarlayan ve Okaryotik organizmalarda rep olarak isimlendirilen bu
elementler bakteri hiicrelerinde merkezi korunmus palindromik yapiya sahip sekanslardir (Kiran
ve Osmanagaoglu 2011). rep-PCR tiplendirme yonteminde birgok bakteri genomunda pekgok
kopya halinde bulanan, dogal olarak var olan ve yiiksek oranda korunmus, tekrarlayan DNA
dizilerine komplementer olan primerler kullanilmaktadir. Bu primerlerin ve PCR’mn kullanimi
REP, ERIC, BOX ve GTGS5 elemanlar1 arasindaki farkli genomik bolgelerin selektif
amplifikasyonu ile karakterizedir (Baltacit 2016). Tez calismasinda sicak su 6rneklerinden izole
edilen bakteri izolatlarmin gen profillerinin belirlenmesi amaciyla (GTG)s-PCR yo6ntemi

kullanilmustir.

e (GTG)5-PCR yontemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin genomik parmak izi analizleri i¢in kullanilan yontemlerden ilki (GTG)S5-

PCR yontemidir. Bu yontem evrensel primer kullanilarak gergeklestirildi.

Cizelge 3.4. (GTG)s- PCR isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlart

Reaktif Konsantrasyon Kullanilan Miktar (uL)
10X Buffer 10X 5

dNTP 25mM 1,25

BSA - 1,25

Primer GTG; - 4

Taqg DNA Polimeraz 5 unit/ulL 0,3

DMSO %99 2,5

ddH,O - 12,7

Kalip DNA 70 ng/uL 3

(GTG)s- PCR yonteminde de ilk olarak steril bir ependorf igerisine ¢izelge 3.4'te verilen oranlar
ornek sayisina gore miktarlar1 hesaplanarak pipetlendi. Daha sonra bu karisim mini santrifiijde

spinlenerek PCR tiiplerine 27'ser uL pipetlendi. Uzerlerine her bir &rnek icin izole edilmis kalip
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DNA’dan 3’er uL eklenerek spinlendi ve PCR cihazina yerlestirildi. PCR cihazinda Cizelge

3.5'te verilen degerlere gore bir program olusturuldu ve calistirildi.

Cizelge 3.5. (GTG)5- PCR programi, sicaklik dongiisii

Asamalar Sicaklik (°C) Siire (dk) Dongii Sayis1
On Denatiirasyon 95 7 1
Denatiirasyon 94 1 35
Baglanma 53 1 35
Uzama 65 8 35

Son Uzama 65 16 1
Saklama 4 0

e (GTG)s-PCRiiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

(GTG)s-PCR iiriinlerinin elektoforezi i¢in agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in ilk olarak 0,8 gr
agaroz tartilarak 80 mL kosantrasyonu %1 olacak sekilde 1X TAE tamponu igerisinde ¢oziildii.
Coziinme islemi mikrodalga firinda 2 dk siireyle 1sitilarak gerceklestirildi ve elle tutulur
sicakliga gelince igerisine 4mg/ml etidyum bromiir eklendi. (Etidyum bromiir mutajen oldugu
icin bu islem ceker ocak icerisinde gerceklestirildi). Agaroz jel tankinin igerisi ve tiim kenarlari
1X TAE tamponu ile islatildiktan sonra tank elektroforeze jel kenarlardan dokiillmeyecek
sekilde yerlestirildi. Hazirlanmis olan jel tankin kosesinden kabarcik olugsmayacak sekilde
dikkatlice dokiildii. Daha sonra taraklar yerlestirilerek polimerlesmeye birakildi. Jel
polimerlestikten sonra, taraklar dikkatlice ¢ikartildi jelin ilk kuyucuguna 10 kb’lik DNA
markirindan diger kuyucuklara (GTG)s- PCR iiriinleri 6X yiikleme boyasi ile onluk pipet ucu
yardimiyla karigtirilarak belirli bir sirayla yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 90 volta
ayarlanarak ornekler 120 dk yiiriitiildii. Jel tizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile boyanan
DNA bantlari jel dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortaminda (Quantum Vilber

Lournat Gel Documentation System) analiz edildi (Adigiizel 2006).
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3. 16S rRNA PCR islemi

16S rRNA gen bolgesi bakteri sistematigi agisindan ¢ok onemlidir ve evrimsel agidan da
korunmus bolge olma 6zelligi tasimaktadir (Arslan 2017). 16S rRNA dizisini PCR ydntemiyle
cogaltabilmek icin oncelikle kullanilacak primerlerin belirlenmesi gerekmektedir (Marul 2007).
Her bir izolattan saflagtirlan genomik DNA’dan, 16S rRNA gen bélgesi UNI16S-L (5'-
ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA) ve UNI16S-R (5-
ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) primerleri kullanilarak PCR  yardimi ile
cogaltildi (Yanmis ve Adigiizel 2014).

Cizelge 3.6. 16S rRNA PCR isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlari

Reaktif Konsantrasyon Kullanilan Miktar (uL)
PCR Buffer 10X 3

dNTP 25 mM 0,6

MgCl, 25 mM 1,8

27F 5 pmol 3

1492R 5 pmol 3

DMSO %99 1,2

ddH,0O - 14,1

Kalip DNA 100 ng 3

16S rRNA PCR hazirlik asamalar su sekildedir: Ilk olarak steril bir ependorf igerisine ¢gizelge
3.6'de verilen oranlar 6rnek sayisina gore miktarlar1 hesaplanarak pipetlendi. Daha sonra bu
karisgtm mini santrifiijde spinlenerek PCR tiiplerine 27'ser uL pipetlendi. Uzerlerine her bir
ornek ic¢in izole edilmis kalip DNA’dan 3’er u L eklenerek spinlendi ve PCR cihazina
yerlestirildi. PCR cihazinda Cizelge 3.7'de verilen degerlere gére bir program olusturuldu ve

calistirildi.
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Cizelge 3.7. PCR Programi, sicaklik dongiisii

Asamalar Sicaklik (°C) Siire(dk) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 49 1 36
Uzama 72 2 36

Son Uzama 72 5 1
Saklama 4 0

e 16S rRNA PCRiiriinlerinin jel elektroforezi

16S rRNA PCR teknigi ile cogaltilan genomik DNA agoroz jel elektroforez teknigi ile
goriintiilendi. Agaroz ile hazirlanan jelin ilk kuyucuguna 10 kb DNA markirt (Sigma D-7058)
konuldu. Diger PCR firiinleri 6X yiikleme boyast ile onluk pipet ucu yardimiyla karigtirilarak
belirli bir sirayla yiiklendi. Elektroforez jel diizenegi 90 volta ayarlanarak o6rnekler 120 dk
yuritildd. Jel iizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile boyanan DNA bantlar1 jel
dokiimantasyon sistemi ile goriintiilenip bilgisayar ortammda (Quantum Vilber Lournat Gel

Documentation System) analiz edildi (Adigiizel 2006).

3. Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Serbest DNA’y1 icine alabilen bakterilere kompetant bakteri adi verilir. Escherichia coli
hiicreleri plazmid DNA’s1 ile transformasyonu i¢in siklikla kullanilan bir kompotent bakteridir.

Kompotent hiicre hazirlama prosediirii su sekildedir:

» Kompotent hiicre hazirlamak amacli stokta muhafaza edilen E. coli JM101 susu LB kati
besiyerine 3-4 faz ekim yapilarak canlandirildi ve 16-24 saat 37°C*“de inkiibasyona birakildi.

»  Daha sonra bu besi yerinde olusan tek bir koloni 6ze yardimiyla LB Broth siv1 besi yerine
inokiile edildi ve bir gece 37°C’de ¢alkalamali inkiibatorde biiylimeye birakildi.

» 30 mL'lik LB Broth sivi besiyerine inokiile edilmesi gereken hiicre miktarini mililitre
cinsinden hesaplamak amaciyla 300 uL kiiltiir 2700 uL su ile seyreltilip spektrofotometede 600
nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi. Cikan deger seyreltme orani olan 10 ile garpildi ve 3/zX10
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formiilii kullanilarak elde edilen sonuca gore on kiiltiirden 30 mL'lik besiyerine steril pipet
yardimiyla inokiile edilip 37°C'de 60-90 dk 150 rpm'de inkiibasyona birakildu.
»  Yaklasik 40 dk sonrasinda kiiltiirden 6rnek 3 kat seyreltilerek 600 nm'de 0,044-0,055 olana

dek belirli zaman araliklarinda 6l¢iim yapildi.

» Uygun degere ulasan kiiltiirden steril tiipler igerisine 8'er mL eklendi ve kiiltiir igerisindeki
hiicreler 4400 rpm'de 7 dk ¢oktiiriiliip slipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

»  Cokelti tizerine 10 mL soguk CaCl, (100 mM) pipetlendi ve 30-40 dk buzda bekletildi.

>  Siire sonunda +4°C’de 4400 rpm'de 10 dk siireyle santrifiijle ¢oktiiriildii ve siipernatant
dikkatlice uzaklastirildiktan sonra iizerine 2 mL CaCl, (100 mM) eklenip +4°C’de bir gece
bekletildi.

4. Ligasyon islemi

Cizelge 3.8. Ligasyon isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlar

Reaktif Kullanilan Miktar (ul)
Ligasyon Buffer 2X 5
PCR iiriinii 3
Vektor 1
T4 DNA Ligaz 1

0,2 mL'lik steril bir tiiplerde Cizelge 3.8'de verilen oranlar ornek sayisina gore miktarlari
hesaplanarak pipetlendi. Daha sonra bu karisim mini santrifiijde spinlenerek PCR cihazinda

16°C'de 13-15 saat bekletildikten sonra, kullanilincaya kadar +4°C'de muhataza edildi.

5. Transformasyon islemi

Klonlama isleminde vektoriin bakteri hiicrelerine transformasyonu igin yapilan islemler

sOyledir:

> Onceden hazirlanip bir gece +4 °C’de bekletilen kompotent hiicrelerden 200'er uL. rnek

say1s1 kadar ependorflarin herbirine pipetlendi.
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» Her bir ependorf tiiplerinin iizerlerine 2,5 uL ligasyon iriinii eklenerek 30 dk buzda
bekletildi.

» Karigim 1s1 sokuna ugratilmak amaciyla buzdan dikkatlice ¢ikarilip 42°C'de sabit bir
sekilde 2 dk tutuldu.

» Daha sonra iizerlerine LB Broth sivi besiyerinden 200 uL konulup yaklasik 1 saat 40 dk
stire ile 37°C'lik etiivde inkiibasyona birakildu.

> Inkiibasyon siiresi sirasinda dnceden otoklavlanmis amfisilinli kat1 besi yeri oda 1sisna
geldikten sonra steril kabin igerisinde 40 uL X-Gal ve 40 uL IPTG pipetlenip petrilere dokiildii.
» Hazirlanmig petrilere inkiibasyon siiresi dolan karisimdan 150 uL eklendi ve drigalski
Ozesi ile iyice yayilimi saglandi.

» Yayma ekim yapilan petriler 37°C'de 12-14 saat siireyle inkiibasyona birakildi.

6. Kolonilerin Sec¢ilmesi ve Sivi Kiiltiire Alinmasi

37°C’ye ayarlanmis inkiibasyona birakilan petriler 14 saatin sonunda etiivden almip +4°C’ye
birakildi ve bir gecede burada bekletildi. Mavi beyaz koloniler olusumu gozlendikten sonra,
beyaz koloniler steril bir pipet ucu ile alind1 ve iginde 3 mL amfisilinli LB broth besiyeri

bulunan tiiplere inokiile edildikten sonra 37°C’lik ¢alkalyicida bir gece inkiibasyona birakildi.

7. Koloni PCR i¢in Orneklerin Hazirlanmasi ve PCR islemi

Amfisilinli LB broth sivi besiyerinde bir gece inkiibasyona birakilan kiiltiirden 4 pL alinip,
iginde 16 pL steril didistile su bulunan tiiplere konularak seyreltildi. Seyreltme isleminden sonra
1s1 sokuna maruz birakmak amaciyla once su banyosuna alinarak, 10 dk kaynatildi ve hemen
sonra 2 dk buzda bekletildi. Elde edilen bu karisim 12000 rpm’de 5 dk siire ile santfiriij edildi.

Daha sonra Cizelge 3.10'da verilen reaktifler ve miktarlara gére PCR tiipleri hazirlandi.
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Cizelge 3.9. Koloni PCR isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlari

Reaktif Kullanilan Miktar (pL)
Tampon 3

dNTP 0,6

MgCl, 1,8

T7 Primer 2

SP6 Primer 2

DMSO 1,2

ddH,0O 16,1

Taq Polimeraz 0,3

Siipernatant 3

Hazirlanan tiipler PCR cihazina yerlestirilip Cizelge 3.10'de verilen program degerleri girilerek

koloni PCR programi olarak kaydedildi ve ¢aligtirildu.

Cizelge 3.10. Koloni PCR programu, sicaklik dongiisii

Asamalar Sicaklik (°C) | Siire Dongii Sayis1
On Denatiirasyon 94 2dk 1
Denatiirasyon 94 30sn 35
Baglanma 55 30 sn 35

Uzama 72 2dk 35

Son Uzama 72 10 dk 1

Saklama 4 0

PCR islemi sonunda iiriinlerinin elektoforezi i¢in agaroz jel hazirlandi. EtBr ilaveli %1°lik
agaroz jele, markir ve igerisinde istenen geni igeren (pozitif)- igerisinde gen bulunmayan
(negatif) kontroller yiiklenerek 90 voltta 1 saat siire ile yiiriitiildii. Goriintiilenen jele bakilarak
istenen aralikta bant veren koloniler segilerek plazmit izolasyonu i¢in amfisilinli LB broth'a

inokiile edildi.
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8. Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Promega (A1330) plazmit izolasyon kitine ait protokol uygulandi. Buna

gore;

» LB broth besi yerinde bir gece inkiibasyona birakilan kiiltiirden 4 ml alinarak 11000 rpm'de
santriflij edilerek ¢oktiiriildii ve siipernatant dikkatlice uzaklastirildi.

» Coken pelletin iizerine Cell Resuspension Soliisyonu eklendi ve pipetajlanarak homojen
hale getirildi.

» Homojen hale getirildikten sonra karigimin {izerine 250 pL Cell Lysis Soliisyonundan
eklendi alt list edilerek oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

» Siire sonunda lizerine Alkaline Protease Soliisyonundan 10 u L ilave edildi ve oda
sicakliginda 5 dk beklemeye birakildi.

» Daha sonra iizerine 350 uL Néotralizasyon ¢ozeltisinden eklenip 13000 rpm'de 10 dk
santrifiij edildi.

» Kullanilacak olan siipernatanttan yaklagik 650—750 pL alindi ve igerisinde kolon bulunan
ependorf tiipline aktarildi ardindan 13000 rpm'de 1 dk siire ile santrifiijlendi.

»  Santrifiij sonunda kolonun istte kalan kismima 750 uL Wash Solution eklendi ve tekrar
13000 rpm'de 1 dk santrifiijlendi.

» Ardindan kolonun iizerine 250 uL. Wash Soliisyonundan eklendi ve 13000 rpm'de 2 dk
santrifiijlendi.

»  Alta gecen s1vi uzaklastirilip 1 dk 13000 rpm'de tekrar santrifiij edildikten sonra kolon yeni
bir ependorfa aktarildi ve iizerine Nuclease-Free Water Soliisyonundan 100 uL eklendikten
hemen sonra 13000 rpm'de 1 dk santrifiij edildi.

» Son olarak kolon ¢ikarilip uzaklastirlldi ve tiipler 6lgiim yapilincaya kadar —20°C'de

muhafaza edildi

9. Plazmit Konsantrasyonunun Belirlenmesi

» 2 uL plazmit, 998 pL didistile su ile karistirilarak, spektrofotometrede OD,go NM dalga
boyunda konsantrasyonu tespit edildi.
>  AxoX50 (sabit katsay1) X 500 (dilisyon orani ) denklemine gére hesaplama yapilarak

plazmit konsantrasyonun 100-200 ng olmasi saglandi.
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» Uygun konsantrasyona sahip 6rneklerden 30-50 uL alinarak sekans analizi i¢in Macrogen

(Hollanda) firmasina gonderildi.

3.2.5. Proteaz Enziminin Tayini, Saflastirilmasi ve Karakterizasyon Calismalari

3.2.5.a. Alkalin Protez Enzimi Ureten Bakteri izolatlarin Skim Milk Agar

Besiyerinde Belirlenmesi

Stokta (-86°C) muhafaza edilen bakteri izolatlar1 (EA1, EA2, EA3, EA4, EA5, EAG,
EA7, EA8, EA9, EAL0) stoktan gikartilarak 6dnceden hazirlanip petrilere dokiilen TSA
kat1 agar besiyerlerine, steril 6ze yardimiyla 3-4 faz ekim yontemiyle inokiile edilip
canlandirildt ve 55°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Etiivde bir gece
biiyiiyen bakteriler, SkKim Milk agar besi yerlerine wel difiizyon metodu kullanilarak
inokiile edilip, 55°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi

boyunca 24. saat ve 48. saat sonunda zon veren petrilerin goriintiileri kaydedildi.

3.2.5.b. Alkalin Proteaz Uretimi

Alkalin proteaz iireten bakteri izolatlarindan Skim Milk agar besiyerinde, en iyi zon
veren bakteri B. licheniformis EA10 susu secilerek bundan sonraki islemlerde bu bakteri
izolat1 kullanmildi. B. licheniformis EA10 susu TSA kati besiyerine inokiile edilip
55°C’de 24 saat siireyle etiivde bir gece inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu sus sivi
besiyerine alinip 55°C’lik calkalamali inkiibatorde bir gece liremeye birakildi. Sivi
besiyerinde biiyiiyen bakterilerin hiicre miktarmi mililitre cinsinden hesaplamak
amaciyla 300 pl kiltir 2700 pl su ile seyreltilip spektrofotometede 600 nm dalga
boyunda Ol¢lim yapildi. Cikan deger seyreltme orami olan 10 ile carpildi ve 3/zX10
formiili kullanilarak elde edilen sonuca gore on kiiltiirden 100 mL'Lik béliim 3.1.3.d’de

anlatildig1 gibi hazirlanan proteaz sivi besiyerine inokiile edildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Alkalin proteaz liretim semasi
1)TSA Kat1 Besiyeri 2)On Cogalma Ortanm (8mL) 3)Alkalin Proteaz Uretim Ortanu 55°C’de 24 saat
55°C’de 24 saat (100mL)

3.2.4.c. Alkalin proteaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Alkalin proteaz aktivitesi Takami et al. (1989) tarafindan kazeinin, substrat olarak
kullanildig1 yontemin kismen modifiye edilmesiyle belirlendi.. Bu yontemin uygulama

asamalari su sekildedir;

» 0,5mL enzim ¢ozeltisi {izerine Tris-HCl tampon (100 mM pH:8,5) ¢ozeltisiyle
hazirlanan %0,65°1ik kazein ¢ozeltisinden 2,5mL eklenerek reaksiyon ¢ozeltisi 37°C’lik
su banyosunda 10 dakika siire ile inkiibasyona birakildi. Kor olarak enzim ¢ozeltisi
yerine, Tris-HCI tampon (100 mM pH:8,5) ¢ozeltisi ilave edilen reaksiyon karigimi
kullanildi.

> Inkiibasyon siiresinin sonunda reaksiyon karisimlarina, reaksiyonu sonlandirmak
amaciyla trikloroasetik asit (TCA) (110 mM) ¢ozeltisinden 2,5mL ilave edildi ve
karisim 37°C’lik su banyosunda 30 dakika boyunca bekletildikten sonra 5000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi.

»  Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatanttan 1mL alinarak baska bir tiipe aktarildi ve
tizerine Na,CO3 (0,5 M) ¢ozeltisinden 2,5mL ve Folin-Ciocaltcau (0,5 M) reaktifinden
0,5mL eklenerek, karisim 37°C’lik su banyosunda 30 dakika bekletilip 660 nm’de

spektrofotometrik olarak absorbans kore kars1 dl¢iildii.
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Kazeinin hidrolizi sonucu dakikada 1pg tirozinin aciga ¢ikmasi icin gerekli enzim
miktar1 bir tnite alkalen proteaz aktivitesi (U/ml) olarak belirlendi. Bu hesaplama
onceden olusturulmus tirozin standart grafiginin egimi kullanilarak asagidaki formiile
gore yapildi. Enzim aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan ¢d6zeltilerin hazirlanis1 boliim

3.1.2.4’te gosterilmistir

(0D660

... . (EU Egim
Proteaz Aktivitesi (—): - — " -
ml/ Enzim HacmixInktubasyon suresi(dk)

)xToplam Hacim (mL)

XSeyreltmeFaktoru

3.2.5.d. Protein Tayini

Protein tayini, Bradford yontemi (Bradford 1976) yontemiyle gergeklestirilmistir.bu
yonteme gore, Coomasie brillant blue (parlak mavisi) G-250 boyasinin farkli
konsantrasyonlardaki proteinlere baglanarak, degisik renk siddetinde mavi renkli
¢ozeltiler ortaya koymasindan yararlanilarak gelistirilmistir. Mavi rengin olusmasinda
proteinin aminoasit bilesimi 6nemlidir. Boyanin 6zellikle arjinin gibi bazik amino
asitlere ve bazi aromatik amino asitlere baglanma egiliminde oldugu gosterilmistir.
Dolayisiyla bu yontemde proteinin primer yapisinin énemi vardir. Yontemde boyaya
baglanmis protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Bu yontemin

hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

Protein miktarini belirlemek amaciyla standart grafigin hazirlanmas i¢in ;

» (1 :1ml/mg) protein ihtiva eden standart BSA hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 10 ayri tiipe
sirayla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL alinarak, didistile su ile tiim tiiplerin
hacmi 0,1mL’ye tamamlandi.

» Tiupteki karigimlara 4,9mL renklendirme reaktifi ilave edilip, vortekslendi ve 10 dk
beklemeye birakildi. Siirenin sonunda 595 nm’de 3mL’lik kiivetlerde kore karsi
absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL ayni tampon ve 4,9 mL renklendirme
reaktifinden olusan karigim kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg

protein degerleri kullanilarak standart grafik elde edildi.
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» Protein tayini yapilan numuneler i¢in ayni sekilde 0,1 mL enzim ¢dzeltisi iizerine
4,9 mL boya ¢ozeltisi eklendi ve 10 dk sonra 595 nm’de absorbans degeri okundu. Elde
edilen absorbans degeri ve standart grafigin efimi kullanilarak, protein miktari
hesaplandi. Proteaz enziminin iiglii faz ayirma yontemiyle saflagtirma basamaklarinda

gerekli protein tayinleri bu yonteme gore yapilmustir.

3.2.5.e. Alkalin Proteazin Uclii Faz Ayirma (TPP) Sistemi fle Saflastiriimasi

Alkalin proteaz enziminin izolasyonu ve kismi saflastirilmasinda ilk olarak 24°C’de
6000 rpm’de 25 dk santrifiijleme islemi yapildi. Elde edilen bu ham ekstrakt,iiclii faz

saflastirma sisteminde enzim kaynagi olarak kullanildi.

Uclii faz ayirma sistemleri yeni gelisen bir biyoayirm teknigidir. Sistem proteinlerin
salting out, izoiyonik presipitasyon, kosolvent presipitasyonu, ozmolitik ve
kozmotropik presipitasyonu gibi birgok farkli teknigin prensiplerini kolektif bir sekilde
icermektedir (Kati 2013). TPP islemi; ham ekstrakta once tuz ve ardindan organik
¢Ozgen eklenerek uygun ortam kosullar1 saglandiktan yaklasik bir saat sonra, ii¢ faz

olusmasi esasina dayanir.

Alkalin proteaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan TPP sisteminde, organik ¢6zgen

olarak t-biitanol ve tuz olarak amonyum siilfat tercih edildi.

a. TPP islemi icin uygun tuz yiizdesi ve organik ¢6zgen oraninin belirlenmesi;

TPP islemiyle saflastirmada en iyi verimi elde edebilmek i¢in en uygun amonyum siilfat
yiizdesi ve en uygun t- biitanol orani optimize edilmelidir. Bunun i¢in asagidaki formiile
gore %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80 olmak iizere 7 farkli tuz orani; (Ham
enzim ektrakti:t- biitanol; (1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) olmak {izere, 4 farkli alkol
oraniyla denendi. Her bir denemede alt ve ara faz dikkatlice ayrilip boliim 3.2.3.4’te
anlatildig1 gibi aktivite tayini ve bradford yontemiyle protein miktar1 hesaplandi. Elde

edilen veriler kullanilarak saflagtirma katsayisina karsi, % geri kazanim grafikleri
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olusturuldu. Cikarilan grafikler incelenerek en uygun tuz yiizdesi ve organik ¢dzgen

miktar belirlendi.

L77xV x(S, —S,)
NH,),SO, = 2 -
9(NH,), SO, 354-5,

b. TPP islemi icin pH optimizasyonu

TPP isleminde en uygun tuz yiizdesi ve organik ¢dzgen orani belirlendikten sonra bu
degerlere gore farkli pH degerlerinde islemler tekrarlandi. Bunun i¢in 2mL ham &ziit
icine %70 oraninda tuz eklendikten sonra karigimin pH degeri 9 farkli degerde ayarlandi
(pH:4-12). pH degerleri, farkli her bir tiiplin iizerine 1.0:0.5 oraninda t-biitanol
eklenerek 30 sn vortekslenip 37°C’de 1 saat beklemeye birakildi. Siire sonunda fazlar
ayristirilarak aktivite tayini ve protein tayini yapildi. Elde edilen veriler kullanilarak
saflastirma katsayisina karst % geri kazanim grafikleri olusturuldu. Cikarilan grafikler

incelenerek TPP islemi igin pH belirlendi.

Cc. Alkalin proteazin TPP islemi ile saflastirilmasi

Optimize edilen kosullarda proteaz enzimi saflastirildi. Bu isleme gore ilk olarak 2 mL
ham &ziit bir tiipe alindi. Uzerine %70 oraninda amonyum siilfat (0,873 gr) eklendi ve
yavasca vortekslendi. Karigimin pH’s1 6’ya ayarlandiktan sonra iizerine, 1mL t- biitanol
eklendi ve 30 sn yavasca vortekslendi. Daha sonra karisim, 37°C’de 1 saat siireyle
beklemeye birakildi. Siire sonunda iist organik faz, pastor pipetiyle ayristirildi. Alkalin
proteazin saflagtirildigr alt faz ayrisitirilarak karakterizasyon c¢aligmalarinda kullanilmak

tizere, +4°°C ‘de muhafaza edildi.

* TPP isleminde kullanilan t- biitanol tekrar tekrar kullanilabilmektedir.
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3.2.5.f. Alkalin Proteaz Enzimiyle ilgili Yapilan Karakterizasyon Calismalari

1. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzimin

Molekiil Kiitlesinin Belirlenmesi

TPP isleminde saflagtirilan alt ve ara faz 6rnekleri, enziminin safligin1 kontrol etmek ve
yaklasik molekiil agirligini belirlemek amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi (Laemmli
1970). Yiriitme jeli i¢in %10’luk, yigma jeli igin %4’lik akrilamit jel hazirland:.

Protein bantlarinin gézlenmesi i¢in giimiis boyama metodu uygulandi.

Elektroforez plakalari 6nce su ve daha sonra alkol ile iyice yikand. Iki cam plaka arada
jel aralig1 olacak sekilde kiskaglarla tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, i¢indeki jeli
disar1 sizdirmayacak sekilde, jel hazirlama kabinine konuldu. Cizelge 3.12°de verilen
kimyasallar sirasi ile cam bir beherde hazirlandi. Jel bilesenlerinden amonyum persiilfat
son asamada eklendi. Hizlica pipetaj yapilarak toplam hacmi 4,5mL olan ayirma jeli
polimerlesme baslamadan Once siiratle hazirlanan plakalara dikkatlice dokiildii. Jelin {ist
kism1 izopropil alkol ile diizgiinlestirilerek, 20-30 dakika siire ile jelin polimerlesmesi
beklendi. Jel polimerlestikten sonra iizerindeki alkol uzaklastirildi ve bir kurutma kagidi
yardimiyla jelden tamamen ayrilmasi saglandi. Bu islemden sonra yigma jeli yine
amonyum persiilfat sonda eklenmek tizere hazirlanip, ayirma jelinin {izerine
dokiildiikten hemen sonra numune kuyucuklarinin olugmasi icin tarak dikkatlice

yerlestirildi ve 20 dakika siire ile yiikleme jeli polimerlesmeye birakildi.

Orneklerin hazirlanmasi: Elektroforeze yiiklenecek drneklerden (Ham enzim ekstrakti,
alt faz, ara faz) 20’ser ul ve hazirlanan numune ¢ozeltisinden 20 pL alinarak bir
eppendorfta karistirildi. Hazirlanan 6rnekler kaynayan suda 5 dk siire ile bekletilerek

denatiire edildi.

Polimerlesen jel once saf su, daha sonra da yiiriitme tamponuyla yikandi ve jel
plakalarla birlikte elektroforez tankina igine dokiilen yiirlitme tamponu disariya

sizmayacak sekilde yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiirlitme
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tamponu dolduruldu, yukarda anlatildigi gibi hazirlanan enzim orneklerinden 18 pL
kuyucuklar eklendi. Ik kuyucuga markirdan 1ul olacak sekilde yiiklendi. Elektroforez
tanki kapatilarak alt tarafi (+) anota, iist tarafi ise (-) katota yerlestirildi. Once 60 voltta
30 dakika yiiriitiildii ve akrilamid yogunlugunun diisiik olmasi ve pH 6,8 oldugundan
dolay1 Ornekler ayirma jeline kadar hizlica yiiridii. Ardindan 120 volt akimda
numuneler jelin alt sinira gelinceye kadar yiirtitiildi (1 saat). Ayirma jelinde akrilamid
yogunlugunun fazla olmasi ve pH 8,8 olmasi sebebiyle proteinler yavas yiirliyerek
molekiil kiitlesine gore ayrilacaklardir. Yiirlitme islemi bittikten sonra akim kesilerek
plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Daha sonra giimiis boyama yontemiyle

boyanarak en uygun goriintiisti kaydedildi

Cizelge 3.11. Yiirtitme jeli bilesenleri

Kimyasallar Ayirma Jeli Yigma Jeli Bilesenleri
Bilesenleri (mL) (mL)

ddH,O 2,35 1,84

%30 Akrilamid/bisakrilamid 3,3 0,325

1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) - 0,31

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 3,75 -

%1,5 PER 0,2 0,05

%5 TEMED 0,1 0,025

%10 SDS 0,15 0,025

Orneklerin giimiis boyama yontemiyle boyanmasi

Ornekler jel elektroforezi ile yiiriitiildiikten sonra plakalar yiiriitme kabindan cikartilds.
Kaset agildiktan sonra jel,cam bloklardan dikkatlice ayrilip zemini diiz bir kap igerisine
birakildi. Jel, giimiis boyama kabinda hazirlanan tespit ¢ozeltisiyle 30 dk boyunca
karanlik ortamda ¢alkalandi. Siirenin sonunda tespit ¢6zeltisi dokiiliip, jel didistile su ile
yikandi. Yikama isleminden hemen sonra rediiksiyon ¢ozeltisi kaba eklenerek, yine 30

dk boyunca karanlik ortamda ¢alkalamaya birakildi. Daha sonra rediiksiyon ¢ozeltisi



56

kaptan uzaklastirilarak yikama islemine ge¢ildi. Bu islem didistile su ile 5’er dakika
olmak {izere, li¢ kez tekrarlandi. Bu siire sirasinda hazirlanan boyama ¢ozeltisi yikama
islemleri bittikten sonra kaba eklendi ve 20 dk calkalamaya birakildi. Gliimiis boyama
coOzeltisiyle muamele edilen jel bantlar belirginlesinceye kadar yikama 1 ¢ozeltisinde el
yordamiyla hafifce calkalandi. Jelde bantlarin goériinmeye basladig1 andan itibaren en iyi

goriintli kaydedildi ve jel yikama 2 ¢ozeltisine aktarilarak boyama islemi sonlandirildi.

2. Alkalin proteaz enziminin zimogram analizi

B. licheniformis EA10 susundan iiretilen alkalin proteaz enziminin zimogrami igin,
SDS-PAGE jel elektroforezi kullanildi. Yigma ve ayirma jeli hazirlanarak ve
elektroforez tankina dokiildii. Zimogram analizinde SDS-PAGE isleminden farkl
olarak numune ¢ozeltisi 5 — Merkaptoetanol eklenmeden hazirlandi. Ornekler
hazirlanirken ependorf tiiplerine (1:1:1) oraninda olacak sekilde numune ¢6zeltisinde 20
uL, %0,65°lik kazein ¢ozeltisinden 20 uL ve drneklerden de 20 uL eklendi ve kaynatma
islemi olmadan direk kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez sisteminde 6nce 60 voltta 30
dakika, ardindan voltu 120 voltta 1 saat siireyle numunelerin jelin alt sinirina kadar
yiiriitilmesi saglandi. Numuneler, numune tamponuna katilan brom timol mavisi
yardimiyla takip edildi. Yiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar
arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Cikarilan jelden SDS’nin uzaklastirilmasi i¢in jel diiz
zeminli bir kapta %?2’lik Triton-X-100 ¢o6zeltisinde 37°C 150 rpm hizindaki
calkaliyicida 30 dakika bekletildi. Ardindan jel 100 Tris-HCI (100 mM pH:8,5)
tamponunda 37°C 150 rpm hizindaki ¢alkaliyicida 20 dakika bekletildi. Daha sonra jel,
%0,65°1ik kazein ¢ozeltisinde 37°C 150 rpm hizindaki ¢alkaliyicida 30 dakika bekletildi
ve siire bitiminde giimiis boyama yapilarak jelin fotografi ¢ekildi (Kazan et al. 2005).

3. Alkalin proteaz enzimi icin optimum pH ve pH kararliliginin belirlenmesi

Proteaz enziminin optimum pH'sin1 belirlemek amaciyla 0,5mL enzim ¢ozeltisi ile 0,1
M farkli pH degerlerindeki sodyum fosfat (pH:6,0-7,5), Tris-HCI (pH:8,0-9,0) ve
Glisin-NaOH (pH:9,0-11,0) tampon ¢ozeltilerinde hazirlanan 2,5mL %0,65’lik kazein
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cozeltisiyle karigtirildi. Aktivite tayini yapildi. Enzimin pH profilinin grafik ¢iziminde
en yiiksek aktivitenin gozlendigi pH degeri 100 olarak kabul edildi ve diger sonuglar
ona gore bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslandi (Y1ildirim 2014).

Enzimin stabil oldugu pH'y1 belirlemek amaciyla farkli pH degerlerindeki sodyum
fosfat (pH:6,0-7,5), Tris-HCI (pH:8,0-9,0) ve Glisin-NaOH (pH:9,0-11,0) tampon
cozeltileri kullanildi. Belirtilen pH'lardaki 2mL tampon ¢dzeltisine 2mL enzim ¢ozeltisi
ilave edilerek oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
Oncesinde ve sonrasinda aktivite tayini yapildi. Her bir deneme, 3 kez tekrarlandi.
Enzimin pH stabilitesi grafiginin ¢iziminde, farkli pH degerlerinde, inkiibasyondan
onceki aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek, inkiibasyon sonrasi elde edilen
degerler kalan aktivite yiizdesi (%) olarak ifade edildi (Rahman et al. 2006; Venugapol
and Saramma 2007).

4. Alkalin proteaz enzimi icin optimum sicakhigin ve sicakhk kararhhiginin

belirlenmesi

Proteaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 0,5mL enzim ¢ozeltisi ile
Tris-HC1 (100 mM pH:8,5) tamponunda hazirlanan %0,65’lik kazein ¢ozeltisinin
2,5mL’si karigtirildi ve 20°C’den 90°C’ye kadar olan sicaklik araliklarinda 10 dakika
siireyle su banyosunda inkiibasyona birakild:. Inkiibasyon sonrasi her bir sicaklik degeri
icin bolim 3.2.3.4°te anlatildig: gibi aktivite tayini yapildi (Yildirnm 2014). Enzimin
optimum sicakligini belirlemek i¢in ¢izilen grafikte en yiiksek aktivitenin gdzlendigi
sicaklik degeri 100 olarak kabul edildi ve diger sonuclar ona gore bagil aktivite (%)

cinsinden birbiriyle kiyaslandi.

Enzimin sicaklik kararliliginin belirlenmesi i¢in; 1,5mL enzim ¢ozeltisi 20°C’den
90°C’ye kadar olan sicaklik araliklarinda her bir sicaklik i¢in 30, 60, 90 ve 120 dk’lik
inkiibasyon sonunda aktivite tayini yapildi. Enzim sicaklik kararhiligini gosteren

grafiginin ¢iziminde, farkli sicaklik degerlerinde, inkiibasyondan 6nceki aktivite miktar
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100 olarak kabul edilerek, inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite
yiizdesi (%) olarak ifade edildi.

5. Bazi metal iyonlarimin alkalin proteaz enziminin aktivitesine etkisinin

belirlenmesi

Boliim 3.1.3.h’de anlatildig1 gibi hazirlanan Co?, Mg‘2+, Fe**, Mn?*, Ca®**", Ni**, zn?,
Li** gibi +2 degerlikli metal iyonlarinin ve K* gibi +1 degerlikli metal iyonunun alkalin
proteaz enziminin aktivitesine etkisi incelendi. Bunun i¢in bu iyonlarin klorlu tuzlari
kullanildi. Hazirlanmis olan 10 mM’lik stok metal iyonu soliisyonlar1 Tris-HCI (100
mM, pH:8,5) tamponu ile seyreltilerek 1,5 ve 10 mM’lik metal iyon soliisyonlarinadan
450 puL iizerine 50 puL enzim ¢ozeltisi eklenerek 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha
sonra tizerinealinara %0,65’lik kazeinin 2,5 mL’si karistirilip aktivite tayini yapildi.
Metal iyonlari icermeyen enzim ¢ozeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul edildi ve

metal iyonu iceren 6rneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi (Ozden 2010).

6. Bazi Organik Coziiciilerin Alkalin Proteaz Enziminin Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Proteaz enziminin organik ¢oziiciiler varlifinda aktivitedeki degisimini incelemek igin;
metanol, etanol, kloroform, izopropanol, t- biitanol, aseton, DMSO gibi organik
¢oziiclilerin %15 ve %50’lik konsantrasyonlar1 kullanildi. Her bir organik ¢oziicii Tris-
HCI (100 mM pH:8,5) tamponu i¢inde hazirlandi. 50 pL enzim ¢ozeltisi iizerine, 450
pL organik ¢oziiciiden olugsan tampon c¢ozeltisi eklendi. 1 ve 24 saatlik inkiibasyon
sonunda aktivite tayini yapildi. Kor olarak tampon ¢ozeltisi yerine, her bir organik
¢ozgenin hazirlanmig farkli ylizde konsantrasyonlarindan 50 pL eklenerek, tayin
isleminde kullanildi. Kontrol i¢in de 50 uL enzim ¢dzeltisi iizerine 450 pL Tris-HCI
(100 mM pH:8,5) tamponu kullanilarak ayni sartlarda inkiibasyona birakildi. Organik
¢Oziicii igermeyen enzim ¢ozeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul edildi ve organik

¢oziicii igeren orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi (Yildirim 2014).
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7. Bazi inhibitorlerin alkalin proteaz enziminin aktivitesi iizerine etkisinin

belirlenmesi

Alkalen proteaz enziminin aktif bolgesinde yer alan enzimatik katalizden sorumlu
amino asitlerin belirlenmesi i¢in enzim preparatlari amino asit modifikasyonu icin
kullanilan aktif bolge yonelimli inhibitorler ile muamele edilerek enzimin geri
doniisiimsiiz inhibisyona ugramasi saglandi (Oner 2010). Alkalin proteaz enziminin
aktif bolgesinde hangi grubun yer aldigini belirlemek amaci ile inhibitérlerden; serin
proteaz inhibitérii PMSF (2mM ve 5mM), metalloproteaz inhibitérii EDTA (2mM ve
SmM), B-mekaptoetonal (%1 ve %5) sistein proteaz inhibitorii DTNB (2 mM ve 5 mM)
ve IAA (2 mM ve SmM) kullanildi. EDTA, B-merkaptoetanol, DTNB, 1AA Tris-HCI
(100 mM, pH:8,5) tamponunda hazirlanirken PMSF %96 etanol ¢6zeltisinde hazirlandi.
50 pl enzim ¢ozeltisi iizerine hazirlanan ¢ozeltilerden 450 pl eklenip 180 rpm’de 30 dk
stireyle 37°C’lik calkalayicida bekletildikten sonra boliim aktivite dl¢iimii yapildi. 50 pl
enzim c¢ozeltisine 450 pl Tris-HCl (100 mM, pH:8,5) tamponu eklenerek ayni
kosullarda inkiibe edilen, inhibitér icermeyen ¢ozeltinin aktivite miktar1 100 olarak
kabul edildi ve inhibitdr iceren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi

(Ferrero et al.1996).

8. Alkalin proteaz enziminin aktivitesi iizerine yiizey aktif maddelerinin ve okside

edici ajanin etkisinin belirlenmesi

Yiizey aktif maddelerinden SDS (%1 ve %5), Triton X-100 (%1 ve %5), Tween-20 (%1
ve %5), Tween-80 (%1 ve %5) ve okside edici ajan H,0; (%1 ve %5) varhiginda alkalin
proteaz enziminin aktivitesinde meyadana gelen degisim incelendi. 50 pl. enzim
cozeltisi belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltilerin 450 pL’si ile karigtirildi
ve 30 dk 180 rpm hizindaki 37°C’lik calkalayicida inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda aktivite tayini yapildi. 50 uL enzim ¢6zltisine 450 uL Tris-HCI (100 mM
pH:8,5) tamponu eklenerek ayni kosullarda inkiibe edilen 6rnegin aktivitesi 100 olarak
kabul edildi ve inkiibasyon sonrasi aktiviteler kalan aktivite olarak degerlendirildi
(Johnvesly and Naik 2001; Kazan et al. 2005; Shah et al. 2010).



60

9. Alkalin proteaz enziminin dogal substratlara olan 6zgiinliigiiniin belirlenmesi

Alkalin proteaz enziminin dogal substratlara olan Ozgiinliigiiniin belirlenmesi igin
kazein, azokazein, hemoglobin, sigir serum albumini (BSA) ve jelatin kullanildi.
Subsratlarin  %0,65°lik ¢ozeltileri 100 mM Tris-HCl pH’s1 8,5 olan tamponda
hazirlandi. 0,5mL enzim c¢ozeltisi ile 2,5mL substrat ¢ozeltisi karistirildi ve aktivite
tayini yapildi. En yiiksek aktivite gdsteren substratin aktivitesi 100 olarak kabul edildi
ve digerleride ona gore hesaplandi (Johnvesly and Naik 2001).

10. Proteaz enzimin icin Ky Ve Vigax parametrelerinin bulunmasina yoénelik

calismalar

Proteaz enziminin Ky ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla 0,5mL enzim ¢ozeltisi,
Tris- HCI (100 mM, pH:8,5) tamponunda %0,02-0,6 araliginda 6 farkli
konsantrasyonda hazirlanmig kazein ¢ozeltilerinin 2,5mL’si ile karistirildi. Aktiviteleri
Olciildi. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve bu grafikten

yararlanilarak Ky ve Vax degerleri hesaplandi (Laemmli 1970; Rao et al. 2008).

11. Ticari olarak satilan baz1 kati ve sivi deterjanlarin alkalin proteaz enzimi

iizerine etkilerinin belirlenmesi

Alkalen proteaz enziminin Ariel, Bingo, Omo, Alo, Persil gibi kati endiistriyel
deterjanlar varliginda ve Ariel sivi ve Perwoll sivi gibi sivi endiistriyel deterjanlar
varliginda aktivitesinin durumu tespit edildi. Bu deterjanlardan %1 (w/v)
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri ¢cesme suyu ile hazirlandi. 50 pl enzim ¢ozeltisine
450 pl deterjanlar1 igeren c¢ozeltilerden eklenerek, 37°C’de bir saat inkiibasyona
birakildi. I¢inde deterjan ¢dzeltisi olmayan bir érnek kontrol olarak ayni sartlarda
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra aktivite tayini yapildi. Kontroliin aktivitesi
100 olarak kabul edildi ve diger 6rneklerin aktiviteleri buna gore hesaplandi (Yildirim

2014).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Bu calisma kapsaminda Van iline bagli Caybagi Koyii ve Hasanabdal Kaplicasindan
temin edilen sicak su Orneklerinden toplam 10 adet termofilik bakteri izole
edildi(Cizelge 4.1). izolatlara EA kodlu numaralar verilerek tiimii gliserinli LB broth
ihtiva eden cryo tiplerde -86°C’de muhafaza edildi. Saf kiiltiirleri izole edilen
bakterilere ait petri gortintiileri Sekil 4.1’de verildi.

Cizelge 4.1. Termofilik bakteri suslar1 ve izole edildikleri istasyonlar

ISTASYON KAYNAK  SUYUN | iZOLAT KODU

SICAKLIGI
Saray Caybag Koyii 61°C EAL, EA2, EA3 EA4, EAS,EAG, E-7
Hasanabdal Kaplicasi 66°C EA8, EA9, EALD

Sekil 4.1. EAL, EAS5, EA8 ve EA1O0 suslarina ait petri goriintiileri
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Izole edilen bakterilerin 6ncelikle morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri belirlendi.
Ardindan bu izolatlar farklt molekiiler yontemler (16S rRNA gen analizi ve rep-PCR)
kullanilarak identifiye edildi. Daha sonra SKM agar besiyeri kullanilarak yapilan petri
denemeleri sonucunda en yiiksek aktiviteyi veren EAL10 kodlu izolatlar ile ¢alisilmaya
devam edildi. Bacillus licheniformis EA10’dan izole edilen enzim igli faz ayirma

(TPP) sistemi ile saflastirildi ve karakterizasyon iglemleri yapildi.

4.2. Konvensiyonel Test Sonuclari

Bakterilerin izolasyonu sonrasinda elde edilen izolatlarin,¢dzeltisi ile belirlendi. Bu
ama¢ dogrultusunda, bir 6ze dolusu bakteri bir damla KOH soliisyonu ile bos bir petride
muamele edildi. Islem sonucunda sakiz gibi uzayanlar Gram (-) uzamayanlar ise Gram
(+) olarak degerlendirildi. Yapilan analizler sonucunda izolatlardan biri hari¢ tiimiiniin
Gram(+) oldugu gozlemlendi. Daha sonra izolatlarin biyokimyasal o6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla katalaz ve oksidaz testi yapildi. Yapilan ¢alismalarin sonucunda
izole edilen tiim bakterilerin katalaz ve oksidaz pozitif oldugu tespit edildi (Cizelge
4.2). Ayrica test suslarinin hiicre morfolojilerinin tespitine yonelik yapilan ¢aligmalar

sonucunda; tiim izolatlarin ¢ubuk hiicre morfolojisine sahip oldugu gozlemlendi.

Cizelge 4.2. Izolatlarm morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

o 3
Stok kodu Morfolojisi Gram E Ecz

o N4
EA1 Cubuk + + +
EA2 Cubuk + + +
EA3 Cubuk + + +
EA4 Cubuk + + +
EA5 Cubuk + + +

EA6 Cubuk + + +




63

Cizelge 4.2. (devam)

EA7 Cubuk + + +
EA8 Cubuk - + +
EA9 Cubuk + + +
EA10 Cubuk + + +

4.3. Secilen izolatlarin Molekiiler Yontemlerle Tanilarinin Yapilmasi

Sicak su kaynaklarindan izole edilen bakterilerin konvensiyonel yontemlerle identifikasyonu
gerceklestirildikten sonra, izolatlar1 molekiiler yontemlerle tan1 asamasina gegildi. Bunun i¢in
oncelikle genomik DNA’lan izole edildi (Sekil 4.2). Daha sonra izolatlarin gen profillerinin

belirlenmesi amactyla (GTG)s-PCR analizleri yapildi.

—
N
~———
——
—
——
—

| ——
| —

Sekil 4.2. Izolatlarin DNA jel goriintiisii

4.3.1. (GTG)5-PCR Yéntemiyle izolatlarin Gen Profillerinin Belirlenmesi

Bakteri DNA’s1 igerisinde stirekli tekrarlayan diziler bulunmaktadir. DNA’da degisken
sayida tekrarlayan ve rep olarak isimlendirilen bu elementler, bakteri hiicrelerinde
korunmus palindromik yapiya sahiptir (Kiran ve Osmanagaoglu 2011). Yapilan
(GTG)s-PCR analizi sonucunda (Sekil 4.3). Elde edilen polimorfik bant profillerine
gore yapilan inceleme sonucunda: EA1, EA2, EA4, EAS, EA6 ve EA7 kodlu izolatlarin

ayni tiire ait farkli suglara ait oldugu tespit edildi; bunlardan klonlama amaciyla EA4;
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EA3, EA9 VE EAIO suslarindan ise rastgele EA10 ve en son olarak tiim izolatlardan

farkli bir bant profili sergileyen EA8 susu secilerek 16S rRNA bolgeleri cogaltildi.

Sekil 4.3. Orneklere ait (GTG)s-PCR jel goriintiisii [M: Marker (N0550S- Biolabs), sirastyla
10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 800, 900, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100 bg).

izolatlarda bulunan 16S rRNA gen bodlgesi, 27F ve 1492R evrensel primerleri kullamlarak
amplifiye edildi. Daha sonra elde edilen PCR iiriinleri %1*“lik agaroz jelde yiiriitildii ve tim

izolatlarin 1500 bg biyikliigiinde tek bant verdigi gézlemlendi. (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Izolatlarin 16S rRNA jel goriintiisii
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4.3.2. Amplifiye Edilen 16S rRNA Bolgesinin Klonlanmasi

Transformasyon iglemi, Klonlama islemi i¢in 16S rRNA PCR iiriinlerine ligasyon islemi
yapildi. Daha sonra vektoriin bakteri hiicrelerine transformasyonu gergeklestirildi. E. coli
izolatlar1 amfisilin, X-gal ve IPTG igeren petrilere yayildi ve 14-16 saat inkiibasyona birakildi.
Siirenin sonunda mavi-beyaz koloni taramasi yapildi. Tranformasyon islemi sonucu olusan

mavi-beyaz koloni petri goriintiisii Sekil 4.5’te verildi.

Sekil 4.5. Mavi-beyaz koloni 6rnek goriintiisii

Koloni PCR; incelenen petrilerdeki beyaz kolonilerden birkag adet secildi ve ilgili genin
transformasyonunun gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek amaciyla koloni PCR yapildi.
Elde edilen iiriinler, %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii. Gorlintiileme islemi sonucunda 1500 bg’lik

bolgede bant veren koloniler segilerek klonlama iglemine bunlar ile devam edildi(Sekil 4.6).

13 14 15 16 17 18 19

> PN——

b pid

Sekil 4.6. Koloni PCR jel goriintiisii
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DNA Dizi Analiz Sonuglari;Macrogen (Hollanda) firmasindan gelen 16S rRNA sekans datalar
anlamlr hale getirildi

Cizelge 4.3. DNA dizi analizi sonucu belirlenen bakterilerin benzerlik yiizdeleri

izolat Kodu izolat ismi Benzerlik Orani
EA4 Bacillus thermolactis %99
EA8 Anoxybacillus %99
pushchioensis
EA10 Bacillus licheniformis %99
09 EAS8

100 1L Anoxybacillus pushchinoensis DM 12423
Anoxybacillus thermarum DSM 17141

Anoxyhacillus rupiensis DSM 17127

b1 Bacillus luciferensis LMG 18422
EAL0
b3 L
—| 98 I Bacillus licheniformis AT CC 14580
EA7
g EA4

84L Bacillus thermolactis strain R-6488

— Bacillus coagulans ATCC 7050

Alicyclobacillus acidiphilus DSM 14558

A
0.1

Sekil 4.7. Filogenetik agag
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4.4, Petride Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Sicak su kaynaklarindan izole edilen bakteriler boliim 3.1.4.c’de anlatildigr sekilde hazirlanan
Skim Milk agar besi yerlerine wel difiizyon metodu kullanilarak inokiile edilip, 55°C’de 24-48
saat siireyle inkiibasyona birakildi. 24. Saat ve 48. Saat sonunda zon veren petrilerin goriintiileri
kaydedildi. Yapilan incelemeler sonucunda, EA3, EA9 ve EAL0 suslarina ait petrilerde zon
goriiliirken, diger izolatlarin (EA1, EA2, EA4, EA5, EA6, EA7 ve EA8)) hi¢ zon vermedigi
tespit edildi. Zon biiykligiine gore en yiiksek enzim aktivitesinin EA10 susuna ait petri oldugu
belirlendi ve devam eden ¢aligmalarda bu bakteri susu kullanildi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Skim Milk Agar petrisindeki EA10 susuna ait proteaz aktivite goriintiist

4.5. Protein Tayini i¢in Kullamlan Standart Grafik

Tez Kapsaminda elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki protein tayini Bradford yontemiyle yapildi.

Bunun igin boliim 3.2.5.d’de anlatildig1 sekilde standart grafik olusturuldu (Sekil 4.9)
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Sekil 4.9. Protein tayininde kullanilan standart grafik

4.6. Proteaz aktivitesi hesaplamasinda kullamlan tirozin standart grafigi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda Yildirim (2014) tarafindan olusturulan tirozin standart
grafigi kullanildi (Sekil 4.10).

Absorbans Ag,

0 T T T

0 10 20 30 40 50 60

Tirozin Konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 4.10. Proteaz aktivitesi i¢in standart tirozin grafigi (Yildirim 2014)
4.7. Uclii Faz Ayirma (TPP) Sistemi ile Alkali Proteazin Saflastiriimasi

Uglii faz aymrma sisteminde (TPP) proteaz enziminin iyi bir verimle yiiksek oranda

saflastirilabilmesi i¢in, tuz konsantrasyonu, enzim miktarinin organik ¢ézgene orani ve pH gibi
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sistemi etkileyen temel sistemi etkileyen parametrelerin optimizasyonu gereklidir. Bu yiizden
bu tez kapsaminda farkli ham enzim ¢0zeltisi:organik ¢ozgen oranlar, farkli tuz
konsantrasyonlar1 ve farkli pH’larin saflagtirma katsayisi ve aktivitenin geri kazanimi iizerine
etkileri incelenmistir. Proteaz enziminin saflastirilmasinda kullanilan TPP sisteminde organik

¢dzgen olarak t-biitanol ve tuz olarak amonyum siilfat tercih edildi.

4.7.1. TPP Sisteminde Amonyum Siilfat Konsantrasyonu ve Organik Cozgen Oraninin

Etkisinin Belirlenmesi

TPP sistemlerinde proteinleri ara yiizeyde etkin bir Sekilde toplayabilmek igin
amonyum siilfat ve t-biitanol arasindaki karsilikli iliskiden yararlanilir Proteinlerin
salting-out etkinligi amonyum siilfat konsantrasyonu ve proteinlerin net yiikiine
bagimlidir. Bu nedenle amonyum siilfat doygunlugu 6nemli bir parametre olup optimize
edilmelidir (Bayraktar 2011).

TPP proseslerinde optimizasyon g¢alismalari farklilik gosterebilmektedir. Literatiirlerde
sabit bir tuz konsantrasyonu secilip bu tuz konsantrasyonlariyla farkli homojenat:t-
biitanol oranlar1 denenerek alkol orani belirlendikten sonra bu alkol oraniyla farkli tuz
konsantrasyonlar1 ¢aligilarak gerekli olan tuz miktari belirlenmektedir. Optimizasyon
islemi i¢in kullanilan diger bir yontem de her bir tuz konsantrasyonunda farkl
homojenat:t-biitanol oranlarinin denemesidir. Bu tez kapsaminda farkli amonyum siilfat
konsantrasyonlar1 (%20, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80) ve farkli homojenat:t-
biitanol oranlar1 (1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:1,2) kullamlarak 37°C’de gerceklestirildi.
Bunun sonucunda diisiik tuz konsantrasyonlarinda yiiksek alkol orani eklendigi
durumlarda yiiksek verim goriilirken yiiksek tuz konsantrasyonlarinda alkol orani
diistiikge verim artmistir. Yapilan calismalarin grafiksel gosterimi sirasiyla Sekil 4.11-
4.17°deki gibidir. Gosterilen sekiller incelendiginde; saflagtirilan alkalin proteazin alt
fazda kaldigi en yiiksek verimin ve saflastirma katsayisinin %70 amonyum siilfat
konsantrasyonunda ve 1,0:0,5 homojenat:t-biitanol oraninda elde edildigi

goriilmektedir. Bu asamadan sonraki saflastirma prosesine bu oranlarla devam edildi.
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Sekil 4.11. Tpp prosesinin %20 amonyum siilfat konsantrasyonu varliginda farkli t-biitanol
oraninin (Homojenat:t- biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazin saflastirma
katsayisina ve verime etkisi

90 r 1 12
80 1
70 %
/\5\60 r 1 08 £
<50 N
S 106
£ 40 | £
S =
> 30 {104z
20 | 3
102 @
10 |
0 . . 0
1,0:0,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0
Enzim:t-biitanol (v:v)
== Verim (alt faz) (%) Verim (ara faz) (%)
—e— Saflastirma katsayisi (alt faz) —O— Saflagtirma katsayisi (ara faz)

Sekil 4.12. Tpp prosesinin %30 amonyum siilfat konsantrasyonu varliginda farkli t-biitanol
oraninin (Homojenat:t- biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazin saflastirma
katsayisina ve verime etkisi
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Sekil 4.13. Tpp prosesinin %40 amonyum siilfat konsantrasyonu varliginda farkli t-biitanol
oraninin (Homojenat:t- biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazin saflastirma
katsayisina ve verime etkisi

o
o
Saflastirma Katsayist

1,0:0,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0
Enzim:t-butanol (v:v)

= Verim (alt faz) (%) Verim (ara faz) (%)
—— Saflastirma katsayisi (alt faz) ~—O— Saflastirma katsayisi (ara faz)

Sekil 4.14. Tpp prosesinin %50 amonyum siilfat konsantrasyonu varliginda farkli t-biitanol
oraninin (Homojenat:t- biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazin saflagtirma
katsayisina ve verime etkisi
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Sekil 4.15. Tpp prosesinin %60 amonyum siilfat konsantrasyonu varliginda farkli t-biitanol
oraninin (Homojenat:t- biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazin saflagtirma
katsayisina ve verime etkisi
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Sekil 4.16. Tpp prosesinin %70 amonyum siilfat konsantrasyonu varliginda farkli t-biitanol
oraninin (Homojenat:t- biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazin saflastirma
katsayisina ve verime etkisi
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Sekil 4.17. Tpp prosesinin %80 amonyum siilfat konsantrasyonu varliginda farkli t-biitanol
oraninin (Homojenat:t- biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazin saflastirma
katsayisina ve verime etkisi

4.7.2. Alkalin Proteazin Saflastirilmasinda TPP Sistemine pH’nin EtKisi

Uglii faz ayirma sistemlerinde énemli bir diger parametre sistemin pH’s1 ve hedef proteinin
izoelektrik noktasidir. Ortamin pH’s1t  ayrimi  gergeklestirecek preparat igerisindeki
biyomolekiillerin dagilimimi 6nemli ve etkin bir bi¢imde degistirmektedir. Saflastiriimasi
hedeflenen proteinin ve iyon kompozisyonunun yiikiine, kontaminantlarin yiizey
karakteristigine pH etki eder ve fazlar arasinda dagilimin farklilagsmasina sebep olur (Kati
2013). Bu nedenle sistemin pH’s1 TPP sistemini etkileyen onemli parametrelerden biridir ve

optimize edilmesi gerekmektedir.

TPP isleminde en uygun tuz yiizdesi ve organik ¢6zgen belirlendikten (%70 tuz konsantrasyonu
ve 1.0:0.5 oraninda t-biitanol) sonra bu degerlere gore farkli pH degerlerinde islemler

tekrarlandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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Verim (%)
Saflastirma Katsayist

@ Verim (alt faz) (%) —— Saflagtirma katsayisi (alt faz)

Sekil 4.18. Alkalin proteazin saflastirilmasinda TPP sistemine pH’nin etkisi

4.7.3. Alkalin Proteazin Uclii Faz Yontemiyle Saflastirma Sonuclar

B. licheniformis EA10°dan alkalin proteaz enzimi TPP prosesinin optimizasyonunun hemen
ardindan belirlenen parametreler 1s1g8inda saflastirildi. Saflastirma sonuglari  Cizelge 4.4’te
verildi (Cizelge 4.4). % 70 (w/v) amonyum siilfat doygunlugu, 1,0:0,5 (v/v) homojenat:t-
biitanol oran1 ve pH 6,0’da enzim %191,5’lik verimle 54,1 kat TPP sisteminin alt fazindan

saflastirildi.

Cizelge 4.4. Bacillus licheniformis EA10’dan izole edilen alkalin proteazin saflastirma tablosu

Total Aktivite Protein Total Total Protein Spesifik % Saflastirma
Basamak Hacim (EU/mL) (mg/mL  Aktivite (mg/mL) Alktivite Verim Katsayist
(mL) (EU/mL) (EU/mg)
Homojenat 2 27 12,46 54 24,92 2,17 100 1
TPP-Alt faz 2 51,7 0,44 1034 0,88 1173 1916 54.1

TPP-AraFaz 2 54 12,65 10,8 253 0,43 20 0,19
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4.5. SDS-PAGE ile Enzimin Saflik Kontrolii, Molekiil Kiitlesinin Tayini ve Zimogram
Analizi

B. licheniformis EA10’dan {i¢lii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz enziminin safliginin
kontrolii i¢cin SDS-PAGE yd6temi kullanildi. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.18°de
gosterildi. Standart proteinlerin ve enzimin jelde yiiriidiikleri mesafeler olgiilerek Ry degerleri
hesaplandi. Log MK-R¢ degerleri ile ¢izilen grafik Sekil 4.19°de gosterildi. Enzimin molekiil
kiitlesi 37,67 olarak hesaplandi.

Proteaz enzimi SDS-PAGE sisteminde yiiriitiilerek zimogram analizi yapildi. Yapilan analiz
sonucunda Sekil 4.20°de goriilen proteaz enziminin bulundugu yer daha agik renkte
goriinmektedir. Enzimin kazeini parcalamasindan dolay: jelde diger bolgelere gore daha agik

renkteki goriintli proteaz enziminin varligini dogrulamaktadir.

2,5
,..‘ y =-1,4256x + 2,252
, | e, o-... R2=0,9743
@ ...
(R
¥ 15 @ ...
S e,
> | T .
2 1
0,5
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
R¢

Sekil 4.19. SDS-PAGE sonucu gizilen Log MK-Rf grafigi
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Sekil 4.20. B. licheniformis EA10’dan iglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz
enziminin SDS-PAGE ve zimogram goriintiisii

A)Zimogram analiz sonucu B) SDS-Page Goériintiisii 1) Homojenat 2) Alt faz 3) Ara faz

B. licheniformis EA10’dan iglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz enziminin SDS-

PAGE ve zimogram goriintiisii incelendiginde enzimin alt fazda kaldigi gorildii.
4.6. Proteaz Enzimi Icin Optimum pH ve Stabil pH Belirlenmesine Yénelik Sonuglar

B. licheniformis EA10’dan iiglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz enziminin optimum
pH’s1 optimum pH’s1 belirlendi. Elde edilen verilere gore ¢izilen grafik incelendiginde proteaz

enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi Glisin-NaOH tamponu ve optimum pH 9,5 olarak
belirlendi.



7

Cizelge 4.5. B. licheniformis EA10’dan ig¢li faz ayrma ydntemiyle saflagtirilan proteaz
enziminin 0,1 M sodyum fosfat (pH6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH
9,011,0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari.

pH 6.0 6.5 7.0 7.5 5.0 8.5 9.0 9,5 10.0 10,5 11.0
Bagil Aktivite | 88,5 | 85,74 | 8790 | 86,63 | 85,17 | 82,78 | 92,26 100 90,38 | 89,01 | 8926
(%)

120
100
Bo

6o

4o

Bafnl Aktivite (%)

20

6,0 6.5 7,0 75 B.o 8o 9,0 9.5 10,0 10,5 11,0

pH

Sekil 4.21. Proteaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim grafigi

Bacillus licheniformis EA10’dan tglii faz ayirma yontemiyle saflagtirilan proteaz enziminin
boliim 3.2.3.6.3 yonteme gore stabil pH’s1 belirlendi. Enzimin pH stabilitesi i¢in 0,1 M sodyum
fosfat (pH 6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tampon ¢ozeltileri
kullanildi. Elde edilen verilere gore grafik olusturuldu ve proteaz enzimi igin stabil pH glisin-

NaOH tamponu pH 9,5 olarak belirlendi

Cizelge 4.6. Bacillus licheniformis EA10’dan G¢lii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz
enziminin 0,1 M sodyum fosfat (pH6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0—
11,0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak stabil pH’s1 igin yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart

| pH 60 |65 |70 |75 80 |85 9o 95 (100 |105 110

| Kalan Aktivite |
(%) 4852 4804 4662 4671 4895 (498  |4976 5733 (4728 |5171 57
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Sekil 4.22. Proteaz enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi

4.7. Proteaz Enzimi I¢in Optimum Sicakhigin ve Stabil Sicakhgin Belirlenmesine Yonelik

Sonuglar

B. licheniformis EA10’dan tglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz enziminin sicaklik
profili ve kararlilig1 belirlendi. Enzimin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 20°C ile 90°C
arasindaki sicakliklar denendi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.21 ve Cizelge 4.7°de gosterildi.
Sonuglar incelendiginde B. licheniformis EA10’dan tglii faz ayirma sistemi ile saflastirilan

proteaz enziminin optimum sicakligi 80°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.7. B. licheniformis EA10’dan iglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz
enziminin optimum sicaklig i¢in sicaklik- bagil aktivite (%) 6l¢iim sonuglari ¢izelgesi

Sicaklik (°C) 20 30 40 50 60 70 80 90

Bagil  Aktivite | 8725 |89,58 9204 [9348 [97,04 [934 [100 | 9856
(%)
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Sekil 4.23. Proteaz enzimi optimum sicaklik dl¢iilmesi igin gizilen sicaklik-bagil aktivite grafigi

B. licheniformis EA10’dan Gglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz enziminin stabil

sicakligini belirlemek amaciyla 20°C’den 90°C’ye kadar olan sicaklik araliginda 30, 60, 90 ve

120 dk’lik inkiibasyon siirelerinde bekletildikten sonra aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen

veriler Sekil 4.24 ve Cizelge 4.8’de gosterildi. Enzimin her bir sicaklik araliginda iki saat

inkiibasyon sonunda aktivitesini muhafaza ettigi ve sicakliga kars1 oldukga toleransli oldugu

goriildii. Ozellikle 50, 70, 80 ve 90°C sicakliklarda enzimin daha kararli oldugu ve inkiibasyon

stiresinin artmasiyla tiim sicakliklarda kararliliginin arttig1 belirlendi.

Cizelge 4.8. B. licheniformis EA10’dan iglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz
enziminin sicaklik kararliligimi belirlemek ic¢in zaman-sicaklik- kalan aktivite (%) Ol¢lim
sonuclarinin gdsterimi

inkiibasyon Sonrasinda Kalan Aktiviteler (%)
Siire (dk) | 20°C 30°C 40°C | 50°C | 60°C 70°C 80°C 90°C
30 94,08 | 86,76 92,12 | 88,16 | 100,88 | 102,93 | 98,36 102,65
60 90,96 | 90,58 95,62 | 128,44 | 93,1 122,7 100,19 | 128,71
90 118,93 | 93,15 91,00 | 108,49 | 102,14 | 112,54 | 106,01 | 116,55
120 93,51 101,63 | 88,99 | 110,58 | 102,56 | 117,94 | 119,63 | 119,16
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Sekil 4.24. Sicakligin proteaz enzim kararlilig1 iizerine etkisi.

4.9. Baz1 Metal Iyonlarinin Proteaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisine Yonelik Sonuclar

Metal iyonlarinin proteaz enzimi aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla, 1, 5 ve 10
mM’lik konsantrasyonlarda Mg®*, Mn*, Fe**, Zn**, Co®*, Ni**, Li**, Ca®* ve K" metal iyonlar1
kullanilarak boliim 3.2.12.e’de belirtilen yonteme gore protez aktivitesi belirlendi. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.9°da  ve Sekil 4.25°te verildi. ImM’lik konsantrasyonda Ca®* ve Co?*
iyonlar1 disinda diger metal iyonlarinin varhiginda enzimin aktivitesini yliksek kararlilikta
korudugu gézlemlendi 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda Mn®* iyonu varliginda enzim
aktivitesinde 6nemli bir artis oldugu goriildii. 10 mM konsantrasyonda Co*" enzimi, %46

oraninda inhibe ettigi tespit edildi.
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Cizelge 4.9. Baz1 metal iyonlarinin proteaz aktivitesi iizerine etkisi

Metal iyonlar: 1mM 5mM 10 mM
Kontrol 100+0,00 100+0,00 100+0,00
Fe™* 91,93 + 6,007 86,2 +9,937 79,69 + 10,4
Mg** 104,9 + 8,866 113,1 + 1,057 91,67 + 4,043
Ca™ 76,04 + 1,135 76,04 + 1,135 76,3 + 3,646
zZn* 94,79 + 7,165 89,32 + 1,378 90,63 + 2,387
Co”* 75,52 + 7,306 49,22 + 14,66 54,69 + 13,72
Ni%* 81,77 + 1,135 90,36 + 3,783 76,04 + 12,27
Mn?* 91,15 + 3,783 164,1 + 12,51 2372 + 44,07
Li* 83,59 + 4,303 93,23+ 11,9 77,6 + 13,43
K 94,79 + 1,378 84,38 + 14,87 70,83 9,73
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Sekil 4.25. Baz1 metal iyonlarinin proteaz aktivitesi iizerine etkisi
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4.10. Bazi inhibitorlerin Proteaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesine

Yonelik Sonuclar

B. licheniformis EA10’dan saflastirilan proteaz enziminin f{izerine inhibisyon ajanlarinin
etkisinin belirlenmesi amaciyla 2-5 mM’lik konsantrasyonlarinda EDTA, PMSF, DNTB ve %1
-5’lik konsantrasyonlarin -Merkaptoetanol kullanildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.10 ve
Sekil 4.26°da verildi. Bu sonuglara gore, f-Merkaptoetanol *iin her iki konsantrasyonun da

enzimin tamamen inhibe oldugu goriildi.

Cizelge 4.10. B.licheniformis EA10’dan elde edilen proteaz enzimi iizerine inhibisyon
ajanlarinin etkisi

Inhibitorler 2mM 5mM
Kontrol 100£0.00 100+0.00
EDTA 94,87 £ 1,849 104,6 £1,776
DTNB 39+4471 134,4 + 3,59
PMSF 150,8 £9,015 139,5 + 1,849
Inhibitor %1 %5
B-Merkaptoetanol 0 0
200 -
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Sekil 4.26. B.licheniformis EA10’dan elde edilen proteaz enzimi tizerine inhibitorlerin etkisi
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411. Bazm Organik Coziiciilerin Proteaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

DMSO, kloroform, etanol, metanol, t-biitanol, izopropanol ve aseton gibi organik ¢oziiciilerin
%15-%50°1ik konsantrasyonlarda 1 ve 24 saatlik inkiibasyon siiresinde proteaz enzimi {izerine
etkisi arastirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.12 ve Sekil 4.27°de verildi.1 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda %15°lik konsantrasyonda Kloroform’un enzim aktivitesini arttirlldigi, %50°luk
konsantrasyonda ise onemli diizeyde olmamakla beraber aktiviteyi azalttigi gozlendi. Her iki
konsantrasyon degerinde de etanoliin aktiviteyi arttirict bir etkiye sahip oldugu belirlenirken, t-
biitanoliin %50°’1lik konsantrasyonununda ise enzimin kararliligini korudugu tespit edildi. 24 saat
inkiibasyon siiresinin sonunda ise %15°’lik konsantrasyonda kloroform varliginda enzim
aktivitesinin %25’ini etanol varliginda ise % 8’ini kaybettigi goriildi. Tim sonuglar
degerlendirildiginde kullanilan organik ¢oziiciilerinin hemen hemen tiimiinde 1 ve 24 saat

inkiibasyon siiresi boyunca proteaz enziminin kararliligini korudugu goriildii.

Cizelge 4.11. Bazi organik coziiciilerin 1 saatlik inkiibasyon siiresinde proteaz aktivitesi {izerine
etkisi

Organik coziiciiler %15 %50

Kontrol 100+0.00 100+0.00
Metanol 100,4 + 2,137 97,86 + 3,651
Etanol 102,6 £ 6,579 103,8 + 5,338
Aseton 94,44 + 8,254 08,72 + 1,48
DMSO 99,15+£6,716 96,15+7,138
t-Biitanol 95,3 +£4,209 100 +£7,138
Kloroform 104,3 £ 2,991 89,74 £ 9,679

Izopropanol

86,75 + 1,863

95,3 + 3,082
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Cizelge 4.12. Baz1 organik c¢oziiciilerin 24 saatlik inkiibasyon siiresinde proteaz aktivitesi
iizerine etkisi

Organik coziiciiler %15 %50
Kontrol 100+0.00 10000
Metanol 100 £ 12,45 86,11 + 1,604
Etanol 82,41 + 4,56 102,8 £ 2,122
Aseton 112,5+2,122 99,54 + 1,852
DMSO 106 4,416 91,2+ 3,241
Biitanol 107,4 £ 1,669 113 +£12,43
Kloroform 74,54 + 1,225 107,4 £ 3,616
Izopropanol 94,44 + 2,406 103,2 + 7,62
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Sekil 4.27. Proteaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki 1 saat inkiibasyon sonundaki sonuglari
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Sekil 4.28. Proteaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki 24 saat inkiibasyon sonundaki sonuglari

4.12. Proteaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Yiizey Aktif Maddelerinin ve Okside Edici

Ajamimin EtKisinin Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

B.licheniformis EA10’dan proteaz enziminin iizerine ylizey aktif maddelerin etkisini ve okside

edici ajanin etkisini incelemek i¢in %1-5’lik konsantrasyonlarda SDS, Tween-20, Tween-80,
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Triton-X-100 ve H,0O, kullanildi. Yapilan deney sonuglart Cizelge 4.14°de verildi. %1’lik
konsantrasyonlarda Tween-20, Tween-80 ve %5’lik konsantrasyonda SDS varliginda sirasiyla
%28 ve %69, %52 aktivite kaybi gbzlendi. Ancak Tween-20, Tween-80 ve Triton-X-100
%5’lik  konsantrasyonlarinda ve SDS’nin %1’lik konsantrasyonda enzimin aktivitesinin
tamamen inhibe oldugu goriildii. Okside edici ajan olarak kullanilan H,0, varliginda enzimin

akitivitesinin arttig1 tespit edildi.

Cizelge 4.13. B.licheniformis EA10’dan saflastirilan proteaz enzimi aktivitesi tizerine yiizey
aktif maddelerin ve okside edici ajanin etkisi

Yiizey aktif maddeler %1 %5
Kontrol 100+0.00 100+0.00 0
Tween-20 71,43 £9.91, 0
Tween-80 51,28 + 7,983 0
Triton-X-100 169,2 + 51,32 47,99 + 1,597
SDS 0
Okside edici ajan %1 %5
H,O, 107 £ 2,039, n=3 102,2 £ 1,679, n=3
250
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Sekil 4.29. B.licheniformis EA10’dan saflagtirilan proteaz enzimi iizerine yiizey aktif
maddelerin ve okside edici ajanin etkisi
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4.13. B.licheniformis EA10’dan Saflastirilan Proteaz Enzimin Dogal Substratlara Olan

Ozgiinliigiin Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

B.licheniformis EA10’dan saflastirilan proteaz enziminin kazein, azokazein, hemoglobin, jelatin
ve sigir serum albiimin (BSA) gibi subsratlar varliginda aktivites incelendi. Enzimin en yiiksek

aktiviteyi kazein ve jelatin subsratlarinda gosterdigi belirlendi.

Cizelge 4.14. B.licheniformis EA10’dan saflagtirllan proteaz enziminin dogal
subsratlara varliginda aktivitesi

Dogal subsratlar (%0,65 w/v) Bagil aktivite %100
Kazein 100

Azokazein 64

BSA 17

Jelatin 106

Hemoglobin 52

4.8. Ky ve Vo Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

B. licheniformis EA10’dan tglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz enziminin kazein
substrat1 varliginda Ky ve V.« degerlerinin belirlenmesi i¢in Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.
Bu grafikten yararlanilarak kazein substrati i¢in Ky 1,48 mg/ml ve V. degeri 15,87
mmol.mlI™.dk™* ve diger sonug olarak tespit edildi. Elde edilen degerler Sekil 4.30°da gosterildi.
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Sekil 4.30. Kazein substrati icin KM ve Vmax bulunmasina yonelik Lineweaver-Burk grafigi

4.14. B.licheniformis EA10°dan Saflastirllan Proteaz Enzimin Aktivitesi Uzerine Baz

Endiistriyel Deterjanlarin Etkisinin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

B.licheniformis EA10’dan saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi iizerine bazi ticari olarak
satilan deterjanlarin etkisi yonteme gore belirlendi. Kullanilan tim deterjanlarin , ariyel sivi

deterjan1 haricinde enzim aktivitesini artirdig tespit edildi.
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Sekil 4.31. B.licheniformis EA10’dan saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi iizerine bazi
ticari olarak satilan deterjanlarin etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Ekstrem kosullara dayaniklt mikroorganizmalar ile ilgili son yillarda yapilan bircok
calismada en ¢ok termofilik mikroorganizmalar grubu dikkat ¢ekmektedir. Sicak su
kaplicalarindan izole edilen termofilik bakterilerin en énemli 6zelligi ekstrem sartlarda
dayanikli enzimlere sahip olmasidir ve bu 6zellikleri ile biyoteknolojik agidan dikkat
cekmektedir. Termofilik mikroorganizmalarin enzimleri tizerinde bir¢ok arastirmalar

yapilmistir (Giiven 2011).

Endiistriyel enzimlerden olan proteazlar gida ve deterjan gibi pek ¢ok alanda yaygin
olarak kullanildiklar1 igin endiistride en baskin olan enzimdir. (Gurung ve ark. 2013).
Proteazlar, hem fizyolojik hem de ticari alandaki uygulamalar1 a¢isindan ¢ok énemli bir
yere sahip olan, proteinleri hidrolize eden enzimler olarak tanimlanmaktadir. Proteolitik

enzimler proteinler arasindaki peptit baglarinin par¢alanmasini katalize etmektedirler.

Bu tez calismasi kapsaminda; ekstrem kosullara dayanikli proteaz enzimi lretmek
amacityla Van Caybagr ve Hasanabdal Kaplicalarindan temin edilen sicak su
orneklerinden toplam 10 adet termofilik bakteri izole edilmistir. Izolasyon sonrasinda
yapilan konvensiyonel ve molekiiler analizler sonucunda 10 izolat (EA1, EA2, EA4,
EAS5, EA6, EAT: Bacillus thermolactis; EA3, EA9, EA10: Bacillus licheniformis; EAS:
Anoxybacillus pushchioensis) tiir diizeyinde tanilanmistir. Literatiir incelendiginde
Adigiizel ve ark. (2009)’da ayni kaplicada (Hasanabdal Kaplicasindan) aldiklari su
orneklerinden termofilik bakteri izole ederek, fenotipik ve genotipik yontemlerle
karakterize etmislerdir. Yaptiklart bu ¢alisma ile 5 farkli bakteriyal tiir (Geobacillus
pallidus, Bacillus licheniformis, B. pumilus, Brevibacillus brevis ve Bacillus

borstelensis) elde etmisglerdir.

Yapilan bu calismada izole edilen bakterilerin petri denemesi sonucunda 3 susun
proteaz enzim aktivitesi bakimindan pozitif oldugu gozlemlenmis, en yiiksek aktiviteyi

ise EA10 izolatinin verdigi tespit edilmistir. B. licheniformis EA10’dan proteaz
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enziminin saflastiritlmast TPP yontemiyle ilk kez bu ¢alismada uygulanmis ve bunun
icin tuz, organik ¢ézgen ve pH optimizasyonu yapilmistir.Alkalin proteaz enzimi pH
6,0’da, 1,0:0,5 (ham enzim c¢ozeltisi:t-biitanol orani) ve %70 doygun amonyum siilfat
kullanilarak uygulanan TPP sistemi ile %191,6 verimle 54,1 kat saflagtirilmustir.
Literatiirdeki ¢aligmalara bakildiginda Gagaoua M, (2014) incir agact kaucuk siitiinden
izole ettigi fisin enzimini {i¢lii faz ayirma yonteminde %40 amonyum siilfat varliginda
ve 1,0:1,075 t-biitanol kullanarak pH’s1 6,5 ‘da ara fazda %167 verimle 6,04 kat
saflagtirmistir. Chaiwuta et al. (2010) kuru papaya yapraklarindan papini %40
amonyum siilfat, 1,0:0,5 alkol oran1 ve pH:7,0 kosullarinda %253 verimle alt fazda 15,8
kat saflastirmistir. Rawdkuen (2010) ipek otundan izole ettigi proteaz enzimini %65
amonyum siilfat, 1,0:0,5 oraninda t-biitanol degerleriyle %132 verimle 6,92 Kat
saflastirmis ve enzimin alt fazda kaldigimi bildirmistir. Ketnawa et al. balik ig
organlarindan izole ettigi alkalin proteazi %50 amonyum siilfat, 1,0:0,5 t-biitanol orani
ve pH:8,0 kosullarinda iglii faz ayirma yontemiyle %154 verimle geri kazanmustir.
Literatiir ile karsilastirildiginda B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz
enzimin TPP prosesiyle yiiksek saflikta ve yiiksek verimle elde edildigi goriilmektedir.
Bununla birlikte literatiir incelendiginde bu yontem kullanilarak enzimler yiiksek
verimle saflastirilabilmis ancak saflastirma katsayist 54,6 degerinde olan sonuca

rastlanmamustir.

B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz enzimin safligi ve tiglii faza ayirma
yonteminde enzimin alt fazda kaldig1 SDS-PAGE analizinde tek bant ile teyit edilmistir.
Saflastirilan proteazin molekiil kiitlesi 37,67 kDa olarak belirlenmistir. Subtilisinlerin
molekiil kiitleleri 20-45 kDa, serin proteazlarm ise molekiil kiitleleri 18-35 kDa
arasinda degismektedir (Yildirim 2014). Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda bu
degerlerden farkli sonuglar gérmek miimkiimdiir. SDS-PAGE yontemini kullanarak
molekiil kiitlesini belirlemeye yonelik yapilan benzer ¢aligmalarda Jaouadi et al. (2008)
34 kDa, Heidari et al. (2008) 36 kDa, Kandasamy et al. (2011) 36 kDa, Jayakumar et al.
(2012)’de 36 kDa ve Joshi and Satyaranarayana (2012) 39 kDa’luk proteazlar elde
etmislerdir. Embaby et al. (2016), B. licheniformis SHG10 DSM 28096 susundan izole
ettikleri enzimin molekiiler agirligmi 30,4 kDa; Oztiirk (2007) ise Van Géliinden izole
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ettigi B. licheniformis BA-17’den saflastirilan alkalen proteazin molekiil agirliginin 19,7

kDa olarak tespit etmislerdir.

B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz enzimin karakteristik 6zelliklerini
belirlemek amaciyla pH ve sicaklik profili incelenmistir. Endiistriyel a¢idan 6nemli
enzimlerin yiiksek pH stabilitesi gostermesi ve yiiksek sicakliklarda kararli kalabilmesi
istenen 6nemli 6zelliklerdendir. B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz
enzimi i¢in optimum pH 9,5 olarak belirlenmistir. Bu sonug¢ bize enzimin alkalin
proteaz oldugunu gostermektedir. Nadeem et al. (2013), Bacillus licheniformis UV-9
susundan optimum pH’s1 11,0 olan serin proteaz izole etmislerdir. Jaouadi et al. (2009),
Bacillus pumilis CBS kaynakli enzimin optimum pH’sin1 10,6 olarak kaydetmistir.
Toplak et al. (2013), Coprothermobacter proteolyticus tiiriinden pH 8,0 olan proteolisin
saflastirmistir. Dib et al. (1998) Pyrococcus abyssi 549 susundan saflastirdigi enzimin
optimum pH’smi 9,0 olarak kaydetmislerdir. B. licheniformis EA1O0 susundan
saflastirilan proteaz enzimin optimum pH degeri literatiirdeki verilerle uyumludur.
Enzimin alkali pH’larda yiiksek aktivite gOstermesi enzimi deterjan endiistrisinde

onemli kilar.

B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz enziminin sicaklik profili incelendi
ve optimum sicaklik 80°C olarak belirlendi. Literatiir calismalarina bakildiginda; Toplak
et al. (2013), Coprothermobacter proteolyticus tiirlinden izole ettigi enzimin optimum
sicakhigin1 85 °C, Freidrich and antranikian (1996) Fervidobacterium pennivorans
tiiriinden izole ettigi enzimin optimum sicakligin1 80°C, Roncari et al. (1976), Bacillus
stearothermophilus tiirinden izole ettiklerin metallo proteaz enziminin optimum
sicakhigin1 80 °C, Matsuzawa et al. (1988) Thermus aquaticus T-351 susundan izole
ettikleri enzimin optimum sicakhigini 80 °C olarak belirlemislerdir. Literatiirdeki bu
calismalarda belirlenen optimum sicaklik degerleri, saflastirdigimiz enzimin optimum

sicaklik degeri ile ortiismektedir.

B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz enziminini sicaklik kararliligini
belirlemek i¢in 20-90°C sicaklik araliginda 30, 60, 90, ve 120. dakikalarda aktivite
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Olciimii yapilarak belirlenmistir. Enzimin sicaklik kararliligina bakildiginda tiim
sicakliklarda inkiibasyon siiresinin enzimin aktivitesinde arttirict etki gosterdi. Yapilan
literatiir ¢alismas1 sonucunda; Nadeem et al. (2013), B. licheniformis UV-9 susundan 70
°C ’de 30 dakika kararlihgmi koruyabilen proteaz enzimi izole ettiklerini
bildirmislerdir. Jaouadi et al. (2009), B. pumilis CBS kaynakli enzimin stabil sicakligin
80 dk’lik inkiibasyon siiresi igin 60 °C olarak kaydetmislerdir. Toplak et al. (2013),
Coprothermobacter proteolyticus tiiriinden saflastirdigi proteaz enzimi 80 °C iki saatlik
inkiibasyon siiresi boyunca  aktivitesini korumustur bu da bizim ¢alismamizla
ortiismektedir. Heidari et al. (2008) saflagtirdiklar1 enzimin 60 °C istiinde aktivitesini
kaybettigini bildirmislerdir. Annamalai et al. (2012)’de B. halodurans CAS6’dan elde
ettikleri proteaz enzimin 1 saatlik inkiibasyon sonucunda 70 °C’de %100, 80 °C’de %83
ve 95 °C’de %40 aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. B. licheniformis EA10
susundan saflastirilan proteaz enzimininin iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 50
°C¢de kararlihigin1 %110,58 korurken; 70 °C’de %117,94, 80 °C’de %119,63, 90 °C’de
ise %119,16 korudugu kaydedilmistir. Tiim bu sonuglar, B. licheniformis EA10
susundan saflagtirilan proteaz enziminin sicakliga karst uzun siire oldukga yiiksek
seviyede bir kararlilik sergiledigini gostermektedir ve literatiirdeki diger caligsmalar ile
karsilagtirildiginda sicakliga toleransinin oldukga fazla oldugu agiktir. B. licheniformis
EA10 susundan saflastirilan proteaz enziminin yiiksek sicakliklarda uzun siireli kararli
kalabilmesi bu enzimin endiistriyel agidan olduk¢a 6nemli bir enzim oldugunu

gostermektedir.

Metal iyonlar1 proteaz iiretiminde karakterize edilmesi gereken 6nemli bir parametredir.
Biiylime ortamina eklenen bazi1 metal iyonlari mikroorganizmanin biiyiimesini ve daha
yiksek verimde enzim iretimini saglamaktadir. B. licheniformis EA10 susundan
saflastirilan proteaz enzimine metal iyonlariin etkisi incelendiginde Mn?* metalinin
ImM konsantrasyonunda enzimin aktivitesini korurken 5 ve 10 mM’lik
konsantrasyonda ise enzimin aktivitesini artirdigi tespit edilmistir. Mg?* metal iyonunun
1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarda enzimi aktive ettigi 10 mM’lik konsantrasyonda ise
enzimin aktivitesini %91 oraninda korudugu belirlenmistir. Co*? metalinin 5 mM’lik

konsantrasyonun enzimin aktivitesini %51 oranda azalttigi goézlemlendi. Metal
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iyonlarinin proteaz enzimi iizerine etkisi incelendiginde Ca®* ve Co®* iyonlar diginda
denenen diger tiim iyon varliginda aktivitesini korudugu goriilmiistiir. Yapilan
calismalar incelendiginde Siriporn ve ark. B. megaterium’dan saflagtirilan alkalin
proteazin aktivitesinin Mn?*, Ca®* ve Mg2+ varliginda artis gosterdigini bildirmislerdir.
Yilmaz ve ark. (2015) yapmis olduklar1 bir ¢alismada B. licheniformis’ten
saflastirdiklar1 termostabil alkalin proteazin aktivitesinin Mg2+ Mn*, K metal
iyonlarinin varliginda arttigim bildirmislerdir. Fe **, Ni**, Zn®**, Co*" ve Ag" metal
iyonlarinin enzim aktivitesini diislirdiigli ve Ca®* iyonu varliginda proteaz enziminin
kararliligimi korudugu tespit edildi. Sonug (2011) B. subtilis’ten saflastirdigi enzimin
Mg*? ve Mn*2 metal iyonlar1 varhiginda aktivitesinin arttigin bildirmistir. Literatiirdeki
caligmalar incelendiginde; Ca*?, Mg ve Mn*? metallerinin varliginda enzimin aktive
oldugunu, Rao et al. (2008)’de, Divakar et al. (2010)’da, Annamalai et al. (2012)’de
yaptiklar1 calismalarda gostermislerdir. Literatiiriin aksine B.licheniformis EA10 dan
izole edilen enzimin Ca™® iyonu varliginda aktivitesini %24 oraninda kaybettigi tespit

edilmistir.

B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz enzim aktivitesi iizerine bazi
inhibitorlerin etkisinin belirlenmesi amaciyla; serin spesifik inhibitorii olan PMSF; SH-
grubu inhibitoérii olan p-merkaptoetanol; sistein spesifik inhibitérii ve siilfidril
oksidasyon ajani olan DTNB kullamld: (Olmez 2017). Elde edilen veriler sonucunda
yalnizca -merkaptoetanol varliginda proteaz enziminin inhibe oldugu goriildii. Yapilan
literatiir taramasinda serin alkalin proteazin PMSF varliginda tamamen inhibe oldugu
goriilitken bu tez g¢alismasinda proteaz enziminin PMSF’den etkilenmedigi hatta
aktivitesinin arttigi gézlemlendi. Ancak B. licheniformis EA10 susundan izole edilen
proteaz enziminin gosterdigi diger ozelliklerinden goz oniinde bulundurularak alkalin
serin proteaz olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan literatiir taramasinda Gessesse et al.
(2003) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda Nesternkonia sp.Al-20 susundan izole ettikleri
proteaz enzimininin PMSF inhibitoriiniin 1-10 mM konsantrasyonlarinda 1 saat
muamele sonucu aktivitesinin  1mM konsantrasyonda kararli kaldigi; 10 mM
konsantrasyonda ise aktivitesinin %108 arttigini bildirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada

Nesternkonia sp.Al-20 susundan izole edilen proteaz enzimi bir diger serin proteaz
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inhibitori olan 3,4- diklorokomarin ile muamele etmis ve enzimin bu inhibitdrde
aktivitesini %70 oraninda kaybetmesi sonucunda enzimin serin proteaz oldugunu idda
etmislerdir. Bu calisma sonucuna bakilarak B. licheniformis EA10 susundan izole
edilen proteaz enziminin PMSF’den etkilenmeyen bir alkalin proteaz enzim olabilecegi

distiniilmektedir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz
enziminin aktivitesi tizerine organik ¢oziiciilerin etkisi incelendiginde enzimin organik
¢oziiclilerde 6nemli derecede kararlilik gosterdigi tespit edilmistir. Enzimin 1 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda; %15’lik konsantrasyon etonol ¢ozeltisinde %102, aseton
¢ozeltisinde %94, DMSO ¢ozeltisinde %99, t-biitanol ¢ozeltisinde %95, kloroform
cozeltisinde %104 ve izopropanol ¢ozeltisinde %86 oraninda aktiviteye sahip oldugu
goriilmistiir. %15°lik konsantrasyonlarda 24 saat sonunda metanol, etanol, aseton,
DMSO, biitanol, kloroform varliginda sirasiyla %100, %82, %112, %106, %107, %74,
%94 oraninda enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. %50’lik
konsantrasyonlarda belirtilen organik ¢oziiciilerde 24 saat sonunda metanol, etanol,
aseton, DMSO, biitanol, kloroform varliginda sirasiyla %86, %102, %99, %91, %113,
%107, %103 oraninda enzim aktivitesini korudugu tespit edildi. Bu sonuglara
bakildiginda B. licheniformis EA10 susundan izole edilen proteaz enziminin solvent
tolerant enzim olabilecegini desteklemektedir. Ibrahim ve ark. Bacillus pumilus TMS55
tarafindan {iretilen alkalin proteazin %25’lik benzen heksan ve toluen gibi organik
¢oziicliler varliginda kararliliklarinin korudugunu bildirmislerdir. Laura Dipasquale ve
ark. Bacillus thermantarcticus M1’den saflastirilan proteaz enziminin DMSO, metanol,
etanol, asetonitril, izopropanol mevcudiyetinde bir hafta boyunca kararli oldugu
bulunmusgtur. Literatiirde Rai and Mukherjee (2008)’de yaptig1 ¢alismada B. subtilis
strain DM-04"dan izole ettikleri proteaz enziminin aktivitesi lizerine %20’lik organik
¢oziiciilerin etkisini incelemis ve izopropanol, etanol ve metanolde sirasiyla %102, %97
ve %105 aktivitesini  korudugunu  bildirmislerdir.  Literatiirdeki  ¢alismalar
incelendiginde Yildinnm (2014) A. pallidus C10’dan elde ettigi proteaz enziminin
organik coziiciiler varliginda yiliksek konsantrasyonda ve uzun siireli inkiibasyon

siirelerinde kararliligint korudugu tespit edilmistir. Bu tez kapsaminda elde etti§imiz
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proteaz enzimi endistriyel proseslerdeki uygulamalar i¢in oldukca gii¢lii bir aday

oldugu sdylenebilir.

B. licheniformis EA10’dan proteaz enziminin {izerine ylizey aktif maddelerin etkisini ve
okside edici ajanin etkisini incelemek i¢in %1-5’1ik konsantrasyonlarda SDS, Tween-
20, Tween-80, Triton-X-100 ve H,0, kullaniimistir. Yapilan ¢alisma sonucunda %1’lik
Tween-20 ve Tween-80 varliginda enzim aktivitesini sirastyla %71 ve %51 oranlarinda
korudugu ve Triton-X-100 yiizey aktif maddesinin enzim aktivitesini arttirict etki
gosterdigi (%169) kaydedilmistir. SDS’in %1°lik konsantrasyonunda enzim tamamen
aktivitesini kaybederken %5’lik konsantrasyonda enzim aktivitesini %47 oraninda
muhafaza ettigi kaydedildi. %5°lik Tween-20, Tween-80 ve Triton-X-100 varliginda
ise enzim aktivitesini tamamen kaybettigi tespit edilmistir. Enzimin okside edici ajan
H,O, varhiginda ise kararliligmi %1’lik konsantrasyonunda %107 ve %5’lik
konsantrasyonunda %102 oraninda korudugu tespit edilmistir. Literatiir incelendiginde
Muhammad Nadeem ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, Mutant susu B. licheniformis
UV-9 tarafindan iiretilen alkalin proteaz saflastirilmis ve saflastirilan enzim, Tween-20,
Tween-45, Tween-65 ve Triton X-45 gibi ¢esitli ylizey aktif maddelere karsi asiri
kararlilik géstermistir. Buna ek olarak, oksitleyici maddeler, H,O, ve sodyum perborat
varliginda %100'den fazla aktivite gosterdigi kaydedilmistir. Bu biyokimyasal 6zellikler
B. licheniformis UV-9 'dan diiretilen enzimin ¢amasir deterjanlari olarak potansiyel
kullaniminin oldugu yorumuna varmigslardir. B. licheniformis EA10’dan izole edilen
proteaz enziminin yiizey aktif ajanlar varliginda aktivitesini koruyamadigi ancak
oksitleyici madde olan H; O, varliginda aktivitesini onemli olglide korudugu
kaydedilmistir. Enzimin bu 6zelligi géz onilinde bulundurularak bircok endiistriyel

alanda cazip bir tercih oldugu diisiiniilmektedir.

B. licheniformis EA10’dan saflastirilan proteaz enziminin dogal subsratlara olan
spesifitesini belirlemek amaciyla %0,65’lik (w/v) BSA, kazein, azokazein, jelatin ve
hemoglobin dogal substratlarin kullanilmasiyla yapilan aktivite 6lgiimleri sonucunda
enziminin en iyi kazein ve jelatin varliginda aktivite gosterdigi tespit edildi. Enzimin

diger subsratlarin karsisinda spesifitesi sirasiyla azokazein (%64), BSA (%17) ve
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hemoglobin (%52) olarak belirlendi. Jaouadi et al. (2008)’de B. pumilus CBS ‘den izole
ettikleri proteazin dogal subsratlara ilgisini sirasiyla BSA (%52), jelatin (%95),
azokazein (%80), kazein (%100) olarak bildirmislerdir. Divakar et al. (2010)’da
Aeromonas veronii PGO1’den izole ettikleri proteaz enzimi igin subsrat spesifitesini
kazein %100, jelatin %83 ve BSA %45 olarak tespit etmislerdir. Jayakumar et al.
(2012) B. pumilus MCASS8’den proteaz enziminin kazeine (%100), jelatine (%84),
hemoglobine (%71), BSA (%55) ve azokazeine (%40) seklinde spesifite gosterdigini
belirlemislerdir. Sar1 ve ark. (2015) yapmis olduklari bir ¢alismada kazein %100 keratin
%11 ovalbumin %82, jelatin %68 ve BSA’da %41 oraninda aktivite gosterdigi

bildirildi. Bu sonuglar bu tez kapsaminda yapilan ¢aligsmayla ortiismektedir.

Bu tez ¢alismasinda B. licheniformis EA10 susundan saflastirilan proteaz enzimi igin
kazein varhiginda Kinetik parametreleri Ky ve Vmax degerleri Lineweaver-burk grafigi
kullanilarak sirasiyla 0,376 mg/ml ve 14,085 pumol.ml™.dk™ olarak hesaplanmustir.
Oztiirk (2007), yapmis oldugu bir ¢alismada B. licheniformis BA17°den saflastirdig:
alkalin proteazin Ky Ve Vinax degerlerini sirasiyla 0,209 mg/mL ve 5,5 pmol.ml™.dk™ ve
Sar1 (2011), B. circulans M34’ten saflastirdigi enzimin Ky degerini 0,96 mg/mL ve

Vimax degerini ise 9,548 pmol.ml™.dk™ olarak hesapladigi goriilmiistiir.

Yapilan bu tez c¢alismasinda B. licheniformis EA10’dan saflastirilan proteaz enzimi
lizerine ticari olarak satilan sivi ve kati1 deterjanlarin etkisi incelenmistir. Bunun igin
Ariel, Alo, Omo, Rinso, Bingo markali kat1 deterjanlar ve Ariyel sivi ve Perwol markali
stv1 deterjanlar kullanilmistir. Enzim aktivitesinin’de ariel sivi deterjan haricinde diger
tim deterjanlarda kararliligint korudugu kaydedilmistir. Bununla birlikte enzim

aktivitesinin ariel kat1 deterjan varliginda 6nemli artig gosterdigi tespit edilmistir.

Bu calismada elde edilen veriler sonucunda; B. licheniformis EA10 susundan izole
edilen proteaz enziminin organik ¢oziiciiler varliginda dayanikli, alkalin ve termostabil
Ozelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Giliniimiizde endiistriyel uygulamalarda

kullanim1 i¢in alkalin termostabil proteazlarin kolay ve diisik maliyetle
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saflagtirilabilme, yliksek 1s1l  kararlilik  gosterebilme ve aktivitenin pH‘dan

etkilenmemesi gibi 6zelliklere sahip olmasi beklenmektedir.

Bu tez kapsaminda B. licheniformis EA10’dan proteaz enziminin tglii faz ayirma
sistemi (TPP) ile saflastirilmasi literatiirde ilk olma niteligindedir. TPP sisteminde; tuz,
organik ¢dzgen ve pH optimizasyonu yapildi ve pH 6,0’da, 1,0:0,5 (ham enzim
cozeltisi:t-biitanol oran1) ve %70 doygun amonyum siilfat kullanilarak uygulanan TPP
sistemi sonucunda %191,6 verimle 54,1 kat saflastirilmistir. Enzimin saflastirma
katsayis1 diger proteaz ¢alismalarindan daha yiiksek bulunmustur. Saflastirma siirecinin
ozellikle yiiksek saflikta enzim elde edilebilmesi, hizli, ucuz ve tek basamakta
yapilabilir olmast bu sistemin potansiyelini endiistriyel Olcekteki enzim saflastirma

uygulamalari i¢in yiiksek tutmaktadir.

Literatiirde proteaz enzimi yliksek sicaklik aktivitesi ve stabilitesiyle 6zellikle deterjan
endiistrisi basta olmak iizere yiiksek sicaklik toleransina ihtiya¢ duyulan biitiin
endiistriyel alanlar icin uygun bir enzim olarak diisiiniilmektedir. Ozellikle alkalin,
termostabil ve yiizey aktif ajanlara dayanikli enzimler, deterjan formiilasyonunda
oncelikli bir yere sahiptir. Sonug olarak B. licheniformis EA10 proteaz enziminin sahip
oldugu biyokimyasal Ozellikleri ile endiistriyel alanlarda kullanim i¢in 1yi bir
potansiyele sahip oldugu ve ekonomik acgidan degerlendirilebilir 6zellikte oldugu

diistiniilmektedir.
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