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OZET

TERMOFILIK Bacillus licheniformis BAKTERISINDEN
B-GALAKTOSIDAZ ENZIiM URETIMI
(Yiiksek Lisans Tezi)

Elif Gizem COSGUNARAS
Kafkas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Cem OZIC

Bu calismada; Bolgemizde bulunan sicak su kaynaklarindan toplanan Bacillus
Licheniformis bakterisinden, p - Galaktozidazin termal kaynakli olmasinin ticari olarak
daha genis uygulama alanlar1 saglayabileceginden, 6zellikle termofilik olarak {iretilmesi
hedeflenmistir. Calisma yapilirken bolgede bulunan su kaynaklarindan alinan termofilik
bakteriler izole edilerek karakteristik Ozellikleri belirlenmistir Su kaynaklarindan
termofilik bakteriler izole edilmistir. Izole edilen &rneklerin gesitli karakteristik
ozellikleri belirlenmistir.  Saflagtirnllan DNA’lardan 16s rDNA bolgeleri PCR ile
saflastirilmig ve sekans analizleri yapilmistir. Bacillus Licheniformis bakterisine ait § —
Galaktozidaz enzimini ifade eden gen bolgeleri biyoinformatik analiz yontemleri ile
saptanmigtir. Nikel affinitesi ile 6X-His takisina sahip rekombinant proteinlerin
saflastirilmasi gergeklestirilmistir. Bu sebeple, termal kaynaklardan elde edilen Termofilik
Bacillus Licheniformis bakterisinden pB-Galaktozidaz enzimin, E.coli’ye klonlanarak

rekombinant olarak {iretilmesi ve saflagtirilmasi saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus Licheniformis, Thermofilik organizma,  — Galaktozidaz

2019, 93 Sayfa



ABSTRACT

PRODUCTION OF B-GALACTIOSIDASE ENZYME FROM THERMOPHILIC
Bacillus lycheniformis BACTERIA
(M.Sc. Thesis)

Elif Gizem COSGUNARAS
Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences

Department of Bioengineering

Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Cem OZIC

In this study; Since the thermal source of B - galactosidase from Bacillus licheniformis
bacteria collected from the hot water springs in our region can provide commercially
wider application areas, it is aimed to be produced as thermophilic. Thermophilic
bacteria were isolated from water sources. Various characteristics of isolated samples
were determined. The 16s rDNA regions from the purified DNA were purified by PCR
and sequenced. Purification of recombinant proteins having the 6X-His tag with nickel
affinity was performed. For this reason, B-Galactosidase enzyme from Thermophilic
Bacillus Licheniformis bacterium obtained from thermal sources has been cloned into E.
coli to produce recombinant production and purification.

Key Words: Bacillus licheniformis, Thermophilic organism, p-Galactosidase

2019, 93 pages
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1. GIRIS

Biyoteknoloji kaynagini fizik, kimya biyoloji gibi temel bilimlerden alan; genetik,
molekiiler biyoloji, fizyoloji, biyokimya, miithendislik sistemleri gibi farkli disiplinlerin
komplike bir sekilde calistigi, mevcut organizmalarin ihtiyaci karsilayabilecek yeterlilik
ve nitelikte elde edilebilmeleri i¢in kullanilan teknolojidir. Biyoteknolojinin insanlik

acisindan kullanimi milattan dncelere dayanmaktadir.

Nufiis artis1 ve sanayilesmenin beraberinde getirdigi tiikketim ¢evre kirliliginide
beraberinde getirmistir. Cevre kirliliginin 6nlenmesi hususunda her ne kadar yasal
diizenlemeler yapilsada bu diizenlemeler yeterli kalmamis ve g¢evre kirliligi artarak
devam etmektedir. Kaynaklarin verimli kullanilmasi ve yenilenebilir olmasi g¢evre
kirliligini azaltarak bir kaynaktan elde edilen verimi artiracagindan dolay1
biyoteknolojiye olan ihtiya¢ artimistir. Biyoteknoloji kaynaklarin yenilenebilir olmasina
ve geri doniisiim teknolojilerinin gelismesi ile endiistriyel atiklarin azalmasina imkan

saglamistir.

Biyoteknoloji varolusun her asamasinda insan sagligi, toprak, tarim, c¢evre, ekolojik
yasam, sanayii ve enerji iretimine kadar her alanda karsimiza ¢ikmaktadir. Dogal
kaynaklarin giderek tiikkenmesi ve kullanilabilir saglikli niteliklerini koruyamayacak
duruma gelmeleri biyoteknolojinin dnemini arttirmistir. En yaygin kullanilan enerji
kaynaklarindan biri olan petroliin bile azaliyor olmasi, aragtirmacilar alternatif enerji
kaynaklarma yonlendirmektedir. Mikroorganizmalardan faydalanilarak ve karbon
kaynakli bilesenlerin kullanilmasiyla elde edilen biyoyakitlar ve yenilenebilir enerjiler

Onem arz etmektedir.

Diinya niifusunun artmasiyla gida tiiketimi de artmakta, farkli cografyalarda ayni
kalitede ve standartlarda, {irlin ¢esitliliginin maksimum olmasini talepeden bir tiiketici
toplulugu olusmaktadir. Bu talebin karsilanmasi mevcut cografyada ve geleneksel
yontemlerle miimkiin degildir. Mevcut hammadde kaynaklarinin 6niimiizdeki ytlizyilda
artan dlinya niifusunu karsilayamayacagi endisesi, islenmis hazir gida tliketiminin

artmas1 yeni teknolojileri kullanimini zorunlu hale getirmistir.



Genetik biliminin de kullanilmasi ile modifiye mikroorganizmalar ve enzimatik biyo
katalizorler ile zararli atiklar zararsiz yan iiriinlere doniistiiriilebilmektedir. Atik sularin
yeniden kullanilabilir nitelik kazanmasit geri donilisim ve yenilenebilir enerji

kaynaklarina yonelik bir farkindalik olusturmustur.

Biyoteknoloji canli organizmalarin genetik yapisinin belirlenmesinde de rol alarak
birgok hastaligin tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir. Genetik yapinin belirlenmesiyle,
belirli o6zellikleri spesifik kodlar olarak barindiran gen gruplart ve bu kodlarin
aciklanmasi ile rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak; istenilen genin izolasyonu
veya belirli bir hedefe aktarilmasiyla mevcut durumda iiretilemeyen yeni kullanilabilir

tiriinler elde edilmekte veya daha dayanikli tiirler olusturulabilmektedir.

Biyoteknolojinin gida endiistrisinde kullanimi1 M.O. ye dayanmakta olup, giiniimiizde
ozellikle fermente gida firiinlerinin tretiminde kullanilmaktadir. Gida sektdriinde
enzimlerin bilingli ve teknolojik gelismelere bagli kullanimi artmis, mikrobiyal enzim
kaynaklarinin kesfedilmesi; bu enzimlerin immobilizasyonu ve saflagtirilmalart ile

endiistriyel kullanimi1 daha da miimkiin hale gelmistir.

Endiistriyel proseslerde islemlerin spesifik ve daha az zaman alacak sekilde
gerceklesmesi istenir. Bu amagla biyolojik sistemlerden faydalanilarak biyokatalizorler

ve kimyasal maddeler elde edilmektedir.

Enzimler; dogal olarak canli organizmalarda bulunan, protein yapisinda ve spesifik
reaksiyonlar igin belirli optimum kosullarda aktivite gosterebilen biyolojik
katalizorlerdir. Enzimler endiistride tekstil, gida, ilag, enerji, tip, kimya, tarim,

hayvancilik, matbaa gibi daha bir¢ok alanda kullanilmaktadir.

Enzimler sentezlendikleri hiicre igerisine aktivite gosteriyorsa intraseliiler,
sentezlendikleri hiicrenin digina salinip burada aktivite gosteriyorsa ekstraseliiler enzim
olarak adlandirilirlar. Enzimlerin {iretildikleri ortam disinda da reaksiyonlar katalize
edebilmeleri enzimlerin yararlanilabilirligini kolaylastirmaktadir. Enzimler bir ¢ok
kaynaktan elde edilebilmektedir. Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan enzim elde etmek;
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlere kiyasla daha yiiksek maliyet gerektirir ve

ihtiyac1 karsilayabilecek diizeyde {iretilememektedir. Endiistriyel olarak kullanilan



enzimler daha ¢ok mikrobiyal kaynakli olmaktadir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin
katalitik aktivitelerinin daha yliksek olmasi ve kisa siirede yiliksek miktarlarda

iretilebilme potansiyeli nedeni ile tercih sebebi olmaktadir.

Ticari enzimlerin endiistriyel ve ekonomik degerlerinin yiiksek olmasi nedeniyle bu
alandaki caligmalar giin gegtikce 6nem kazanmistir. Son yillarda rekombinant DNA
teknolojilerinin de kullanilmasi ile ekstrem kosullarda da aktivite gosterebilen yeni
modifiye mikroorganizmalarla da elde edilen daha stabil ve dayanikli enzimler

endiistriyel enzimlerin kullanimini daha da arttirmastir.

Enzimlerin mevcut yapilarinda modifikasyonlar saglanarak; daha genis pH araliklarinda
aktif olabilen, termostabil, uzun siire ve ekstrem kosullarda dahi aktif olabilen ve
reaksiyon sonrasinda maksimum verim elde edip, proses sonunda minimum kayipla geri
kazanilabilen enzimlerin endiistriye kazandirilmasi yoniinde biyoteknolojik ¢alismalar

yapilmaktadir.

B-galaktozidaz siit sekeri olarak bilinen siit ve siit lirlinlerinde dogal olarak bulunan
laktoz karbonhidratin1 hidrolize ederek glikoz ve galaktoz monomerlerini olusturan
biyokatalizordiir. Glikoz ve galaktoz molekiilleri laktozdan daha kiiciik yapida olup,
coOziintirliikleri ve tathilig1 daha yiiksektir. Laktoz hidrolizi hem enzimatik yolla hemde
asidik ajanlarla gergeklestirilebilir. Ideal siit pH’s1 6,5 - 6,8 araliginda olup, asidik
ajanlarla hidrolize edilmesi durumunda pH’im diisiirecek dolayisiyla son {iriiniin renk,
koku ve tekstiiriinde istenmeyen degisiklikler ortaya cikacaktir. Bu sebeple asitle
hidroliz tercih edilmemektedir. Enzimatik hidrolizde ise glikozun serbest hale

gecmesiyle sadece siitiin tatliliginda artma meydana gelecektir.

Laktoza alerjisi olan yani biinyesinde dogal olarak laktozu parcalayacak enzime yeteri
diizeyde sahip olmayan veya bu enzimin bagirsakta aktif olmamasi durumunda sindirim
sorunlar1 yasayan bireyler i¢in Ozel iretilen yiyecek ve iceceklerde B-galaktozidaz
enzimi ile laktozun hidrolizi saglanarak tiiketime sunulmaktadir. Laktoz intoleransi olan
bireylerde bu problemin ¢oziilmemesi durumunda gaz sancilari, agr1 ve ishal gibi

sikayetler goriilmektedir.



Siit iiriinleri teknolojisinin iilkemizde ve diinya genelinde genis bir yer kapladigi
diistintildiiginde, atik olarak ¢ikan peynir alti suyunu potansiyelinin de endiistriyel
atiklar igerisinde biiyiik bir yer kapladig1 anlasilmaktadir. Peynir alti suyu gibi karbon
degeri yiiksek bir bilesenin ¢evreye salinimi ¢evre dengesi acisindan oldukga sakincali
olmakla birlikte, istenilen diizeyde geri donilisiimii saglanamamaktadir. Peynir alti suyu
stitteki laktozun biiyiikk bir ¢ogunlugunu igermesi, serum proteinlerince zengin ve
mineral degeri yliksek bir iiriin olup degerlendirilmesi; hem ekolojik agidan, hem de
ekonomik agidan biiyiik bir kazanimdir. Peynir alt1 suyu gida sektoriinde alkollii ve
alkolsiiz igecek iiretimi, Powder Whey (Peynir alt1 suyu protein tozu) gida takviyesi,
aroma verici, diizenleyici katki maddesi, stabilizator olarak bir ¢ok {irlinde
kullanilmaktadir. Mineralce zengin olmasi bakimindan; kozmetik iiriinlerinde, kolon
kanseri, bagirsak hastaliklari, cilt hastaliklar1 gibi birgok hastaligin tedavisi i¢in tipta
kullanilmaktadir. Bunun yani sira peynir alti suyundaki laktozun g¢esitli filtrasyon
yontemleriyle uzaklastirilmasi veya saflagtirilmast sonucu geriye kalan protein whey
protein olarak ekonomik degeri yiiksek bir takviye edici gidaya doniisilirken; arta kalan
laktozdan biyoteknolojik metotlar, klasik fermantasyon veya enzimatik reaksiyonlarla
etanol iiretimi ile biyo yakit tiretimine katki saglanabilmektedir. Siit teknolojisinin atik
irlinli olan peynir alt1 suyundan; ekonomik degeri siitten cok daha yiiksek olan yeni yan
tiriinler olusturulabilmektedir. Ozellikle enerjide, yenilenebilir kaynaklarin kullanimina
yonelerek, dis kaynakli hammaddeye bagimlilik azaldikga, ithalat da azalacak bdylece

milli sanayii ve ekonominin kendine yeterli olmasina katki saglanabilecektir

Bacillus tiirleri izolasyonu kolay oldugu i¢in endiistride en yaygin kullanilan
bakterilerdir. Bacilluslarin ekstrem kosullara dayanimi bu mikroorganizmalarin genetik
adaptasyonlarindan ileri gelmektedir. Bacillus tiirleri endospor olusturabilen tiirlerdir.
Ortamda ihtiya¢ duyulan besinlerin bulunmamasi veya optimum inkiibasyon

kosullarinin disina ¢ikilmasi halinde spor olusturabilirler.

1.1. Biyoteknolojinin Gelisimi ve Endiistriyel Uygulamalari

Biyoteknolojinin  tanim1 ik kez 1919 da; “biyolojik sistemlerin yardimiyla
hammaddelerin yeni iiriinlere donistiiriildiigii islemler” olarak Karl Ershy tarafindan

yapilmustir [1].



Biyoteknoloji, hiicre ve doku biyolojisi, molekiiler biyoloji, mikrobiyoloji, genetik,
fizyoloji, biyokimya ve miihendislik bilimlerinden yararlanarak, mevcut canli
organizmalar gelistirmek, dogal etkilerinin yaninda, ¢agin getirdigi yeni ihtiyaglar1 ve
tilkkenmekte olan maddeleri inavatif yontemlerle elde etmeye c¢alisan kompozif bir

teknolojidir [4].

Niifus artis1, sanayilesme ve teknolojik gelismeler sonucunda atiklarin ortaya ¢ikmasi ve
yenilenemeyen kaynaklarin tiikenip azalmasi, ekolojik dengenin giderek bozulmasi gibi
problemler biyoteknolojiye yonelimi arttirmis ve gelismesine O6n ayak olmustur.
Insanlik acisindan kullanimi milattan 6ncelere dayanan biyoteknoloji zaman iginde
gelismis ve kendisine genis uygulama alanlart yaratmistir [1,14]. Yenilenebilir
kaynaklarin  kullanimma olanak saglamast ve geri donilisim teknolojilerinin

gelismesiyle endiistriyel atiklarin azalmasina fayda ve imkan saglamistir.

Ozellikle son yillarda stratejik 6neme sahip olan rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilarak yiiksek miktarda ve kaliteli tirlin almak amaciyla geleneksel kiiltiirler ve

dogal habitatta var olan organizmalarin genetik yapilari degistirilebilmektedir. [72, 4]

Biyoteknoloji tarimda klasik 1slah yoOntemleriyle c¢oziimlenemeyen problemlere
rekombinant DNA teknolojisi sayesinde yeni mutant organizmalar ile soguga, sicaga,
kurakliga ve fazla tuza dayanikli bitkiler ile tiretim kayiplarint minimuma diigiiren
kaliteli irlinler {retilmistir [1,4]. Tarimsal uygulamalarda pestisit ve herbisit
dayaniklilik, meyve olgunlagsma siiresinin kontrol altina alinmasi miimkiindiir [4].
Genetik modifikasyonlarla elde edilen mikroorganizmalar ile iiriin verimi arttirilmistir.
Bunlarin gidalara uygulanmas: ile raf dmriiniin uzatilmasi, aroma artirilmasi, tekstiir
verici, koruyucu, antioksidan, emiilsifiye edici, siirfaktan veya fonksiyonel gida
bilesenleri iiretilmis, boylelikle sanayii iiriinlerinin pazar payr artmistir [1, 21]. Son
yillarda {i¢ boyutlu yazicilar ve doku miihendisligi kullanilarak yapay ortamda hayvan

hiicrelerinden in vitro et tiretilmektedir [72].

Nanoteknoloji ve biyoteknolojinin birlikte calismalariyla yiiksek hassasiyetle calisabilen
biyosensorler iiretilmis ve bircok alanda kullanilmaktadir. Gidalarin ambalaj
materyaline yerlestirilerek ambalaj iiriiniin tliketimine kadar ¢en siirede igerisinde

gelisen patojenleri, toksik tiriinleri ve diger kontaminantlar tespit eden ve kalitesini



takip eden nanosensorler gelistirilmistir [21]. Organizmalarin genetik yapilarinin
¢oziimlenmesiyle de genetik hastaliklar ve kanserin, dnceden tani ve teshisini miimkiin

olup, uygun tedavi yontemleri belirlenmektedir [4].

Dokumacilikta dogal kaynaklardan elde edilen pamuk yerine sentetik liflerle tiretilen
giysiler yayginlasmistir. Ozellikle enzimatik biyokatalizorelrin agartma, apreleme,

yikama ve taglama gibi islemlerde kullanilmasi tekstil sektdriinde is giiclinli azaltmistir

[4].

Ekolojik dengenin korunmasi ig¢in canli organizmalardan elde edilen iriinlerin;
istenmeyen atiklarin aritilmasinda c¢evre biyoteknolojisi kavramini ortaya ¢ikarmistir.
Sanayi devriminin pesi sira kimyasallarin kullanimi ile sanayii atiklar1 artmistir. Dogada
tilketildigi zaman yeniden olusamayan ve zararli atiklar olusturan komiir, petrol,
dogalgaz, uranyum ve toryum (niikleer enerji kaynagi) gibi yenilenemez ham enerji
kaynaklarinin zamanla tiikeneceginin Ongoriilmesi sebebiyle enerji kaynaklarina
alternatif arayisi giindeme getirmistir [4, 14]. Ekolojide dogal olarak mevcut olup,
tiiketilmesi halinde zararli ¢iktilar1 olugmayan ve geri kazanilabilen enerji kaynaklarina
yenilenebilir enerji kaynaklari denilmektedir [14]. Ozellikle tarimsal hammaddenin
sagladig1 bilesenleri karbon-hidrat bilesikleri olan biyokiitlenin kullanilmasi ile elde
edilen biyokiitle enerjisi yenilenemez enerji kaynaklarma baghligi azaltabilir,
dolayisiyla petrol gibi hammaddelerin ithalati da azalarak {ilke ekonomisi ve sanayisine

katki saglanabilir [4, 14].

Endiistriyel biyoteknolojinin canli organizmalari, enzimleri ve dogal kaynaklar
kullanmasi ile daha Onceki geleneksel veya tamamen kimyasal kaynakli endiistriyel
yontemlere kiyasla daha az atik veya kullanilabilir yeni yan iiriinler elde edilebilmekte
ve hatta endiistriyel yeni enerji kaynaklari olusturulmaktadir. Boylece daha verimli
cevre dostu ve enerji tasarrufu saglayan; mevcut kaynaklarin gereksiz tiiketiminin

sinirlandirilmasini 6ngdren faaliyetler olugturulmaktadir.

Tirkiye biyokiitle potansiyeli, su kaynaklari, iklim kosullari, glineslenme ve alan
kullanilabilirligi gibi ozellikleri ile biyokiitle enerjisi iiretimine en uygun olan

ilkelerdendir. Atiklardan hesaplanan toplam enerji potansiyelinde OECD iilkeleri



arasinda Tirkiye; 110.200.000 MWh ile bastan dordiincii sirada yer almustir [14].
Oyleki diinya enerji {iretiminin % 15 i biyokiitle kaynaklidir [55].

1970'i yillarda diinyada yasanan petrol krizi birgok iilkeyi etenol gibi benzine ilave
edilen takviye yakitlarin {iretimine yonlendirmistir. Petrol kaybinin 6niine gegmek i¢in
Ozellikle biyoproseslerden faydalanilarak seker kamisi ve musir melasindan etanol
tiretimi yapilmistir. Biyoethanol iiretiminde, 6zellikle gida sanayii atiklarindan iiretimi
konusunda Brezilya ve ABD 06nde gelen iilkelerdir [4,11]. Halen bu tilkelerde arabalarin
yaklasik % 901 alkolle calismaktadir [11]. Ulkemizde de 7 Temmuz 2012 tarrihli
28346 sayili resmi gazetede yaymlanan teblige gore de benzin tiirevi yakitlarin en az

%3 oraninda etanol icermesi zorunlu hale getirilmistir [54].

Gida sektoriiniin en genis sanayii alanini olusturan siit tirlinleri teknolojisinin tilkemizde
ve diinya genelinde genis bir yer kapladig: diistintildiigiinde, atik olarak ¢ikan peynir alt1
suyunu potansiyelinin de endiistriyel atiklar igerisinde biiyiikk bir yer kapladigi
anlagilmaktadir. Peynir alti suyu gibi karbon degeri yiiksek bir bilesenin g¢evreye
salimimi ¢evre dengesi agisindan oldukca sakincalidir. Fakat hala istenilen diizeyde geri
doniistimii saglanamamaktadir. Peynir alt1 suyu siitteki laktozun biiytik bir ¢ogunlugunu
igermesi, serum proteinlerince zengin ve mineral degeri yiiksek bir triin olup
degerlendirilmesi; hem ekolojik agidan, hem de ekonomik acidan biiyiik bir kazanimdir.
Peynir alt1 suyu gida sektoriinde alkollii ve alkolsiiz icecek liretimi, Powder Whey gida
takviyesi, aroma verici, diizenleyici katki maddesi, stabilizatér olarak bir ¢ok iiriinde
kullanilmaktadir. Mineralce zengin olmasi bakimindan; kozmetik iiriinlerinde, kolon
kanseri, bagirsak hastaliklari, cilt hastaliklar1 gibi bircok hastaligin tedavisi i¢in tipta
kullanilmaktadir. Bunun yani sira peynir alti suyundaki laktozun cesitli filtrasyon
yontemleriyle uzaklastirilmasi veya saflagtirilmast sonucu geriye kalan protein whey
protein olarak ekonomik degeri yiiksek bir takviye edici gidaya doniislirken; arta kalan
laktozdan biyoteknolojik metotlar, klasik fermantasyon veya enzimatik reaksiyonlarla
etanol iiretimi ile biyo yakit iiretimine katki saglanabilmektedir. Siit teknolojisinin atik
iirtinii olan peynir alt1 suyundan; ekonomik degeri siitten ¢ok daha yiiksek olan yeni yan
iiriinler olusturulabilmektedir. Ozellikle enerjide, yenilenebilir kaynaklarin kullanimima
yonelerek, dis kaynakli hammaddeye bagimlilik azaldikga, ithalat da azalacak boylece

milli sanayii ve ekonominin kendine yeterli olmasina katki saglanabilecektir



1.2. Enzimler

Enzimler; dogal olarak canli organizmalarda bulunan, canliligin devami ig¢in gerekli;
yapim-yikim, hidroliz, DNA sensezi, elektron ve protein aktarimi gibi reaksiyonlar i¢in
spesifik olarak, belirli optimum kosullarda aktivite gosterebilen, Kkatalitik RNA

molekiilii harig, protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir.[4,13,30]

Enzimlerin spesifik olarak katalize ettigi yapilara substrat denir. Enzimin reaksiyonu
gerceklestiren protein yapidaki aktif bolgesi sadece kendi ii¢ boyutlu yapisina uygi-
unluk gosteren substratla bir anahtar kilit baglanmasi olusturarak veya uyumluluk
gosterek birlesir. Reaksiyon sonunda substrat katlize olur ve iriin olusur. Enzimin
protein yapisi aminoasit bilesenlerine pargalanirsa enzim tamamen denatiire olur [4].
Enzim tepkime sonrasi degismeden ¢ikar ve tekrar kullanilabilir. Bir tepkimenin tiriinii
baska bir enzimatik tepkimen substrati olabilir. Ayni enzim doniisiimlii olarak hem
yikim hem sentezde gorev alabir. Nadiren de olsa bir enzim iki farkli substrata etki

edebilir [35]. Molekiil agirliklar1 12kDa ile 1000 kDa araligindadir [4].

Enzimlerin yalnizca proteinden olusan boliimiine Apoenzim denir. apoenzim enzimin
spesifik yapisini belirleyen bolge olup aktivite i¢in tek basma yeterlidir. Baz1 enzimler
ise reaksiyonu gergeklestirebilmek i¢in bu protein yapi ile birlikte birden non-protein,
organik veya inorganik yapidan olusan koenzim-kofaktor denilen ikinci bir kisim
icerirler. Koenzim-kofaktor kismi enzime kolayliklab aglanip-ayrilabilecek sekilde bagl
olup, apoenzimle komplike olarak iglev goriir. Enzime siki kovalent bag ile bagli olan
koenzim grubuna prostetik grup, non-kovalent bagli olanlar1 ise kosbstrat olarak da
adlandirtlirlar. Apoenzim ile koenzimin birlikte bulundugu tam bir enzim Haloenzim
adin1 alir [4,35]. Haloenzimin kofaktor kismi Fe+2, I\/Ig+2, I\/In+2, Zn*? gibi bir veya daha
fazla inorganik iyon ihtiva ederken bazi enzimlerde ise koenzim denen organik ya da

metaloorganik kompleks bir molekiildiir[4].
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Sekil 1. 1: Haloenzim Yapisi [63].

1.2.1. Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler hassas molekiiller olduklarindan aktiviteleri  ¢esitli  faktorlerden

etkilenmektedir. Bunlar [35]:

Substrat konsantrasyonu
Enzim konsantrasyonu
pH

Sicaklik

Su aktivitesi

Reaksiyon stiresi
Reaksiyon iirtinleri
Enzim inhibitorleri

Aktivatorler (K+, Mg+2, Zn+2, Fe+2, F , 1 vb.)
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10. Isik ve radyoaktif faktorler
11. Basing

12. Hormonlar.

1.2.2. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Onceleri her enzim substratinin veya katalitik etki gosterdikleri bilesigin adinin sonuna
‘az’ eki getirilerek, sonralarida reaksiyon tipine gore adlandirma yapilmistir. Giin

gectikce cok zayida enzimin tespit edilmesi ile Uluslararast Biyokimya Birligi (IUB)



Enzim Komisyonu (EC) tarafindan katalizledikleri reaksiyon tipi ve mekanizmalarina
gore enzimlerin sistematik siniflandirilmasi yapildi [13]. Her enzim igin &niinde EC
kodu bulunan, aralarinda nokta bulunan 4 say1 enzimin tiirtine 6zgl sayisal bir kodla

adlandirilir [13]. Buna gore [32, 35];

e Birinci numara, enzimin alt1 ana siniftan hangisinde yer aldigin
e Numara, etki ettigi kimyasal yap1 ve fonksiyonel grubu alt sinifini
e Numara, alic1 grubu (akseptor) grubunu

e Numara da, o serideki 6zgiil sira numarasini ifade eder.

1961 yilinda Enzim Komisyonu tarafindan yayinlanan rapora gore enzimler

katalizledikleri tepkimelere gore 6 sinifa ayrilirlar [4, 12, 13];

Oksidorediiktazlar
Transferazlar
Hidrolazlar
Liyazlar

[zomerazlar

I e

Ligazlar (Sentetazlar)

Proteazlar, lipazlar, laktazlar gibi su molekiiliiniin bulundugu ortamlarda katalitik
reaksiyon gosteren enzimlerde hidrolazlardandir.

1.2.3. Enzim Kaynaklar

Enzimler bitkisel, hayvansal veya mikrobiyal kaynaklardan iiretilebimektedir [54].

Hayvansal kaynakli enzimler genellikle tavuk yumurtalarinin beyazi, domuz midesi,
pankreas, gevis getirenlerin karin bolgesi gibi yenilebilen organlardan izole edilebildigi
i¢in ¢ok eskiden beri kullanilmaktadir [55]. Bitkisel kaynaklardan elde edilen enzimler

de yenilebilir, toksik etkisi olmayan bitkilerden elde edilebilmektedir [55].

Hayvansal kaynaklardan enzim {iretimi hem maliyetli hemde ihtiyaci karsilayaamasi

acisindan tercih edilmemektedir. Bitkisel kaynakli enzimler ise hayvansal kaynakli
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enzimlere oranla nispeten daha kolay elde edilebilmesine ragmen endiistriyel
hammadde olarak kullanilmalar1 ve daha uzun siireglere ihtiya¢ duymasi gibi nedenlerle
tercih edilmez [12]. Bunun ragmen bazi enzimler hayvan dokularindan (rennin, tripsin,
saymotripsin, pepsin) ve bitkilerden (papain, bromelain, fisin) elde edilebilmektedir
[16]. Mikrobiyal enzimler ise genis biyolojik cesitliligi, genetik modifikasyonlara
uygunlugu ve kisa siirede, bol miktarda tiretimi miimkiin oldugundan enzimlerin pazar

ihtiyacini1 karsilamaktadir [12, 55].

1.2.3.1. Mikrobiyal Kaynakli Enzimler

Endiistriyel ihtiyaglar karsilayacak enzim kaynaginin biiyiikk bolimi mikrobiyolojik
kaynaklardan saglanmaktadir. Mikroorganizmalar; bitkisel ve hayvansal enzim
kaynaklarina kiyasla; reaksiyonu gergeklestirmek igin gerekli olan enzim molekiillerini
daha hizli tretebilmektedirler. Mikrobiyal kaynakli enzimler; daha sitabil ve ucuz
olmalar1, fazla miktarda elde edilebilmeleri nedeni endistride Oncelikli olarak tercih

edilirler [4, 6, 7].

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine bakildigi zaman,
alkalin proteaz %25, diger proteazlar %21, Amilaz %18, Renin %10, analitik ve
farmasotik enzimler %10 diger karbonhidrat parcalayan enzimler (seliillaz ve ksilanaz

gibi) %10, tripsin %3, lipaz %3; seklinde bir dagilimla karsilagiimaktadir [64].

Teknolojide siklikla kullanilan mikroorganizmalar (E.coli, Bacillus subtilis,
Corynebacterium glutamicum vb.): genlerinin gogaltilmasi, gen mutasyonlarinin kolay
uygulanabilir olmasi, yiiksek verimlilikte cesitli karbon kaynaklarini kullanabilmesi,
ucuz azot ve karbon kaynaklarinda inkiibasyonunun hizli olmasi, GRAS (genellikle
giivenilir olarak kabul edilen) statlisiinde olmasi, bakteriyofajlara dayanikliligi,
enzimleri hiicre digina kolaylikla tagiyabilmesi ve endiistriyel alanda iiretilebilmesi gibi

ozellikleri nedeni ile tercih sebebidirler [21].

1.2.4. intraseliiler ve Ekstraselular Enzim

Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan enzimler salgilandiklar1 ve aktif olduklar1 yere

gdre ekstraseliiler ve intraseliiler enzimler olarak 2 gruba ayrilmistir. Ik kez 1897 de
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alkol fermantasyonu sirasinda, Canli hiicreden ayr1 olarak enzimin aktif olabilecegi

Buchner tarafindan tespit edilmistir [34].

Intraseliiler (hiicre i¢i/ endoenzim) enzimler hiicre iginde sentezlenir ve hiicre zarindan
gecebilecek derecede kiiglik olan molekiilleri substrat olarak kullanarak, hiicre i¢inde

aktivite gosterirler [4, 65].

Ekstraselular (hiicre disi/ ekzoenzim) enzimler ise hiicre i¢cinde sentezlendikten sonra
hiicre disina salimim yapar ve hiicre disinda aktivite gosterirler. Sentezlendikleri

hiicreden bagimsiz calisirlar [34].

1.2.5. Enzimlerin Endiistriyel Proseslerde Kullanilmasi

Bira, sarap ve peynir yapiminin 4.yy’dan daha eskiye dayanmasi, enzimatik islemlerin
cok eski tarihlerden beri giinliik yasamin pir pargasi oldugunu gostermektedir [11].
Ilerleyen siirecte dericilikte, deri yumusatma islemi i¢in kdpek veya giivercin digkisinin
proteaz aktivitesinden faydalanilmis, bu donemde Alman kimyaci "Otto R6hm" proteaz
enzimin hayvansal organlardan elde edilerek kopek diskisi yerine kullanilabilecegini
ortaya koymustur. Mikrobiyal kaynakli olarak fiiretilen enzimler ilk defa 20. yiizyilin

baslarinda ticari olarak kullanilmaya baslanmistir [64].

Enzimlerin endiistriyel siireglerde kullanilmalar1 islemlerine “enzim teknolojisi” denir
[54]. Endistride kullanilan kimyasal katalizérler yiiksek yatirnm ve yiiksek enerji
sarfiyati gerektirirler. Kimyasal girdiler proses sonunda isteyenmeyen yan lirlinler veya
zararl atiklar veya ortaya ¢ikmardig i¢in daha fazla enerji ve ilave prosesler gerektirir.
Endiistriyel biyoteknolojinin canli organizmalari, enzimleri ve dogal kaynaklar
kullanmasi ile daha onceki geleneksel veya tamamen kimyasal kaynakli endiistriyel
yontemlere kiyasla daha az atik veya kullanilabilir yeni yan iirlinler elde edilebilmekte
ve hatta endiistriyel yeni enerji kaynaklari olusturulmaktadir. Boylece daha verimli
cevre dostu ve enerji tasarrufu saglayan; mevcut kaynaklarin gereksiz tiiketiminin
siirlandirilmasini 6ngéren faaliyetler olusturulmaktadir [4, 9]. Enzimlerin biyobozunur
olabilmeleri, reaksiyonunun kontrol edilebilr olmasi1 ve reaksiyonlarla istenilen iiriin
olusumu sonrast durdurulabilir olmasi da sagladigi diger avantajlardandir [12].

Enzimlerin iiretildikleri ortam disinda da reaksiyonlar1 katalize edebilmeleri enzimlerin
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yararlanila bilirligini kolaylastirmaktadir. Enzimlerin tepkimeleri 6zgiil olarak siirdiirleri

son lriinde neredeyse %100 verim saglamaktadir [9].
Enzim Teknolojisi:

v Enzimi iiretecek mikrobiyal suslarin se¢imi ve gelistirilmesi islemleri,

v" Enzimlerin fermantasyon yoluyla tiretimleri,

v" Reaksiyon etkinligini artttirmak i¢in enzimin protein yapisinda degisiklikler
yapilmasi,

v Enzimin izolasyonu ve immobilizasyon ¢alismalarini kapsar [67].

Endiistriyel amacgh tretilen ilk enzimlerden olan amilaz, halen ticari enzim
potansiyelinin %25’ini olusturmaktadir. Karbohidrazlardan olan amilaz iiretimiise bu
dilimin %13 lik kismma hakimdir [7]. Karbonhidrazlarin ¢ogu hidrolitik
ekzoenzimlerdir. Hidrolitik enzimler endistriyel enzimlerin yaklasik %75ini
olusturmaktadir [64]. Ticari enzim kullanimi agisindan karbonhidrazlar; proteazlardan

sonra en ¢ok kullanilan 2. Siradadir.

Ticari Olarak Kullanilan Enzim Turleri

M proteaz
m karbonhidrazlar
w lipazlar

diger

Sekil 1. 2: Enzimlerin endiistride kullaniminin %’ lik oranlar1 [67, 68].

Enzimler endiistride tekstil, gida, ilag, enerji, tip, kimya, tarim, ziraat, hayvancilik,

matbaa, biyoyakit, biyolojik silah tiretimi gibi daha birgok alanda kullanilmaktadir [13].
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Diinya pazar1 incelendiginde ticari enzimlerin % 45’1 gida ve nisasta islenmesinde,
%34°1 deterjanlarda, % 11’1 tekstilde % 3’0 dericilikte ve % 1,2°si kagit endiistrisinde

uygulama bulmaktadir [69].

Ticari Enzim Kullaniminin Sektorel Dagilimi

Kagit Enduistrisi

Sekil 1. 3: Enzimlerin endiistriyel sektorel dagilimi [69].

Bu giine kadar 2000’den fazla enzim tanimlanmis olup, sadece %5 i ticari olarak
kullanilabilir nitelikte oldugu belirlenmistir. Ticari 6énemi olan enzimler ¢ogunlukla
mikrobiyal kokenli ve ekstraseliiler olarak elde edilen hidrolazlardir. Giiniimiizde, bu
enzimlerin %60°1 gen teknolojisi ile elde edilen rekombinant organizma frtinleridir
[69]. Mikroorganizmalar kullanilarak tretilen saf enzim miktar1 yilik 500
toncivarindadir. 2000 yilinda ticari enzimlerin pazardaki toplam degeri yaklagik 2

milyar dolar olup, biiytime hiz1 yilda % 5-10°dur [67].

Endiistride enzim kullaniina 6rnek olarak; novamil, unlu mamullerin tazeligini koruma;
a-amilaz, beyaz seker, maltodekstrinlerin ve karbohidrat tatlandiricilarin iiretimi;
lipazlar, seliilazlar, proteazlar deterjanlarda; ligninaz, seliiloz bazli atiklardaki
lignoseliilozik yapidaki seliilozun hayvanlarin kullanmasin1 saglamak ve endiistriyel
organik substrat olarak kullanmak; amilaz, Tekstilde dokuma sirasinda ipliklerin saglam
ve diizglin olmas1 ve kopmamasi i¢in iplikler nisasta igeren bir ¢ozelti ile muamele
edilerek hagillama islemi sonrasi hasil alma uygulamasi, posa ve kagidin agartilmast,

viicut bakim irlinlerinde lipaz kullanimi ve soya yaginda gamsi materyallerin
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giderilmesi igin fosfolipazlarin kullanimi Orenek verilebilir [4, 7, 21]. Cozici
ekstraksiyon sistemine biyoaktif madde ekstraksiyonu; pektinaz, seliillaz ve hemiseliilaz
gibi enzimlerin meyve suyu ve birada hiicre duvarlarin1 pargalayarak berraklastirma
isleminde kullanilmasi ekstraksiyon siirecini hizlandirmakta hem de polisakkarit, yag,
pigmentler ve fenolik maddeler gibi bilesenlerin hiicre duvarindan iirline gegmesini ve

tiriiniin kalitesi de artmaktadir [21].

Ulkemizde arastirma ve gelistirme calismalar1 sonucu tasarimlanmis gida ve tekstil
sektorii i¢in amilaz enzimini tiretmi yapan ORBA Biyokimya San. ve Tic. A.S. 1 enzim
{iretim tesislerimizdendir. Isletme son yillarda deri ve deterjan sektdrii igin alkalen
fosfataz tretimi de yapmaktadir. Bunun disinda immobilize enzim teknolojisini
kullanan Fako A.S. ve Unifar A.S. olmak tlzere iki isletmemiz daha vardir. Bu iki
isletme immobilize penisilin asilaz enzimini yurt disindan ithal edip bunu semisentetik

penisilinlerin sentezinde kullanmaktadirlar [12].

1.2.6. Gida Endiistrisinde Enzim Uygulamalari

Milattan onceki yiizyillardan beri farkinda olmadan faydalanilan enzimler peynir ve
sarap gibi fermente iirlinlerin tiretiminde kullanilmaktaydi. Giiniimiizde ise artik bir¢ok

sektorde ve ozelliklede gida sektoriinde genis ¢apta enzimlerden yararlanilmaktadir [4].

Enzimler endiistriyel alanda ilk olarak 1914 mikroorganizm akaynakli olarak elde
edilmis ve deterjanlarda kullanilmistir. Mikrobiyal enzimlerin ilk biiyiik 6l¢ekli tiretimi

ise 1960’11 yillarda Glukoamilaz kullanimi ile baglamistir [9, 21].

Son yillarda rekombinant DNA teknolojilerinin de kullanilmasi ile kaynag: disinda ilgili
genin farkli organizmalara aktarimi ile veya ekstrem kosullarda da aktivite gosterebilen
yeni modifiye mikroorganizmalarla da elde edilen daha stabil ve dayanikli enzimler

endiistriyel enzimlerin kullanimini daha da arttirmastir.

Peynir yapiminda siitiin phtilagtirilmas1 amaciyla kullanilan rennet enzimi normalde
hayvansal kaynakli, buzaginin midesinden saflagtirilan bir enzimdir. Asil kaynagi

sebebiyle sanayii boyutunda iiretimi miimkiin olmadigindan yeni teknolojilerle
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mikroorganizmalardan da ayni enzim iretilebilmekte ve biiylik Olgekte {iiretime

sunulmaktadir [4, 9].

Meyve suyu ve sarap gibi i¢ecek endiistrisinde daha kaliteli, i1yi renk ve aroma ve daha
berrak bir {iriin eldesi i¢in ekstraksiyon enzimleri kullanilmaktadir [9]. Firincilikta;
nisastanin hidrolizi, ekmegin; tazelik ve raf 6mriiniin uzatilmasi, hacim ve iyi bir tekstiir
olusturmas1 ve etilalkol fermantasyonu i¢in, bira fabrikalarinda; prosesin kontrolii ve

tirtin kalitesinin saglanabilmesi yine gesitli enzimler kullanilir [9, 35].

Laktaz enzimi; dondurmacilikta kumlu veya taneli iiriin olusumunu 6nlemek, peynir alti
suyunun hayvan yemi olarak degerlendirilmesi, ekmekg¢ilikte ve laktoz orani azaltilmisg
veya laktoz igermeyen siit Uriinlerinin tiretiminde kullanilmaktadir. Bugday unundaki
gliitenin hidrolize edilmesi, siit kazeinin ¢oktiiriilmesi, endiistrisinde jelatin, pepton ve
aspartam ( tatlandirici ) eldesi, et endiistrisinde et yumusatma amaciyla et proteinlerinin
kismi hidrolizinde birgok proteazlarindan yararlanilir. Tereyagi, peynir yogurt gibi siit
tirtinlerinde tat koku ve aroma gelistirmek i¢in lipazlar kullanilir. Yumurta tozunun elde
edilmesinde ve meyve sulari, bira, sarap veya mayonez gibi gidalarda enzimatik
esmerlesme ve oksidatif acilagsmalari 6nlemek icin de oksidazlar kullanilmaktadir.
Likor, yapay bal ve dondurulmus tathi gibi {retimlerde invert seker eldesi ve

kristallesmeyi 6nlemek invertaz enzimi kullanilmaktadir [35].

1.2.7. Ticari Mikrobiyal Enzim Uretimi

Ticari enzim {retim, enzimin mikroorganizma kaynagindan izolasyonu ve
saflastirilmasi olmak iizere iki temel asamayla gerceklestirilir. Ik asamada kullanilacak

mikroorganizanin se¢imi 6nemlidir [33]. Kullanilacak mikroorganizma belirlenirken;

e Enzim iiretim kapasitelerine

e Toksik ve patojen olmamasina

e lzolasyon ve saflastirma islemleri sirasinda  istenmeyen iiriinler
olusturmamalidir.

e Kiiltiirler saf suslar halinde olmali,

e (Cok iyi sartlarda saklanmis olmasi dikkate alinir [54, 64].
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Endiistriyel enzim kullaniminda en ¢ok istenilen ayni enzimin uzun siire ve birkag

katalitik reaksiyonda tekrar tekrar kullanilabilmesidir.

Proses sonras1 enzimin TUriinle birlikte uzaklagsmasi ekonomik kayiplara neden
olabileceginden enzimin kararli formda olmasi istenir. Enzimler endiistriyel kullanimda
serbest formda olmasi durumunda; diger bilesenler enzimim molekiiler yapisina zarar
vermesi veya enzimin ¢oziinerek {irline kontamine olabilmesi halinde ekonomik
kayiplara neden olabilir. Bu kayiplar1 6nlemek icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

Serbest enzimlerin stabilitesinin saglanmasi i¢in uygulanan yontemler [33]:

e Dayanikli ve kararli yapida enzim {iretebilen dogru mikroorganizmanin se¢imi
o Kararlilig1 saglayict maddelerle muamele edilmesi

e Kimyasal madde ile stabilizasyo

e Enzim molekiiliinde modifikasyon

e Immobilizasyondur.

Endiistriyel olarak kullanilacak enzimde istenilen 6zellikler [4];

e Uzun 6miirlii ve dayanikli olmasi
e Ortamdaki etken diger maddelere karsi kararli yapisini koruyabilmesi
e Hiicre ici ortamdan farkli kosullarda da aktivite gosterebilmelidir.

e Ekstrm kosullarda bile ¢alisabilmesidir.

Fakat enzimlerin tiim bu oOzellikleri bir arada saglamasi her zaman miimkiin
olmadigindan, enzimlerin; kinetik sabitleri, sicaklik ve pH stabilitesi, susuz ¢ézgenlere
kars1 direnci, Substrat ve reaksiyon ozgiilliigli, kofaktor gereksinimi, uygulanabilir
optimum pH’s1, molekiiler agirligi, altbirim yapis1 ve fiziksel direnci gibi 6zellikleri
degistirilmek  istenmektedir. Bu  Ozelliklerin  degistirilebilmesi  i¢in  genetik

modifikasyonlardan, 1slah ¢aligmalar1 veya ilave ajanlarin kullanilmaktadir [4].

Endiistriyel olarak kullanilacak enzim inaktive olmasi 6nlenerek ekonomik kayiplarin
da oniine gecilmelidir. Enzimler genel olarak hassas spesifik polimerlerdir. Sicaklik,
pH, denatiire edebilen maddeler, ortamin oksidasyon rediiksiyon potansiyeli gibi bircok
inhibe edici faktorle tehdit altinda olabilirler. Ayrica enzimin depolanmasi ve

stabilitesini koruyor olmasi1 da 6nemli parametrelerdendir.
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Her kiiltiirin ayr1 bir g¢evre optimumu bulundugu bilinmektedir. Maksimum {iriin
alabilmek icin saflik kontrolleri yapilarak segilen organizmaya uygun optimum ¢evresel
ortam saglanmalidir. En Onemli c¢evresel faktor olarak ortamin besin maddesi
bakimindan ayarlanip diizenlenmesi gerekir [70]. Besi ortamimin mineral madde ve
karbonhidrat bakimindan yeterli olmasinin yaninda indiksiyon gibi i¢ faktorleri ile pH

ve oksijen temini gibi dis faktorler de enzim verimi igin 6biiylik 6nem tagimaktadir [54].

1.2.7.1. Enzim Saflastirma

Ticari olarak kullanilan enzimlerin genellikle kulanilacaklar: siire¢ te herhangi bir yan
etki ve reaksiyona sebebiyet vermeyecek sekilde tiim kontaminantlardan uzak, belli bir
saflikta elde edilmesi istenir. Saflastirilmis enzimin reaksiyon verimliligide yiiksek olur.
Bazi uygulamalarda ise birka¢ enzimin birlikte kullanildigi karisimlar tercih

edilmektedir [24, 48].

Enzim firetimi; kaynagindan izole edilmesi ve saflastirma olmak iizere iki asamadan
gerceklestirilir. Saflastirma da enzim soliisyonunun ortamdaki materyalin ihtiva
ettigikat1 partikiillerden ve mikroorganizma hiicrelerinden ayrilmasi icin g¢esitli
maddeler kullanilarak yapilir. Bu saflagtirma maddeleri ortama konulduktan sonra

ekstraktin temizlenmesi filtrasyon veya santrifiij ile yapilir [70].

Saflastirma isleminde enzimin kullanildigi ortamda enzim ile kuvvetli veya kompleks
baglanmalar yapabilecek bisenler bulunmamali ve saflastirma i¢in kullanilan ortamin
enzimden kolay ayrilabilecek ozellikte olmasina dikkat edilmelidir [34]. Saflastirma

yontemleri [48];

e Adsorpsiyon kromatografisi;

Biyokimyasal maddelerin Van der Waals kuvvetleri veya sterik/molekiiler ile
kolon dolgu maddesi arasindaki etkilesimleri sonucu alikonulmasi ile
ayristirilmasina dayanur.

e lIyon degistirici kromatografi:

Iyon yiiklii molekiiller ile kovalent olarak baglanmis olan zit yiiklii molekiillerin

iki faz arasinda ayrigmasi prensibine dayana saflagtirma teknigidir.

o Jel filtrasyonu;
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Belirli gbzenekli yapiya sahip jel kullanilarak hazirlanan diizenekte, kolon dolgu
maddesinin gézenelerine girebilen molekiiller, se¢imli olarak digerlerinden daha

uzun siire kolonda alikonurken daha biiylik molekiiller daha erken uzaklasir.

Saflastirmada az iriin eldesi ve ekstra prosesler gerektirmesi nedeniyle fazka zaman

harcanmasi gibi problemlerle de karsilasilabilmektedir [24].

1.3. Laktoz

Siit sekeri olarakta bilinen dogada yalnizca memeli canlilar tarafindan sentezlenen siitte
bulunan karnonhidrattir. 6 karbonlu monosakkaritler olan glukoz ve galaktozun B-1,4
glikozidik bagi ile baglanmasi sonucu olusmus 12 karbonlu bir disakkarittir [12]. Anne
stitiinde %7, inek siitiinde ise yaklasik %4,7-4,8 oraninda laktoz bulunur ve toplam kuru
maddenin ortalama %37’sini olusturur. Laktoz hidroskopik bir karbonhidrat oldugu

icin; koku ve aroma tutucu 6zellik gosterir[12, 58].

CHa OH

H OH

Sekil 1. 4: Laktoz molekiilii [59].

Laktoz; karbonhidrat yapisi, galaktozun beyindeki glikolipitlerin sentezine katilmasi,
bagirsakta kalsiyum ve fosfor emilimini arttirmasi nedeniyle beslenmede biiyiikk 6neme
sahiptir. Siit ve siit triinleri dogal olarak laktoz igeren gidalardandir. Laktoz, yapisal
ozellikleri nedeniyle ekmek, biskiivi, kek, gida karisimlart ve islenmis et iirlinleri gibi
st Urinii olmayan gidalarda da kullanilmaktadir [1,355]. Laktoz, yag
metabolizmasinda rol almasiyla karacigerde yag birikimini Onleyerek vitaminin

sentezlenmesini  kolaylastirir.  Laktoz, antibiyotik {iretiminde mikroorganizma
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kiiltiirlerine karbon kaynagi saglayarak cesitli kimyasallarin hazirlanmasinda ve ilag

sanayiinde kullanilmaktadir [58].

1.4.1. Laktoz Hidrolizi

Laktozun istenmedigi durumlarda laktoz igermeyen yeni iiriinlerin elde edilmesi i¢in
laktozun hirolizi yapilmaktadir. Laktozun monomerleri olarak; Glikoz ve galaktoz
kristallegsme egilimi gdztermeyen, kolay ¢oziinebilen ve tatlandirici olarak kullanilabilen
sekerlerdir [12]. Laktozun hidrolizi ile hem sindirilebilirligi kolaylastirilir hemde
laktozsuz yeni iriinler gelistirilebilir. Laktozun hidrolizi igin iki yOntem

kullanilmaktadir [12,58].

1. Asidik (Katalitik) hidroliz
2. Enzimatik hidroliz

Asidik laktoz hidroliz, kolaydir, pahali enzimler kullanmayi gerektirmez. Bununla
beraber yiiksek sicakliklarda, diisiik pH larda (150 °C/pH 1-2 ) ve ¢ok hizli gergeklesir,
istenmeyen ikincil reaksiyonlar gerceklesebilir. Fakat yiiksek 1s1 ve kimyasal
kullanilmasi son {riiniin besin degerinin diigmesine, koku ve aroma degisikligine neden
olur. Bu sebeple, reaksiyonun iiriine zarar vermeyecek kosullarda, daha az enerji ile
gerceklesmesi i¢in asitle hidroliz yerine enzimatik hidroliztercih edilir. Enzimatik

hidrolizin dezavantaji ise enzim maliyetinin yiiksek olmasidir [58].

Enzimatik hidroliz canli organizmalarda dogal olarak sentezlenebilen B -galaktoz ile
gergeklesmektedir. Laktoz hidrolizi insanda ince bagirsagin i¢ yilizeyinde salgilanan f-
galaktozidaz enzimiyle veya bazi probiyotiklerce saglanir. Endiistriyel uygulamalarda

ise dzellikle mikrobiyal kaynakli 3 - galaktozidaz tercih edilmektedir [19,59].
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Sekil 1. 5: Laktozun enzimatik hidrolizi [59].

1.4.2. Laktoz intoleransi

Laktoz, glikoz ve galaktozun glikozidik bagi ile bir araya gelmesiyle olusan
disakkarittir. Laktozun insan viicudunda sindirilebilmesi igin ince bagirsakta [-
galaktosidaz ile galaktoz ve glukoza hidrolize olmasi, ardindan da kolondan aktif olarak
absorbe edilmesi gerekmektedir. B- galaktosidaz (laktaz) enzimi, insanda ince bagirsak
duvarinda entorisitlerin firgams1 kenarlarinda ve ince bagirsagin jejunum bdlgesinde
bulunur. Glikoz ve galaktoz bagirsak limeninden emilerek, galaktoz metabolize
edilirken, glikoz; glikolize giderek viicutta enerji kaynagi olarak kullanilir. Bagirsakta
B-galaktosidaz (laktaz) eksikligi durumunda laktoz parcalanamaz ve emilimi
gerceklesemez. Sindirilemeyen laktoz bagirsak kolonundabirikerek bakteriler tarafindan
kisa zincirli yag asitleri, su ve gaz (CO,, H) olusturacak sekilde parcalanir ve bagirsak
duvar1 boyunca ozmotik basing olusturur. Bu durum karin agrisi, gaz, siskinlik, ishal
gibi rahatsizliklara neden olur. Laktaz enzimi eksikligi nedeniyle yasanan bu hastaliga

‘Laktoz Intolerans1’ denir [1, 19].

Laktozun sindirilememesi veya kismen sindirilmesi; insanlarda dogustan kalitsal
nedenlerle olabilecegi gibi sonradan; enfeksiyon, beslenme aligkanliklar1 ya da bagirsak

mukozasinda emilimin giiglestigi hastalik veya miidahaleler nedeniylede ortaya ¢ikabilir



[12]. Yapilan galismalar laktozun hidrolize olamamasinin nedenlerini; genetik yapiya,

beslenme aligkanliklarina ve siit tiikketimine egilim olup olmamas: ile bagli oldugunu

ortaya koymustur [19].
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Sekil 1. 6: Ince bagirsakta laktoz metabolizmasi; (1) Laktoz ince bagirsaga girer. (2)

Laktoz konaga ait laktaz enzimi ile veya (3) probiyotikler tarafindan degisiklige

ugratilir. (4) Fazla miktarda laktoz kolona geger [19].

Laktozun, B-galaktozidaz salgilanmasi halinde hidrolizi ile agiga ¢ikan glikoz ile kan

sekerinde ylikselme gozlenir boylece laktoz tiikketimi sonrasi kan sekeri 6l¢iimii veya b-

galaktozun eksikligi halinde laktozun pargalanmayip aciga ¢ikan H gazmin iifleme ile

Olctimii yapilarak teshis edilir.[19]
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Sekil 1.7: Kolonik laktoz metabolizmasi; Laktoz kolona girer ve miktobiyota tarafindan
gilikoz ve galaktoza fermente edilir. (2) Ornegin, hidrojen, metan ve karbondioksit gibi
gazlar olusturulmustur. (3,4) Ayni zamanda laktat olusturulmus ve kisa zincirli yag
asitlerine (SCFA) doniistiiriilmiistiir, (5) ayrica bu asamada gazlar da olusturulmaktadir.
SCFA epitelyum hiicreleri tarafindan igeri alabilir veya mikrobiota tarafindan

kullanilabilir ya da digk ile atilir [19].

Laktoz intolerans rahatsizligi bulunan kisiler laktoz disakkaritini igeren siit ve siit
driinlerini tiiketmekten kag¢inmalidirlar. Diinya niifusunun %70’inde birincil laktaz
eksikligi gorildiigli ve yaklasik %50’sinin laktoz intoleransin neden oldugu saglik
sorunlarini yasadiklar1 bildirilmektedir [1]. Laktoz intolerans olarak nitelenen kisilerin
orant Amerika ve Afrika zencileri arasinda %70, Asya’da ise %95’dir. Yetersiz
beslenen insanlarda, siit icme aligkanligi olmayan toplumlarda daha sik goriilmektedir.
[19]. Laktoz intoleransina ¢oziim olarak, bu kisilerin laktozsuz iriinleri tiiketmeleri,
disardan laktaz enzimini hazir olarak alinmasi veya beta galaktozidaz iireten

probiyotiklerle takviye edilerek laktozun sindirilmesi saglanmalidir [19].

1.5. a-Galaktozidaz ve p-Galaktozidaz

Galaktozidazlar, galaktoz ve bundan farkli bir diger seker molekiilii arasindaki

glikozidik bagi hidrolize eden enzimlerdir. Galaktozidazlar, glikoprotein ve
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glikolipidlerdeki karbonhidrat yapisi iizerine etki eden ekzoglikozidazlarin bir ¢esididir.
Glikozidik bagn a- veya B- ¢esidine etki etmelerine gore a- ve 3- galaktozidazlar olarak

iki gruptan olusurlar [12].

1. a-Galaktozidaz (EC 3.2.1.22) (a-D-galaktozid galaktohidrolaz, melibiyaz);

a-D-galaktozil gruplar igeren oligosakkaridlerin indirgen olmayan uglarina o-

(1—6) bag ile bagli, a-D-galaktozil gruplarini katalizleyen ekzoglikozidazdir.
Seker pancarinin melasindaki rafinozu hidrolize ederek kristalize seker verimini
arttirmak amaciyla kullanilirlar [12]. a-Galaktozidazlar biyoteknoloji ve tipta
kullanim1 yaygin olup, endiistriyel alanda; seker pancarindan seker tiretimi, kagit
hamurunun islenmesi, soya {riinlerinin ve hayvan yemi iretiminde

kullanilmaktadir [12].

2. B-galaktozidaz (EC 3.2.1.23) (B-D-galaktozid galaktohidrolaz, laktaz, B-
laktozidaz);

B-D-galaktozil ~ gruplart  igeren  oligosakkaritleri  hidroliz ~ edebilen

glikozidazlardir. Galaktozil kalintilarinin bir molekiilden digerine aktarilmasini

saglayarak transferaz aktivitesi de gozterirler [12].

1.5.1. B- Galaktozidaz (EC 3.2.1.23)

B-Galaktozidaz; birden fazla karbonhidrat arasinda veya bir karbonhidrat ile bagka bir
bilesik arasindaki glikozidik baglarin1 kiran hidrolaz grubu (EC 3.2.1 - 3.2.3)

enzimlerin bir tiyesidir [19].

Arastirmacilar p-galaktozidaz ile hidroliz edildiginde renkli bir {irline doniisen
bilesiklerin absorblanmasina dayanan belirleyici yontemlerle, belirli substrat
konsantrasyonunun da galaktoz ve galaktooligosakkaritler (ONPG) lerin olusumunda

enzimin aktivitesini 6l¢en ¢alismalar yapmuslardir [25].
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Sekil 1.8: E. coli bakterisine ait B-galaktozidaz enziminin ti¢ boyutlu yapisi [19].

1.5.2. B - Galaktozidazin Genel Ozellikleri

B-galaktozidaz, laktozdaki B-glikozidik bagi hidrolize ederek, laktozdan daha tatli ve
¢ozinlrligli daha fazla olan glukoz ve galaktozun olusmasini saglayan enzimdir.
Hidrolitik bir enzim oldugundan suda ¢oziiniir [12]. 2,5 A ¢dziiniirliikte kristal yapida

ve ¢ift sarmal olarak goriiliir [59].

-galaktosidazin gorevi, bir disakkarit olan laktozu onun monosakkarit bilesenleri olan
glukoz ve galaktoza hidroliz etmektir [12]. B-galaktozidaz dort esdeger alt birimden
olugmaktadir. B-galaktozidazin her alt birimi, yaklagik 1021-1170 amino asit igerir.
Molekiil agirliklart yaklagik 120-135 kDa dir. Bu enzim rengi saridan agik kahverengiye
dogru tonlarda olan viskoz bir siv1 seklinde bulunur. Yapisinda kursun, arsenik, civa,
kadmiyum gibi bir¢ok metal iyonu bulundurdugundan metalo enzim niteligindedir [12,
19]. B -galaktozidaz’in maksimum aktivite gOsterebilmesi Ozellikle Mg+2 ve Na'
iyonlarmin varligina baghdir. Aktif merkezde bir Mg iyonunun ve enzimin Kristal
formlarinda Mg*? baglanma bélgelerinin oldugu belirlenmistir [48]. Ca+2 iyonu ise p-
Galactosidaz enzimini inhibe edici aktivite gosterir, fakat siitiin bilesiminde kazeine

bagli halde bulundugu i¢in enzim aktivitesini inhibe etmez [59].
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Sekil 1. 9: B-Galaktozidaz molekiiliiniin ¢ift sarmal yapidaki goriinimii [59].

1.5.3. p — Galaktozidaz Kaynaklari

B-Galaktozidaz genel olarak bitkiler, hayvan doku ve organlari, mayalar, mantar ve
bakteri kaynaklarindan izole edilebilmektedirler. Her enzim elde edildigi kaynaga gore
cesitli farkliliklar gosterebilmektedir [12].

B-galaktozidaz; bitkilerde; seftali, kayisi, badem, yaban giilii, kahvede bulunurken,
hayvansal organizmalarda; beyin, ince bagirsak ve deri dokusunda bulunur. Mantar
tirlerinden, Neurospora crassa, , Alternaria palmi, Asperigillus foetudut, Asperigillus
niger, Mucur mieheri, Mucur pucillus Curvularia inoegualis, Fusorium moniliforme,
Asperigillus flovus, Asperigillus oryzeae, Alternaria alternara, Asperigillus phoenicis
gesitli  P-galaktozidaz kaynaklarindandir. Mayalardan;  Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces fragilis, Candida pseudotropical, Brettanomyces anomolus, Wingea
robersii ve bakterilerden ; Escherichia coli, Bacillus sp., Bacillus megaterium, Thermus
aquaticis, Streptococus lactis, Streptococus thermophilus, Lactabacillus helvenous,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus sporogenes Bacillus circulans, Bacillus

steorotherrphilus’de ¢esitli B-galaktozidaz kaynaklarindandir [12].

Endiistride kullanilan B-galaktozidazlar genellikle S. lactis, S. fragilis gibi mayalardan
ve A. niger gibi kiiflerden tretilir. B- galaktozidaz eger gida sektoriinde uygulanacaksa

bu kaynaklarindan tiimiinden kullanilamaz. Gidaya uygun ve gilivenilir GRAS
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statlisiinde olan kaynaklar tercih edilmelidir. A. niger, A. oryzae ve Kluyveromyces
lactis ve Kluyveromyces fragilis daha once ¢ok kez test edilmis ve bu alanda kullanimi
ile giivenli olarak belirlenmislerdir. En yaygin olarak tanimlanmis ve en iyi karakterize
edilen galaktozidaz kaynagi E.coli olmasina ragmen; yiiksek maliyeti ve koliform
ekstraktlarinin sebep oldugu toksisite sorunlari sebebiyle gida sektoriinde kullanimi
bulunmamaktadir. B-galaktozidazlar termofil mikroorganizmalarda en ¢ok calisilan
enzimlerdendir. Son donemde f-galaktozidazlar, B. stereothermophilis, B. bifidum ve B.

infantis bakterilerinden de saflastirilmis ve karakterize edilmistir [12, 19].

B -Galaktozidaz {ireten termofiller 37 °C’ de ¢ogalamadigindan patojenik oOzellik
gostermemekte ve genis uygulama alani bulmaktadir. Termofil mikroorganizmalar 60°C
ve tlistiindeki yiikseksicakliklarda dahi uzun siire aktivitelerini koruyabilen termostabil
enzimler iiretebildiklerinden; reaksiyonlar1 hizli katalize ederler ve kontaminasyon
riskleri diistiktiir. Ayrica B-Galaktozidaz sentezi igin substrat olarak en ¢ok peynir alti

suyu ve seker kamisi kiispesinden yararlanilmaktadir [12,7].

1.5.4. B - Galaktozidaz Etki Mekanizmasi

B-galaktozidazin etkin oldugu reaksiyonlardan ilki laktozun enzimatik hidrolizidir. -
galaktozidazlarin yapisal olarak sahip oldugu Glu482 ve Glu551 glutamik asit kalintilar
proton verici ve niikleofilik baz olarak aymi zamanda etki eder. Laktoz substrati

reaksiyonunda [12, 19].

1. Transfer suya olursa enzim-galaktozil kompleksi olusur ve glikozid baginin
kopmasi ile glukoz ve galaktoz ayrilir.

2. Enzim-galaktozil kompleksi, hidroksil grubu igeren bir aliciya transfer edilirse
daha biiyiik galaktooligosakkarit molekiilleri (GOS’ler) olusmaktadir. Laktoz
cozeltisi seyreltik halde oldugunda, su veya glukoz gibi sekerler, alict molekiil

(R-OH) olarak reaksiyona girer ve son iiriin olustururlar.

Laktoz derisiminin yiiksek oldugunda, transgalaktosidasyon reaksiyonu gergeklesir. Bu
reaksiyonda, laktoz molekiilii alic1 6zellik gostereceginden, glukoz ve galaktozdan
disakkarit ve trisakkaritler olusacaktir [12, 59].
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Su molekili

Sekil 1. 10: Beta-Galaktozidaz tarafindan laktozun hidrolizi [19];

a. Beta galaktozidazin aktif bolgesinde laktoz

b. Beta galaktozidaz kompleks + glikoz

c. Beta galaktozidaz-galaktoz molekiilii

d. Beta galaktozidazin aktif bolgesinde galaktoz.

Laktoz konsantrasyonunun yiiksek olup, sicaklik ve su miktarmin diisiik oldugu
raksiyonda, [B-galaktozidaz, transgalaktozilasyon (geri doniisiim) reaksiyonu ile
bagirsakta probiyotik bakterilerin gelismesini saglayan galaktooligosakkaritlerin (GOS)

olusumunu katalizlemektedir[19].
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mono- veya disakkarit

Sekil 1. 11: Beta-Galaktozidaz tarafindan katalizlenen galaktooligosakkarit olusumu
[19];

a) Beta galaktozidaz-galaktoz molekiilii
b) Beta galaktozidazidazin aktif bélgesinde oligosakkarit.

Ortamda yiiksek miktarda su bulundugunda, hidrolitik yon daha baskin olur ve bundan
dolay1 GOS iiretimi ve verimi disiik olur. GOS iiretimini arttirmakigin su igerigi
azaltilmal1 veya substrat (laktoz) konsantrasyonu artirilmalidir. GOS’ler kimyasal veya

enzimatik hidrolizle ya da sentezle mikroorganizmalar tarafindan tiretilebilmektedirler
[19].

1.5.5. B — Galaktozidazin Endiistrisinde Uygulamalari

[-galaktozidazin bazi uygulama alanlari;

a) Siitiin hidrolizi;

Laktik asit fermantasyonun gerceklestigi yogurt ve kefir gibi fermente siit
tirtinlerinde laktozun biiyiik bir kismu laktik aside doniisiir ve az miktarda laktoz
kalmaktadir. Peynirin olgunlagsmasi ve aromanin geligsmesi i¢in peynir yapimi
sirasinda slite B-galaktozidaz aktivitesi olan kiiltiir ilavesi ile siitiin hidrolizi
saglanir. Laktozu hidrolizlenen siitten iiretilen peynir, normal siitten yapilan
peynirden daha hizli olgunlagir [12].

b) Laktozsuz siit iiriinlerinin eldesi;

Laktoz intolerans rahatsizligi bulunan kisilerin de siit ve siit {iriinlerini
tikketebilmeleri i¢in laktozu azaltilmis veya laktozsuz siit ve laktozu azaltilmis

yogurt gibi lriinler ile besin takviyesi olarak B-galaktosidaz enzim tabletleri
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d)

f)

9)

h)

tiretilmektedir [1, 7]. B-galaktozidaz sivi halde, kapsiil veya enterik tablet
halinde iretilerek laktoz intoleransi semptomlarinin Onlenerek —siitten
yararlanilmasi saglanilmistir [12].

Dondurma tiretimi:

Laktoz kolay kristalize olan bir yapiya sahip oldugundan dondurma gibi siit
kullanilan donmus gidalarda laktozun kristallesmesini 6nlemek amaciyla f-
galaktosidaz kullanilir [19].

Sekerleme iiretiminde;

Tatlilik oranin1 arttirmak i¢in laktoz, B-galaktosidaz enzimi ile tatlilik oran1 daha
fazla olan, glikoz ve galaktoza hidroliz edilmektedir [19].

Icecek sektoriinde:

Fermente ve alkolsiiz igkilerin iiretiminde mayanin gelismesi ve fermantasyon
tirlinliniin olusmasi i¢in B-galaktozidaz enziminden faydalanilmaktadir [19].

Firincilikta;

Ekmek yapiminda mayanin gelismesi i¢in ve yapilan bir arastirmada peynir alti
suyunda mevcut laktoz hidrolize edilerek alternatif bir tatlandiric1 olarak ekmek
formiilasyonunda kullanilmis ve ekmegin normal ekmekten daha iyi kalite
parametrelerine sahip oldugu belirtilmistir [16, 19].

Peynir alt1 suyunun hidrolizi;

B — Galaktozidazin peynir alti suyu ve iriinlerine uygulanmasi; daha tath
suruplar, alkollii icecekler ve hayvan yemi yapiminda kullanilmaktadir. Peynir
alt1 suyunda yiiksek oranda bulunan laktoz, biskiivi, ¢ikolata, dondurma, hazir
¢orba ve sarkiiteri liriinlerinin liretiminde siit tozuna alternatif bir {irlin olarak
kullanilabilir [7, 12].

Hayvansal besin uygulamalari’dir.

1.6. Termofilik Mikroorganizmalar

Her organizmanin yasamini siirdiirebilecegi optimum c¢evre kosullari ve optimum
sicaklik seviyeleri vardir. Mikroorganizmalar sicakliga olan toleranslarina gore psikrofil
(optimum T < 15°C), mezofil (25-45 °C) ve termofil (optimum T > 45 °C) olmak iizere
3 gruba ayrilirlar. Termofilik organizmalar yiiksek sicakliklarda yasamaya adapte olup;
45-65

°C lerde yasayanlar 1ilimli termofiller, 65-85 °C civarinda yasayanlar
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hipertermofiller ve 85 °C’den yukaridaki sicaklik derecelerinde yasayabilenler ekstrem
termofilik olarak ayrilirlar [7, 45]

Termofilik mikroorganizmalar ilk kez 1879 yilinda, Miquel tarafindan toprak, ¢op,
akarsu camurlari, drenaj ve kirlerde, 72 °C ’de ¢ogalabilen bakteriler olarak tespit
edilmis, 1982 yilinda da Stetter tarafindan sicak su kaynalarindan izole edilebilecegi
ortaya konulmustur [7, 13].
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Tablo 1. 1: Prokaryotlardaki balica metabolik gruplarin maksimum biiyiime sicakliklar
[45].

Organizma ‘ Tmax (0C)
Bakteriler

Actinomisetler

Fotosentetik

Oksijenik Siyanobakteriler 73
Anoksijenik yeil bakteriler 70
Aerobik

Kemolitotrofik

*Hidrojen Okside Edenler 80
*Kiikiirt Okside Edenler 80
*Azot Okside Edenler <60
*Demir Okside Edenler 55
Heterotrofik 85
Anaerobik

Nitrat Rediikleyici 80
Denitrifiye Edici 80
Siilfat Rediikleyici 85
Demir Rediikleyici 100

Fermente Edici

*Clostridia 80
*Thermotoga 90
Arkealar

Halofilik 55
Metanojenik 97

Kiikiirt Metabolize Edenler

Aerobik

*Kemolitotrofikler 96
*Heterotrofikler 90
Anaerobik

*Kemolitotrofikler 113-121
*Heterotrofikler 105

Termofillerin bu sicakliklarda yasamlarimi = siirdiirebilmelerinin  nedeni  hiicre
membranlarinin doymus yag asitlerinden olusan yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu yag
asitlerinin olusturdugu hidrofobik ortam hiicreyi siki ve sert tutarak mikroorganizmanin
yiiksek sicaklikta yasamasini saglar. Termofiller elektrostatik distilfit kopriisii ve
hidrofobik etkilesimler sayesinde yiiksek sicakliklara adapte olabilirler. DNA’larinda

pozitif sarmallar olusturan ve DNA’nin geri donilislimii saglayarak erime noktasini
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organizmanin optimum gelisme sicakligina ¢ikaran DNA giraz bulundururlar [13].
Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 (hiicre membrani) ve hiicre bilesenleri
ekstrem derecede asidik ve alkali sartlar gibi denatiire edici ortamlara ve deproteolize
dayaniklidirlar. Termofilik organizmalar; ATP, GTP, NAD ve FAD gibi yiiksek

sicakliklarda denatiire olan molekiilleri kullanacaklari zaman iretirler [7,13].

Mikroorganizmalarin sicaklik dayanimlari protein dizilerine bagh farklilik gosterir.
Termofil proteinlerinde, zayif iyon ciftlerinin, ekstrem termofil proteinlerinde ise giiglii

iyon ¢iftlerinin sayilarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir [15].

Ekstrem termofiller veya ekstremofiller; yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-30),
diisiik  sicakliklarda, yiiksek basingta, yiikksek pH degerlerinde yasayabilen
mikroorganizmalardir [13, 15]. Protein termostabilitesi, fiziksel ve kimyasal kosullar
altinda, 3 boyutlu yapinin korunabilmesiyle ve yiiklii ve nétral yan zincirler arasinda
olusan hidrojen baglarinin miktariyla alakalidir. Tuz kopriileri ve yan zincir- yan zincir
hidrojen baglari, termofil proteinlerinde fazladir. Termofil proteinlerde a- heliks,

ekstrem termofillerde ise proteinlerin f yapisi daha yiiksektir [15].

Ekstrem termofil proteinlerinin yiiksek termostabilitesinde rol alan fizikokimyasal

faktorler [15];

e Hidrojen baglarin artigi

e Hidrofobik i¢ paketlerin artis1

e Sekonder yap1 olusumunda artis

e Heliks dipol stabilizasyonu

e GOmiili hidrofobik alan artigi

o Elektrostatik etkilesimlerin diizeltilmesi

e Tuz kopriilerinin optimizasyonu

e Van der Waals etkilesimlerinin artisi

e Kalsiyuma olan ilginin artis1

e Yer degistirmeyle entalpinin diizenlenmesi
e Sekonder yapilarin stabilitesinin artirilmasi

e Heliks yapinin ve polar dis yiizey alaninin artmasi
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e iImiklerde prolinlerin artis1 ve glisin azalmas1

e Daha kisa ilmikler

e Disiilfid capraz bag ilavesi

e ¢ bosluklarin azalmasi

e Aromatik etkilisimlerdeki artis

e Sckonder yapilarin igerisindeki ve disarisindaki aminoasitlerin  yer

degistirmesidir.

Mikroorganizmalarin hiicresel yapilarinin yiiksek sicakliga toleransi, stabilitesi ve
ekstrem sartlara dayanikli enzimler sentezlemeleri, termofilik bakterilerin farkl

biyoteknolojik uygulamalarda yaygin kullanimina neden olmustur [7, 26].

Termofilik bakterilerin izolasyonu ve molekiiler karakterizasyonu diinya iizerindeki
birgok jeotermal sicak su kaynaklarindan yapilmaktadir [26]. Dogal jeotermal alanlar
yeryiiziinde tektonik aktivitenin oldugu tiim alanlara dagilmistir, ancak genellikle belirli
bolgelerde yogunlasmistir. En ¢ok calisilan jeotermal alanlar Bati Amerika, Orta Afrika,
Yeni Zelanda, Endonezya, Kuzey Amerika’da (Yellowstone National Park ), Japonya,
Italya ve Rusya’da bulunmaktadir. Tiirkiye ise jeotermal kaynaklar bakimindan sicakligi
40 °C’nin lizerinde olan 133 adet sicak su kaynagi ile birlikte diinyanin sayili tlkeleri

arasinda yer alir [7, 45].

1.6.1. Ekstrem Kosullarda Gelisen Mikroorganizmalardan Elde Edilen Enzimlerin

Biyoteknolojide Kullanim

Termofilik mikro organizmalardan elde edilen enzimler, termostabilite, organik
¢oziiciilere, ekstrem pH kosullarmma karst dayanmim gosterdikleri igin Ozellikle

endiistriyel uygulamalarda tercih edilmektedirler [15, 39].

Termofil mikroorganizmalarin bir kismi yavas gelismeleri ve genellikle patojen
olmamalar1 nedeni ile gilivenilir olmama riski tasidigi i¢in bunlardan enzim tretimi
herzaman tercih edilmemektedir. Bu nedenle termofil mikroorganizmalardan elde edilen
termofilik genler, biliylime kosullar1 daha 1limli ve daha giivenli olan mezofil
mikroorganizmalara rekombinant teknikler kullanarak klonlanmaktadir. Bdylece

mezofil mikroorganizmalarin ekstrem sartlarda inkiibasyonu ve bunlardan ele edilen
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stabil riinlerin kullanimi miimkiin olmaktadir [15, 33, 39]. Ekstremofilik
mikroorganizmalarin yliksek volkanik sicakliklarda, kutuplarin diisiik sicakliklarinda
cok diisiik ve ¢ok yiiksek pH degerlerinde (pH 0-3 veya pH 10-12) veya ¢ok yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda (%5-30) gelismeye adapte olduklar1 bilinmektedir [7].

Enzimlerin  kullanildigt  proseslerin  bircogu  genelde yiliksek sicakliklarda
gerceklestirildigi  i¢in enzimlerin yiiksel sicakliklara dayanimi ozellikler tercih
edilmektedir. Bu amagla oOzellikle termostabil mikroorganizmalardan enzim
karakterizasyonu ve izolasyonu ile ilgili ¢calismalar ivme kazanmis ve ticari kullanimda
yayginlagmistir. Biiyiik molekiil yapiya sahip bilesiklerin ¢6ziine bilmesi i¢in genellikle
proseslerde yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tiir yiiksek sicaklik
uygulamalar1 kontaminasyon riskini azalmasi nedeniyle de biyoteknolojide ve
endiistride termofilik organizmalarin kullanimini arttirmustir [7]. Protein termostabilitesi
yiikksek olan ekstremozimler; deterjan iiretimi, gida ve nisasta iglenmesi, yiiksek
fruktozlu misir surubu iiretimi ve PCR uygulamalari gibi bir ¢ok alanda rahatca

kullanilabilmektedir [15].

Termostabil proteinler denatiire edici ekstrem sartlara karsi yiiksek direng gosterirler.
mezofilik proteinlerden daha yiiksek a heliks ve B tabakasina sahip olup, proteinleri ¢ok
yavas katlanma yaparlar [7]. Ekstrem sartlarda inkiibe olan mikroorganizmalarin veya
enzimlerin kesfiyle, kimyasal siirecten, biyoteknolojik silirece geg¢ilmis; proseslerin hem

maliyet hem de ¢evre agisindan kolay ilerleyebilmesi miimkiin hale gelmistir [4].

Termostabil enzim uygulamalarinda, sicaklik artisiyla, viskozite diiser ve organik
bilesiklerin difiizyon katsayisi1 artar. Boylece kiiciik alanlarda yiiksek reaksiyon hizi
gerceklestirilebilmektedir. Bu da yiiksek biomass veya iiriin tretilen aerobik prosesler
icin bir avantaj iken anaerobik prosesler de havalandirma i¢in daha yiiksek enerji

ihtiyaclar1 gerektireceginden bir dezavantajdir [7, 45].
Enzimlerin Stabilitesini Etkileyen Faktorler [45]:

e Tersiyer Yapi
e Hidrojen Baglar
e Hidrofobik Baglar
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e Iyonik interaksiyonlar
e Metallerin baglanmas1 (Metaller genellikle yiiksek sicakliklarda proteinleri
stabilize eder)

e Distlfit Kopriileri

Galaktozidaz, amilaz, pullulunaz, seliiloz, kitinaz, ksilinaz ve pektinaz oOzellikle
biyoteknolojik agidan 6neme sahip termostabil enzimlerdir. Yiiksek sicaklikta denatiire
olmadan aktivite gosterebilen B-galaktozidaz pastorize diisiik laktozlu siit tiretiminde

kullanilabilmektedir [7, 45].

Ege Bolgesi'ndeki sicakliklart 55-95 °C ve pH degerleri 6,0-9,5 arasinda degisen 6
ildeki 11 sicak su kaynagindan izole edilen 69 bakteri susundan cesitli analizlerle
tanimlanan bazi Thermus suslarinin B-galaktosidaz aktivitelerini incelemistir. Sonugta
en yiiksek enzim aktivitesi 70 °C’ de 81082 Unit/g kuru hiicre ve en diisiik enzim
aktivitesi Thermus oshimai Ege TB 9 suslarinda 1128 Unit/g kuru hiicre oldugu
belirlenmistir [45].

1.7. Bacillus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Bacillus adi, ilk kez 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan kullanilmistir. Bacilluslar
Bacillaceae familyasindandirlar. Genellikle gram pozitif, aerobik veya fakiiltatif
anaerobik, spor olusturan, ¢ubuk seklinde ve flagellalilar1 hareketli olan bakterilerdir.
Vejetatif formlar1 diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak veya kiint biten, 0,5-

1,2um eninde 2,5-10pm boyunda, tek veya uzun zincirler seklinde goriilen basillerdir

[61].
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Sekil 1. 12: Bacillus larin vejetatif formu [61].

Mezofilik, psikrotrof ve termofilik suslar1 mevcuttur. Cesitli morfolojilerde koloniler
olusturabilirler [31, 31]. Katalaz pozitif olup hidrolitik enzim senteslerler. Kati agarda
inkiibasyonlarinda tiim yiizeye yayilarak koloni olustururlar {izerinde iiredikleri ve
koloni olusturduklarinda bir biitiin halinde agar yiizeyinde yayilirlar [10]. Baz1 Bacillus
tirleri (B. anthracis, B.subtilis, B.lichenifomis ve B.megaterium; polipeptit kapsiil)

polipeptit veya karbonhidrat kapsiiller olustururlar [10].

Sekil 1. 13: Bacillus licheniformis’in 24 saat inkiibasyonu sonrasi koloni goriiniimi
[60].
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Bacilluslar endospor olustururlar. Sporlar1 vejetatif hiicreden daha dar veya genis de
olabilir. Bacillus tiirlerinin tamami 1siya dayanikli spor olusturabilme yetenegine
sahiptir. Sporlar silindirik, elipsoidal veya oval olabilir. Sporlas: santral (ortada) veya

subterminal (kenara yakin) olarak bulunabilirler [10, 32].

Sekil 1. 14: endospor olusturmus Bacillus Subtilis [62].

Bacillus tiirti bakteriler bazi kaynaklarda iki gruba ayrilarak incelenmektedir. Buna gore
[31];

1. Grup: Gram pozitif, sporlar elips veya silindirik sekilli ve u¢ uca eklenmeli
bi¢imde olup kendi i¢inde sporlarmi olusturduklari boliimlerin biiyiikligiine
gore iki alt grup olarak incelenir;

A. Hiicre genisligi 1 um'den kiigiik olanlar (B. cereus, B. Megaterium).
B. Hiicre genisligi 1 pm'den biiyiik olanlar (B. licheniformis, B. subtilis, B.
pumilus, B. firmus ve B. Coagulans).

2. Grup: Sporlar elips, santral ve u¢ uca eklenmeli bigimde olup sporangialari
siskindir ( B. polymyxa, B. macerans, B. circulans, B. stearothermophilus, B.
alvei, B. laterosporus ve B. Brevis).

Spor olusumunu etkileyen faktorler ise;

e Besin yetersizligi
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e Asin yiiksek ya da asin diisiik sicakliklar
e Mineral madde, tuz ve seker gibi hipertonik ortam kosullaridir [22].

Bacillus tiirlerinin tamami Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve
Kanli Agar gibi besiyerlerinde kolayca gelisebilirler. Besin bilesiminde organik asit,
seker; karbon kaynagi olarak yer alirken ve nitrojen kaynagi olarak kaynagi olarak da
amonyum igeren ortamlar gelisimleri i¢in uygundur [31]. Besi ortaminda karbon, azot
ve fosfor kaynagi olmadiginda Bacillus tiirlerinin biiyliyen hiicreleri sporlasirlar.
Bacillus sporlar1 hareketsiz halde olup 1s1, UV radyasyon, kurutma, ekstrem pH
kosullar1 ve toksik kimyasallara kars1 dayaniklilik gosterirler. Ayrica dayanikliliklar
sayesinde ilave bir igslem gerektirmeksizin yliksek asitli mide ortaminda ve safra tuzlari
varhginda  canlhiliklarin1  siirdiirebilirler;  bu  sayede  probiyotik  olarak
degerlendirilmektedirler [22] . Bacilluslarin UV ortam ve diisiik basing gibi ekstrem
kosullara direnclioldugundan uzayda yasamla ilgili deneme c¢alismalarinda da

kullanilmalarina olanak saglamistir [3].

Bacillus cinsi mikroorganizmalar ¢esitli substratlar1 katalize eden bircok hidrolitik
enzim lretmektedirler. Endiistriyel uygulamalar i¢in yaygin olarak a-amilaz, proteaz,
glukanaz, glukoz 1izomeraz ve endoniikleaz enzimlerinin iiretiminde bu

mikroorganizmalardan yararlanilmaktadir [28].

Hidrolitik enzimler sentezleyen bazi Bacilluslar, bazilari aerobik ortamda proteinleri ve
karbonhidratlar1 parcalayarak kokusnaya sebep olurlar. Bir Bacillus tiirii olan B.cereus
kontamine oldugu gidanin tiiketimi ile gida kaynakli intoksikasyonlara ve gida
zehirlenmelerine neden olabilmektedir [10]. Ayrica Bacillus sporlari sekeri fermente
ederek gaz olugmaksizin asit iiretebilir ve proteinleri parcalayarak kokusmaya neden

olacak amonyak olusmasina neden olabilirler [31].

Bacillus tiirlerinin bir kismu siitiin dogal mikroflorasini olustururlar. Dogal kaynak
olarak ¢ig siitten izole edilebilen B. licheniformis ve B. cereus tiirlerine ait sporlarin
sadece bir kismi pastorizasyon sicakliginda zarar gorse de sterilizasyon ve UHT
islemlerinde yasamlarin1  siirdliremezler. Ayrica vejetatif formlarinin  {irettigi

ekstraseliiler enzimler siitte tiretim kayiplarina neden olur [31].
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Genellikle glikoz, maltoz ve siikrozu, nadirende olsa laktozu da fermente edebilme
kabiliyetine sahiptirler. Glikoz fermentasyonunun son {irlinleri ¢ok cesitlidir. Glikozu
fermente ettiklerinde bazi tiirleri laktik asit; B.subtilis, B.licheniformis ve B.cereus
2,3butandiol ve gliserol; B.polymyxa 2,3-butandiol, ehnol ve hidrojen; B. macerans

ehnol, aseton, aseiik ve formik asit olusturur [10].

1.7.1. Bacillus Cinsi Bakterilerin Endiistriyel Uygulamalar:

Bacillus cinsi bakteriler ekstraselliiler enzim iiretebilmeleri, c¢ogunlukla patojen
olmamalari, hiicre digina enzim salinimi yapabilmeleri, diger kaynaklara kiyasla daha az
yan lrin olusturmalari, daha diisiik maliyetli ve genetik mutasyonlara yatkinlik
gostermelerinden dolayr endiistriyel enzim uygulamalarinda en sik tercih edilen
mikroorganizma grubunu olustururlar. Ozelikle Bacillus subtilis, B. stearothermophilus,
B.licheniformis ve B. Amyloliquefaciens’in enzim kaynagi olarak en iyi suslar olarak

belirlenmistir [6].

B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. caldolytcus B. coagulans, B. licheniformis, B.
macerans, B. stearothermophilus ve B. subtilis var. Amylosacchariticus kaynakli a-
amilaz enzimi; firmeilik, tekstil ve kagit endiistrisinde, nisastanin sivilastirilmasinda,
glikoz ve fruktoz suruplart ve tutkal iiretimi, alkol fermantasyonu uygulamalarinda
kullanilmaktadir [7].

Bacillus licheniformis ve B. Suptilis ‘dan elde edilen Ksilanaz; gida, yem, kagit sanayi
ve atik aritima proseslerinde kullanilmaktadir. Bu kaynaklardan elde edilen ksilanazin

kagit endiistrisinde uygulamasi agartma islemi i¢in klor kullanimimi smirlandirmistir

[7].

Bacillus sphaericus’dan fermentasyon ile tretilen biotin ve Bacillus mocerens’dan

amilazin katalizledigi reaksiyon ile iretilen eyelodextrln kozmetik sanayiide

kullanilmaktadir [11].

Bacillus tiirlerinin metabolik olarak bakteriyosinler, K2 vitamini, enzimler ve bazi
peptit  gruplari  gibi  ¢esitli  antimikrobiyal bilesenler sentezlemeleri, bu

mikroorganizmalara tibbi 6nem kazandirmistir. Bacillus subtilis, Bacillus clausii,
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Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Bacillus

laterosporus tiirleri tibbi destek elemant olarak tercih edilmektedir.[ 22]

Bacillus sporlari mide kosullarina dayanabildiklerinden, bu tiirlerden {iretilen
karotenoidlerin de sindirim sirasinda midede par¢alanmadan korunabilecegi ve boylece

bu tiirlere ait sporlarin gida takviyesi olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir [22].

1960’11 yillarda, Bacillus licheniformis tarafindan iiretilen bir proteaz 6rneginin alkali
pH’larda Kararli ve aktif oldugu tespite edilip, Novo Industry A/S tarafindan ‘Alkalase’

ticari ismiyle piyasaya sunulmustur [24].

1.7.2. Bacillus licheniformis’ in Genel Ozellikleri

B.licheniformis; genellikle aerob Bacillus tiirlerinin birgogundan farkli olarak fakiiltatif
anaerobtur. Bu nedenle farkli ekolojik kosullarda gelisebilir. Endospor olusturma
yetenegi nedeni ile farkli ¢evre kosullarinda da canliligini siirdiirebilmektedir. B.
licheniformis’in maksimum biiyiime sicakligr 55 C dir fakat tirettikleri enzimlerin (a—
amilaz 90-95 C ) termal aktiviteleri daha yiiksek sicakliklarda da goriilebilmektedir. B.
licheniformis tiirleri ¢ok yogun ortamlarda, ortamin yiizey gerilimini disiirebilen yilizey
aktif madde (likenisin) tretitler [17]. Baz1 B. licheniformis izolatlar1 denitrifikasyon
yetenegine sahiptir fakat bu tiirler genellikle toprakta endosporlar olarak bulundugu igin

bu baglamda etkinligi ¢cok¢a gézlenememektedir [36, 45].

Lapidus ve arkadaslar1 bir PCR yaklagimi kullanarak B. licheniformis kromozomunun
fizyolojik haritasin1  ¢ikarmuslardir [36]. Rey ve arkadaslar1 (2004) ise B.
licheniformis'in, Gram-pozitif bakterileri i¢inde en g¢ok B. subtilis ile taksonomik
benzerliklerinden ilham alarak B. Licheniformis (ATCC 14580) susunun tam niikleotid
dizinini ¢oziimleyerek, B subtilis ile yakin akrabaligini ortaya koymustur. Genom
dizilimlerinin agiklanmas1 ile bu mikroorganizmanin endiistriyel ve mutant
mikroorganizma olarak kullanilabilmesinin oniinii agmistir. Yapilan ¢alisma ile Bacillus
licheniformis genomundaki 4,208 genin 689'unun SignalP modellemesi metoduyla
peptid sinyallerine ulagilmistir. Bu peptidlerden en az 82'sinin salgilanan proteinleri ve
enzimleri kodladig1 varsayilmis ve B. licheniformis ATCC 14580 genomu tarafindan

kodlandig1 tahmin edilen 27 hiicre dis1 protein varligi da tespit edilmistir.[36]
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ATCC 14580
4,222,336 bp.’

Sekil 1. 15: B. licheniformis ATCC 14580 kromozomunun dairesel temsili [36].

B. licheniformis ve sentezledikleri hiicre dis1 {irinlerin bir¢ok sayida ticari kullanim
alanlar1 vardir. Endiistriyel bir organizma olan B. licheniformis birkag proteaz, a-amilaz,
penisilazaz, pentosanaz, sikloglukosiltransferaz, B-mananaz ve birka¢ pektinolitik
enzimin tretilmesinde kulanilmaktadir. Belirli B. licheniformis suslari, sitrik asit,
inozin, inosinik asit ve poli-glutamik asit gibi bir takim 6zel kimyasallara ek olarak,

basitrasin ve protikin gibi peptid antibiyotikleri tiretmek i¢in de kullanilmaktadir [36].

B. licheniformis'ten elde edilen proteazlar; hem deterjan endiistrisinde, hem de deri
endiisrtisinde derideki killarin giderilmesi ve derinin katlanmasi i¢in de kullanilmaktadir
[2,3]. B. licheniformis'ten elde edilen amilazlar, nisastanin hidrolize edilmesi, tekstil
kalintilarmin desizasyonu ve kagidin boyutlandirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Bazi B.
licheniformis izolatlar1 da fungal patojenlerin misir, ¢imen ve sebze mahsulleri

tizerindeki etkilerini hafifletebilmektedir [36].
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1.8. Amacg

Calismamizin temeli § - Galaktozidazin termal kaynakli olmasinin ticari olarak daha genis
uygulama alanlarn saglayabileceginden, oOzellikle termofilik olarak tiretilmesine
dayanmaktadir. Bu sebeple, termal kaynaklardan elde edilen Termofilik Bacillus
Licheniformis bakterisinden B-Galaktozidaz enzimin, E.coli’ye klonlanarak recombinant

olarak tiretilmesi ve saflastirilmas1 amaglanmastir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Cahisma Organizmasi

Tez c¢alismamizda kullandigimiz mikroorganizma Pasinler (Erzurum) termal
kaynaklardan toplanan su ve ¢amur orneklerinden izole edilen Bacillus licheniformis
MH101322’ dir.

2.1.2. Cahismada Kullamlan cihazlar

e Otoklav (Niive- OT 40)

e Etiiv (Niive- FN 500)

e Distile Su Cihaz1 (Niive ND 4L)

e Santrifiij-1 (Hanil-smart15- micro centrifuge 1544-6906)

e Santrifiij-2 (Niive- NF 800R Bench-top centrifuge)

e Hassas terazi (Goold Vibra - RS232C)

e Vortex (Benchmark BVV1000 vortex mixer)

e Isitmah manyetik karistiric1 (VELP Scientifica Inc.)

¢ Sicak su banyosu (Labo BMS 5200)

e Spektrofotometre (UVS-99 nanodrop spectrofotometre)

e PCR cihaz1 (BIOER GenePro ThermalnCycler TC-E-96G)

e Jel elektrofezi (Wealtec ELITE 300 PLUS)

e UV jel goriintiileme (DNR Bio-imaging Systems MiniLumi S/N 9000332 Cat.
no. 30-1-22)

e pH metre (HANNA-HI 2211 pH/Orp meter)

e eppendorf pipetleri

e Bunzen Beki

o Igne oze

e Yayma cubugu

e Tek kullanimhik petri kaplar:
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e Cam malzemeler; erlen, beher, meziir, pipet

2.1.3. Cahismada Kullanilan Kitler

e QIAquik Gel Extraction Kit (50) (Cat. No. 28704, lot No: 148039191)

e QIAGEN plazmid kiti (Plasmid Midi Kit - Katalog No. 12143)

e Proteo Qwest Kiti (Sigma - LC6070)

e pGEMTeasy vektorii (1,2 ug pGEM-T Vektor (50ng/ul, 2ul. Kontrol Insert
DNA (4ng/uL, 100u T4 DNA Ligaz, 200uL 2X Rapid Ligasyon Sollisyonu, T4
DNA Ligaz (Promega)

e pQE 40 vektorii (SnapGene)

2.1.4. Calismada Kullanilan Primer Setleri

e 27 Forverd (5’-GAG TTT GAT CCT GGC TCA-3’)

e 1385 Reverse (5’-CGGTGTGT[A/G]JCAAGGCCC-37)

e F- p-galaktozidaz (GTCGACGCAAGCTTCGCTCCATATGCCA)

e R- B-galaktozidaz (AAGCTTGTGGTCGACAGATCTCTCGAGCTCTTTTG)

2.1.5. Calismada Kullamlan Kimyasallar

e TAE buffer (50X) (Acetic acid glacial- EDTA Na, 2H,O Lot :4L015872)
e EDTA (0,5 M)

e Etanol (%96 ‘lik)

e Etidyum bromiir [TE] (10 mg/ml olarak hazirlandi Kod: 802511)

e Phenol-chloroform-isoamyl alcohol mixture (Sigma, Lot:BCBN8008V )
e Gliserol (MERC % 85’lik giserol, EC Number 200-289-5)

e O,5MNaCl

e 920 lik SDS (Sodyum dodesil Siilfat)

e Water ( Nucleas free Lot: 000675809)

e Agarose RA (AMRESCO, Lot: 1734C049)

e SNP MgCl,25mM (Lot : 1307512)
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e Sigma PCR Buffer 10x (100 mM Tris HCI, pH:8,3 ; 500mM KCI, %0,01
gelatin, 15mM MgCl,, lot: 055K6024)

e SNP 10X BufferB (25mM MgCl; ‘li Lot: 1307S11)

e Taq DNA Polymerase (SNP, 500U, Lot:1401S5)

e Taqg Buf. + KCI-MgCL; (Lot : 00131426)

e MgCl; (Biolab, Lot: 011306)

e Bromophenolblue (6x DNA loading Dye Lot:N00506)

e SNP dNTP Mix (10mM, Lot: 1405S1)

e Plus DNA Leader (Gene Ruler 100bp Plus, Lot: 00409355)

e Izopropanol (Sigma EC no: 200-661-7)

2.1.6. Calismada Kullamlan Besiyerleri

e LB Broth (Miller): 25 gr LB Broth (peptone from casein 10,0, Yeast Extract
5,0 g/L, Sodium Chloride 10,0 g/L) tartilip 1 litre distile su (dH,O) ile
cozdiiriilerek, otoklav sisesinde, 121C® de 15 dakika otoklavlanarak steriledilir.

e LB Agar (Miller): 10 gr LB Agar (LAB 168- Tryptone 10,0 g/L,Yeast Extract
5,0 g/L, Sodium Chloride 10,0 g/L, Agar 15,0 g/L) tartilip 1L distile su (dH,0)
ile ¢ozdiiriilerek, otoklav sisesinde, 121C% de 15 dakika otoklavlanarak
steriledilir. Ardindan sicakligi 45-50 C® ye diisiince, steril tek kullanimlik
besiyerlerine dokiiliip sogumaya brakilir. Kullanima hazir olan besiyerleri tist

liste paketlenerek +4 C® de muhafaza edilir.

2.2. Yontem

2.2.1. Organizmanin Elde Edilmesi

Bacillus licheniformis MH101322 bakteri kiiltiirii otoklavlanarak hazirlanmis LB Broth
(MILLER) sivi besiyerine 6ze yardimyla inokiiliim edilerek; 65C* de 48 saat

inkiibasyona birakilmistir ( Sekil 2. 1). Inkiibasyon sonrasi gelisimi gozlenen
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mikroorganizma ornekleri petri kaplarinda hazirladigimiz LB Agar besiyerine 100 ul
inokiiliim ekilerek, yine etiivde 65C® de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonrast ¢alismada kullanilacak saf kiiltiir gogaltilmistir.

Sekil 2. 1: LB Broth siv1 besiyerinde inkiibasyona birakilan 6rnekler.

Bakterilerin stoklanmasi amaciyla; 500 ul Gliserol (%30°luk ) ve 500 pul LB Broth
beriyeri ile 1,5 mI’lik eppendorf tiiplerinde %15 lik gliserol ¢6zeltisi hazirlandi. Calisma
sonucu elde edilen izolattan bu ¢ozelti igerisine bir 6ze dolusu mikroroganizma
konularak vorteks yapildi. 37X ve 37Y olarak numaralandirilan eppendosf tiipleri

stoklanmak iizere -80C® ye alindu.

2.2.2. Bakteriden Genomik DNA izolasyonu

Bacillus licheniformis MH101322 bakterisinin genomik DNAsmi elde etmek igin

sirastyla agsagidaki islemler yapilmistir:

1- Bakteri orneginden 5 ml alinip LB Broth besiyeri igeren ortama alinarak
65C" de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

2- Inkiibasyon sonrasi, 37X ve 37Y olarak adlandirilan 2 tane 15ml’lik falcon
Tiipiine 10 ar ml 6rnek konulup 4100 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

3- Santrifiij sonrasi1 falkondaki siipertant kisim dikkatlice atilip, altta kalan
pelletten 1,5 ml eppendorf tiipiine alinarak, 7000rpm’de 5 dakika santrifiij

edilip, s1v1 kisim atilarak pellet iizerine;
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4-

5-

6-

7

8-

9

10-

11-

« 200pl dH2O

« 50ul0,5M EDTA

« 10ul %20 lik SDS

+ 10ul Proteinaz K (10mg/ml)

« 10ul 1M Tris-HCI (pH:8)

« 5ul 5M NaCl ilave edilen siispansiyon 5 dakika vortekslenmistir.
Ornekler 10 dakika arayla birer dakika vortekslenerek, toplam 30 dakika
boyunca, 65C® deki su banyosunda bekletilmistir.

Stire sonunda her bir siispansiyon iizerine kendi hacmi kadar fenol:
kloroform: izoailalkol (25: 24: 1) eklenip yavasca ters diiz edilmistir.
Ardindan 5 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilerek faz ayrim
gozlemlenmistir. Siipertant kisim faz ayriminin goriildiigii yere kadar
mikropipetle dikkatlice alinip temiz ve yeni bir eppendorf tiipiine
aktarilmistir.

Tekrar siipertant kistm mikropipet yardimiyla dikkatlice yeni ve temiz bir
tiipe aktarilip 5. ve 6. made de belirtilen fenol: kloroform: izoailalkol (25:
24: 1) ekleme islemi 3 kez aynen tekrar edilmistir. Bu islemlerin herbir
yapilisinda santrifiij sonras1 eppendorf tiipiindeki silipertant kisim yeni bir
eppendorf tiipline aktarilarak islem tamamlanmistir.

7. Asama tamamlandiktan sonra yeni bir eppendorf tiipiine ayrilan siipertant
kismin tizerine hacminin 1/10’u kadar 3M NaOAc ile havminin iki kati
kadar absolu ethanol eklenip hafifce ters diiz edildikten sonra -20C°de bir
gece bekletilmistir.

Bir gece inkiibasymn sonunda ornekler -20C°’den almip 10 dakika 1300
rpm’de santrifiij edilmistir. Stipertant kisim atilarak, eppendorf tiipiinde
kalan pellet (beyaz ¢okelti) kurutma kagidi iizerine konularak kurutulur.
Kurutulan pellet in iizerine 200ul dH>O eklenerel ¢ozlinmesi saglanmistir.
Bu ¢ozeltinin {izerine hacmin 1/10’u kadar 0,3 M NaOAc ve 440ul absolii
ethanol eklenip 6rnekler bir gece -20C® de inkiibasyona birakilmistir.

Bir gece inkiibasyon sonunda ornekler 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij
edilip, tekrar siipertant kisim atilarak pelletin bulundugu tiip kurutma kagidi

tizerinde kurutulmustur.
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12- Kurutulmus pellet 100ul dH,0 ile ¢ozdiiriiliip elde edilen bu genomik DNA
nin kalitesinin ve safligini tespit edebilmek icin sirasiyla spektrofotometrik

6l¢tim ve agaroz jelde yiiriitme islemleri gergeklestirilmistir [72].

2.2.3. Genomik DNAnmin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Gen klonlama caligmasini i¢in elde ettigimiz DNA’nin oldukga saf olmasi 6nemlidir.
DNA derisimi ve safligit UV absorbans spektrofotometre ile dlgiilebilmektedir. Saf bir
DNA 6rneginin 260nm ve 280 nm’ deki absorbanslarinin orani 1,8 standart degerinin
¢ok altinda veya istiinde olmasi, DNA da Kirlilik, protein veya fenol bulasisi
olabilecegini gosterir [73]. Elde ettigimiz DNA nin 260nm ve 280nm dalga boylarinda
absorbanslarinin orani OSl¢iilmiistiir. Spekrofotomrtrik ol¢iimlerde kor olarak dH,O

kullanildi.

Tablo 2. 1: DNA o6rneklerinin NanoDrop ile Spekrofotometrik 6lgtimleri.

SAMPIE | Abs260 | Abs280 | ADS230 | 260/280 260/230  concentration(ng/ul) i";‘/r;f'e
37X 2533 | 1375 | 5833 | 184 | 043 1266 dsDNA
37v 232 | 1302 2968 178 078 116 dsDNA

2.2.4. PCR Reaksiyonu

Elde edilen saf DNA 6rneklerinde 16s rRNA bolgelerinin ¢cogaltilmasi icin tablo 2. 2’de belirtilen
PCR kosullarinda reaksiyon gerceklestirilmistir. Bu PCR reaksiyonu 27 Forvard (25 pmol/ul) ve
1385 Reverse (25pmol/ul) primerleriyle kurulmustur. Her bir PCR tupu igin; 2,5 pl 27F, 2,5 ul
1385R, 2,5 ul 10X PCR Buffer, 0,25 ul Tag DNA Polimeraz (5U/ul), 2 ul 25mM MgCl,, 1,5 ul
25mM dNTP Mix, 1pl genomik DNA; 12,75 ul dH,0 ile toplam 25 pl’'lik hacme tamamlanarak

mix hazirlanmistir.

Tablo 2. 2: Genomik DNA 6rneklerinin PCR reaksiyon kosullari.

Sicaklik (°C) 94 °C 94 °C 55°C 72°C 72°C 4°C
Siire (Dakika) 5dk 1dk 1dk 1dk 5dk o0
40 Dongu
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2.2.5. DNA Orneklerinin Jel Elektroforezi ve UV Goriintiileme

PCR reaksiyonu sonrast elde edilen {iriinler; 90 Volt’da, %1’lik Agaroz jelde, 60 dakika

yiiriitiilmiis ve UV goriintiileme cihaziyla goriintiileri kayit altina alinmastir.

e 2ml TAE Buffer (50X), 100 mI’lik dl¢iiye distile su ile tamamlanmuis, igerisine
1gr Agaroz ilave edilip, 1sitmali manyetik karistiricida jen olusuncaya kadar
karigtirilmastir.

e Homojen olarak ¢dziinen bu agaroz jel ¢ozeltisine, elektrolizsonrasi yiiklenen
genomik DNA’larin ultraviyole 1sin altinda acik bir sekilde goriintilenebilmesi
icin, son konsantrasyonu 0,3ul/ml olacak sekilde 5ul Etidyumbromiir
eklenmistir.

e Hazirlanan jel diiz bir zeminde jel tablasina dokiiliip jelin katilagsmasi igin 60
dakika kadar beklenmistir.

o Jel iyice katilastiktan sonra, kuyucuklarin olusmasi i¢in takilan tarak jele zarar
vermeden c¢ikarilarak, jel tablasi elektroforez tankina yerlestirilmistir.

e FElektroforez tankina, jelin tizerini yaklasik 1cm kadar kapatacak sekilde TAE
Tampon ¢ozelti dokiiliir. 50X TAE Buffer ile distile su yardimuyla hazirlanan
1X TAE Buffer tampon ¢ozeltisi kullanilir.

e Jelin ilk kuyucuguna; 2pl bromophenolblue boyasi, 4ul dH,O ve 1pul marker
pipetlenerek yiikleme yapilir.

e Diger kuyucuklara ise her birine; 2pl bromophenolblue boyasi ve 10ul
belirlenen PCR iiriinii pipetlenerek yiikleme yapilir.

e Yiiklemeleri tamamlanip, 90 volt da 60 dakika elktroforez islemi

gergeklestirilmstir.

60 dakika sonrasinda yiikleme yaptigimiz jel kalibi UV goriintileme cihazina

yerlestirilip olusan bantlagsma fotograflanarak cihaza kaydedilmistir.
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2.2.6. Klonlanacak Olan Genomik DNA’nin Plazmite Ligasyonu

PCR diriinleri 6nce tasiyict DNA molekiilleri ile bitlestirilerek rekombinant DNA
molekiilii olusturulup, ardindan o©nceden stoklanip hazirlanmis E.coli kompetent

hiicresine aktarilmistir.

PCR iiriiniine A ekleme reaksiyonu: plazmitdeki T niikleotidi ile PCR f{iriiniin
Uglarina eklenen A niikleotidinin T4 DNA Ligaz enzimi ile birlesmesiyle PCR
iriinlintin ligasyonu saglanmistir. Bu ligasyon islemi i¢in; 0,5 pl 2,5 uM dATP, 1 pl
10X tampon, 1 ul 25 mM MgCly, 1 ul Tag DNA Polimeraz ve 6,5 pl PCR iiriinii
karistmi  hazirlanmustir.  Karisim 70 C®de 30 dakika  bekletilmistir. Klonlama
reaksiyonunda pGEMTEasy (Promega) vektori kullanilmistir.

Xminl 2009
i 7l .
Scal 1820 \r-:rw.l 2707 Apal 14
) Aatll 20
f1 ori Sphi 26
BetZl | 3
Mool KT
. BstZl | 43
Amp . Mot 43
F]-EEM -T Eﬂs‘j' lact Sacll Fala]
Vector EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 654
EcoRI T
Matl T
BstZl T
. Pstl 8e
ari Sall a0
Mdel a7
Sacl 105
Bst¥l | 118
Msil 127
141

T sps

Sekil 2. 2: pGEMT-Easy vektorii (Promega)

Vektoriin elde edildigi firma tarafindan belirlenen protokol uygulanmistir. Buna gore
asagida miktarlarda reaksiyon gerceklestirilmis ve 16°C’ de 24 saaat inkiibasyona

birakilmustir.
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Tablo 2. 3: pGEMT-Easy vektoriiyle ligasyon reaksiyonu bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri

2X Rapid Ligation Buffer, | Sul

PGEM®-T Easy Vector | 1ul
(50ng)

PCR firiinii (insert) Xul*

T4 DNA Ligase (3 Weiss | 1ul
units/pl)

Deiyonize su 10pl’ye tamamlanir

Reaksiyona girecek insert miktar1 asagidaki formiilii ile belirlenmistir;

vector (ng ) x insert (kb) x insert (mol) - kullanilmasi gereken insert miktari

(ng)

Vektor (kb) plazmid (mol)

2.2.7. Genomik DNAnin Kompetent Hiicreye Transformasyonu
Klasik transformasyon prosediirii uygulanmistir. Buna gore:

e CaCl, yontemiyle kompetan hale getirilip -80°C’de stoklanmig kompetent
hiicrelerden 100uL alinip buz iizerinde 5 dakika bekletilmistir.

e Ligasyon sonrasi elde ettigimiz iiriin buz lizerinde kompetent hiicreye eklenip 30
dakika beklemeye birakilmistir.

e Kompetan hiicrelere DNA nin girigini uyarmak i¢in; siire sonunda buzdan alinan
ornekler 42°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 1 dakika 1s1 soku muamelesi
yapilmustir.

e Daha sonra oOrnekler 1s1 blogundan alinip tekrardan 3 dakika buz iizerinde

tutulmustur.
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e Siire sonunda iizerine 500 uL LB eklenip ve 37°C’de 35 dakika inkiibasyona
brrakilmastir.

e Inkiibasyon sonrasinda 2 dakika 10000 rpm’de santrifiij edilmistir.

e Bu sirada ekip yapilacak petri kaplarina 40’ar uLL XGal eklenmistir.

e Santrifiij edilen Ornekler, tiip icerisinde 50 pL siipertant kalacak sekilde,
siipernatant kismin geri kalan1 dokiilmiis ve pelet bu 50 puL silipertant igerisinde
¢Ozdlrilmiistiir.

e Ardindan bu ¢6zelti petri kapindaki LB Agar-Amfisilin-XGal yiizeyine yayilmis
ve bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir.

Bu transformasyon yontemiyle inkiibasyon sonrasinda olusan mavi ve beyaz
kolonilerden transforme olan beyaz koloniler segilerek numaralandirilmistir.
Numaralandirilan kolonilerden 6zeyle alinarak aseptik kosullarda 50 pL X-Gal ve LB
Agar Amfisilin (100 pg/uL) igeren petrilere ¢izgi ekimleri yapilmistir. Oze uglarinda
kalan amfisilinli kisim igerisinde 10 ml’lik LB broth besiyeri olan erlene aktarilmistir.
LB Agar amfisilin X-Gal iceren petriler ile LB besiyerleri 37°C’de bir gece

inkiibasyona birakilmistir.

2.2.8. Plazmit Izolasyonu

e Bakterinin gelistirilmesi: Secilen beyaz kolonilerden plasmit izolasyonu igin

koloniler LB agar ampisilin (100 pg/ul) iginde, 120 rpm ve 37°C’de bir gece
biliylimeye birakilmistir. Ardindan besiyerleri falkon tiiplerine aktarilmis ve 5
dakika 8000 rpm’de santrifiij edilerek stipernatant kisim uzaklastirilmistir. Pelet
tizerine 1000 pl 50 mM Tris-HCI (pH:8,0) eklenip vortekslenmistir. pipetleme
yardimt ile de pelet ¢oziilmiis ve eppendor tiiplerine alinmistir. Eppendorflar

8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip, stipertant uzaklastirilmistir.

e Bakteri ¢okeltisinin par¢alanmasi: 150 pl Lizozim-Tris ile 8,0 pH’da ki 20 ul 0,5

M EDTA Kkaristirilarak pelet tizerine aktarilarak bu soliisyonda ¢ozdiiriilmiistiir.
Cozelti 30 dakika buzda bekletilmistir.
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e Plazmit DNA’sinin ¢oktiiriilmesi ve saflastirilmasi: Buzda bekletilmis olan her
bir eppendorf tiipiine 400ul 0,2 M NaOH- %1 SDS (1: 1) eklenenip, tiipler
hafifge ters diiz edilmistir. Bes dakika buzda bekletilmistir. Ardindan tizerlerine

300ul 7,5M amonyum asetat eklenmistir. Tiipler yavasca ters diiz edildikten
sonra 10 dakika buzda bekletilmistir. Siire sonunda ¢dken plazmitin
saflagtirilmas1 gerekmektedir. Bu yiizden buzdan alinan tiipler 15 dakika 8000

rpm’de santrifiij edilmistir. Stipertant yeni temiz eppendorflara aktarilmistir.

e Fenol-kloroform uygulamasi: Siipernatantlarin iizerine 800 pl fenol+ kloroform:

izoamilalkol (25:24:1) eklenmistir. Tiipler 5 dakika boyunca iyice karistirilip, 2
dakika 8000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiiplerde 3 faz ayrimi
goriilmiis ve en iistte ki plazmit igeren faz yeni bir tiipe aktarilmistir. Uzerlerine
her bir siipernatantin hacminin 0,6 kati1 olacak miktarda 2-Propanol eklenmistir.
Tiipler ters diiz edilerek 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan
8000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek, Siipernatant uzaklastirilmis ve kalan
pelet kurutulmustur. Pelet {iizerine 200 pl 0,3 M NaOAc eklenerek
¢ozdiiriilmiistiir. Bu ¢dzelti {izerine 400pul absolut etanol eklenerek -20C® de bir
gece boyunca inkiibe edilmistir. Bir gece bekletilen tiipler 10 dakika 8000
rpm’de santrifiij edilip, slipernatant uzaklastirilmistir. Pellet kurumaya
birakilmigtir. Kuruduktan sonra 30ul TE ile ¢ozdiiriilerek -20C°’de muhafaza

edilmistir.

2.2.9. DNA Dizi Bilgilerinin Belirlenmesi

Plazmite yerlestirilen genlerin DNA dizi verilerini belirlemek igin, bakterilere 6zgii olan
ve evrensel kabul edilen primerler [Primer 1: 27 F ( 5’-GAG TTT GAT CCT GGC
TCA-3’) ve Primer 2: (1385R) (5’-CGGTGTGT[A/G]JCAAGGCCC-3)] ile PCR
reaksiyonu  gerceklestirilmigtir. PCR  sonrasi istenilen bdlgenin  cogaltilip

cogaltilamadig1 teyid etmek i¢in elde edilen {iriin, %1 °lik agaroz jelde yiiriitilmiistiir.

Klonlanmis 6rneklerden PCR sonucu elde edilen iiriin sekans analizine gonderilmistir.
Sekans analizi sonuglart NCBI (National Center for Biotechnology Information)

tizerinden BLAST analizi edilmistir.
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e Bakteri izolatlarinin protein aktivitesinin belirlenmesi: Bakteri izolatlarmim

enzim aktivitelerini belirlemek igin Oncelikle, sivi besiyerinde inkiibe edilen
kiiltiirlerden ependorf tiiplerine 1,5 mL alinarak 5 dakika 12000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Ependorf tiiplerinin slipernatant kismindan 0,5 ml alinarak, aym
miktarda % 1°lik ksilan ¢ozeltisiyle tiipte karismasi saglanmistir. Karigim 1 saat
boyunca 65°C’de bekletilmistir. Siire sonunda reaksiyon durdurmak icin tiip
tizerine 1 ml DNS c¢ozeltisi eklenmistir. Tiip 5 dakika boyunca sicak su
banyosunda tutulur. Uzerine 5 ml distile su ilave edilip, ters diiz edilerek
karistirllmistir.  Nanodrop cihazi ile spektrofotometrik Olglimleri yapilan

orneklerden saflig1 en yiiksek olan rekombinant olarak iiretilmistir.

2.2.10. p — Galaktozidaz Proteinine Ait Genlerin Klonlanmasi

2.2.10.1. Biyoinformatik Analizler

Calismada rekombinant proptein olarak tiretilecek B-galaktozidaz geninin Bacillus
licheniformis bakteri genomunda belirlenmesi ve E.coli’den heterolog protein olarak
elde edilmesi i¢in klonlama ¢alismalarinda kullanilmak istenen primer DNA dizileri ve
B-galaktozidaz enzimini kodlayan proteinlerin belirlenebilmesi i¢in NCBI Genbank veri
taban1 ile WebCutter, Clustalw/, BLAST gibi biyoinformatik araglar kullanilmistir.
Primer DNA’larin tasarimi i¢in aday gen dizileri Webcutter ile restriksiyon kesim
analizi yapilip, gen bolgesini kesemeyen restriksiyon enzimleri belirlenmistir.
Belirlenen bu restriksiyon enzimlerden pQE 40 vektoriiniin ¢oklu klonlama bolgesinde
bulunanlar primer dizilerine eklenip, primer dizilerin tasarimi yapilmistir. Tasarlanan

Primerler BLAST ile analiz edilmistir.
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Tablo 2. 4: Biyoinformatik analizler sonucu belirlenerek PCR analizinde kullanilan

primer DNA dizileri (sar1 renkle isaretlenmis bolgeler restriksiyon tanima bolgelerini
belirtmektedir).

Gen Primer Ad1 Primer DNA dizisi Restriksiyon
Enzimi
) GTCGACGCAAGCTTC
F- B-galaktozidaz Xbal
GCTCCATATGCCA
B-galaktozidaz AAGCTTGTGGTCGAC
R- B-galaktozidaz AGATCTCTCGAGCTCT | Kpnl
TTTG

2.2.10.2. B-Galaktozidaz’in E.coli’de Rekombinant Olarak Uretilmesi

Tablo 2. 4’de belirlenmis olan genler PCR ile g¢ogaltilip tasiyici vektore, sonra da

E.coli’ye aktarilmistir. Oncelikle genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Izole

edilen genomik DNA kalip olarak kullanilmistir. Aday genlerin amplifikasyonu Tablo

2. 4’de belirtilen primerler kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR iiriinleri % 1’lik agaroz

jelde yiiritiiliip, ilgili gene ait istenen biiyiikliikkteki DNA bantlar1 gézlemlenmis ve

jelden kesilerek saflagtirilmistir. Jelden saflastirilan diriinler 6nce TA klonlama ile

PGEMT-Easy vektoriine, ardindan E.coli DH5-a konakgisina 1s1 soku ile aktarilmistir.

Pozitif klonlardan saflagtirilan plazmit DNAlar1 Xbal, Kpnl enzimleri ve primer DNA

tizerindeki tanima dizileri bulunan uygun restriksiyon yerlerinden kesim reaksiyonuna

alinmis ve saflastirilmistir.

Kullanilan vektdrler: Bacillus Licheniformis bakterisinden -galaktosidaz genini

klonlayabilmek  i¢in  pGEMT-Easy  vektorii  (Promega)kullanilmistir.
Rekombinant protein ifadesi icin ise pQE 40 vektorii (SnapGene) kullanilmigtir
(Sekil 2. 3). B-galaktozidaz proteininin vektor lizerine yerlesebilmesi igin boliim
2.2.10.1.’de bahsi gecen enzimler ile yagiskan uglarin olusturulmasi
gerekmektedir. Bu sebeple tasarlanmis olan primerler kullanilarak; f-

galaktozidaz pQE 40 vektoriine tranformasyonu saglanmistir. Transforme
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olanlar amfisilinli agar {izerinden segilmistir. Transforme olan pozitif

kolonilerden protein izolasyonu yapilmistir.
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Sekil 2. 3: pQE 40 vektoriiniin sekli (SnapGene).

e Ligasyon: plazmitte bulunan Timin niikleotitleri ile PCR iiriiniiniin ¢ogaltilmasi
sirasinda Taq polimeraz enziminin {riniiniin uglarima ekledigi Adenin
niikleotidinin biraraya gelmesi T-A klonanmasi prensibi ile ger¢eklestirilmistr.
PCR iiriinii ligasyon agsamasi i¢in hazirlanirken;

e 1 puL 10X tampon,

e 1 uL 25 mM MgCl,,

e 0,5uL2,5uM dATP,

e 6,5 uL PCR firiinii,

e | uL Taq DNA Polimeraz karigimi hazirlanmis,
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70C® de 30 dakika inkiibe edilmistir.

Reaksiyon sirasinda pGEMT-Easy vektorii (Promega) kullanilmistir.
Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in; 5 pL 2x Rapid Ligation Bufer, 1 puL pGEM-T
Easy Vektor, X pL Insert ( insert miktar1 kullanilan kullanilan vektdriin alindig
firma tarafindan belirtilen protokole gore hesaplanmistir), 1 uL T4 DNA Ligaz
(5u/uL)  deiyonize su ile 10uL’ye tamamlanip, 24 saat 16C°’de inkiibe

edilmistir.

Transformasyon: -80°C’de stoklanan kompetent hiicreler buz iizerine konulup 5

dakika bekletilmistir. Ligasyon sonrasi elde ettigimiz {irlin buz {izerinde
kompetent hiicreye eklenip 30 dakika beklemeye birakilmistir. Kompetan
hiicrelere 42°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 1 dakika 1s1 soku muamelesi
yapilmistir. Daha sonra Ornekler 1s1 blogundan alinip tekrar 3 dakika buz
lizerinde bekletilmistir. Siire sonunda iizerine 500 uL LB eklenip ve 37°C’de 35
dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 10000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. Bu sirada ekip yapilacak petri kaplarina 40’ar pL. XGal
eklenmistir. Santrifiij edilen Ornekler, tlip igerisinde 50 pL siipertant kalacak
sekilde, slipernatant kismin geri kalan1 dokiilmiis ve pelet bu 50 pL siipertant
icerisinde ¢Ozdiiriilmistlir. Ardindan bu ¢dzelti petri kapindaki LB Agar-
Amfisilin-XGal yiizeyine yayilmis ve bir gece 37°C’de inkiibe edilmistir. Bu
transformasyon yontemiyle inkiibasyon sonrasinda beyaz kolonilerden 6zeyle
alimarak aseptik kosullarda 50 pL X-Gal ve LB Agar Amfisilin (100 pg/uL)
igeren petrilere ¢izgi ekimleri yapilmistir. Oze uglarinda kalan artiklar amfisilinli
kissm 10 ml’lik LB besiyeri igeren erlene alinmistir. XGal igeren LB Agar
amfisilin petrileri ile LB besiyerleri 37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.

Plazmit izolasyonu: Secilen beyaz kolonilerden plasmit izolasyonu i¢in koloniler

LB agar ampisilin (100 pg/ul) iginde, 120 rpm ve 37C°’de bir gece biiylimeye
birakilmigtir.  Ardindan besiyerleri falkon tiiplerine aktarilmistir. Tiipler 5
dakika 8000 rpm’de santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirilmistir. Geride kalan
pellet iizerine 1000 pul 50 mM Tris-HCI (pH:8,0) eklenip vortekslenmistir.
Pipetleme yardimi ile de pellet ¢oziilmiis ve eppendor tiiplerine alinmistir.

Eppendorf tipleri 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek siipertant
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uzaklagtinnlmigtir. Bakteri peletini pargcalamak igin pelet iizerine lizere 150 ul
Lizozim-Tris ile 8,0 pH’da ki 20 ul 0,5 M EDTA ¢ozeltisi aktarilarak pellet bu
ortamda ¢Ozdiriilmiistir. Cozelti 30 dakika buzda bekletilmistir. Plazmit
DNA’sinin ¢oktiiriilmesi i¢in buzda bekletilen eppendorf tiiplerine 400 ul 0,2 M
NaOH- %1 SDS (1: 1) eklenenerek, tiipler birkag kez ters diiz edilmistir. Tiipler
5 dakika buzda bekletilmistir. Ardindan iizerlerine 300 pl 7,5 M amonyum asetat
eklenip tiipler yavasga ters diiz edilmis ve 10 dakika buzda beklemeye
alinmistir. Siire sonunda dibe ¢oken plazmiti saflastirmak i¢in 8000 rpm’de 15
dakika santrifiijedilmigtir. Siipertant yeni temiz eppendorflara aktarilmistir.
Siipernatantlarin  tizerine 800 pl fenoltkloroform: izoamilalkol (25:24:1)
eklenerek tiipler ¢alkalanmis ve 5 dakika boyunca iyice karigmasi saglanmistir.
Ardindan 2 dakika 8000 rpm’de santrifiij edilip ve tiiplerde 3 faz ayrimi
goriilmiis ve en {ist faz plazmit icerdigi i¢i yeni bir tiipe aktarilmistir. Uzerlerine
her bir slipernatantin hacminin 0,6 kati1 kadar 2-Propanol eklenmistir. Tiipler ters
diiz edilip 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 8000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilerek, silipernatant uzaklastirilmis ve pelet kurutulmustur.
Pelet tizerine 200 pl 0,3 M NaOAc eklenerek ¢ozdiirtilmiistiir. Bu ¢ozelti lizerine
400 pl absolut etanol eklenerek -20C*de bir gece boyunca inkiibe edilmistir.
Sitire sonunda tiipler 8000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklagtinlmis ve pelet kurutulmustur. Kuruduktan sonra 30 pl TE ile
cozdiiriilerek -20C®’de muhafaza edilmistir.

Plazmitin restriksiyon enzimleriyle kesimi: izole edilen plazmitin istenilen DNA

parcasint igerip icermedigini belirlemek icin belirlenen bolge restriksiyon
enzimleriyle kesilmistir. Bir tiip icerisinde; 1 pL restriksiyon enzimi, 1 uL. 10X
enzim tamponu, 1 pL Plazmit (1.380 ng/ulL) ve 7 uL. dH,0O karisimi eklenerek
ile 37C%de 16 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras igerisinde klonlanmis
DNA parcasi igerdigi belirlenen koloniler ‘pozitif koloni’olarak adlandirilmistir
[72].

PCR ve jelden saflastirma: Klonlanmis DNA pargasi igeren pozitif kolonilerin

PCR ve jel elektrofesi ile klonlanmig DNA parcalarinin bant biiytikliikleri (bg)
gozlemlenmistir. Jelnelektroforezi yapilan PCR iirlinlerinin olusturdugu bant

biiyiikliikleri tespit edilip olusturduklart bant UV 1sik altinda dikkatlice
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kesilmistir. DNA parcalar1 jelden, QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) ile
kesiligtir. Kesim sirasindaki islem basamaklar kit tizerinde belirtilen protokole

gore uygulanmistir.

2.2.11. p — Galaktozidaz Enzimine Ait Proteinin E.coli’de Heterolog Olarak

Uretilmesi ve Saflastiriimasi

Elde ettigimiz pozitif klonlardan B-galaktozidaz enzimi iiretilmis ve saflagtirilmistir. Bu
pozitif klonlardan enzimi saflastirmak i¢in Klonlar Amfisilin-LB iceren besi ortamda
37C°°de inkiibe edilmistir. Ardindan IPTG ile indiiklenerek protein ifadesi saglanmistir.
Inkiibasyon sonras1 bu hiicrelerden total protein izolasyonu yapilmistir. izole edilen
proteinlerden 6X-His takisina sahip rekombinant proteinler Nikel afinitesi ile
saflastirilmmustir. Saflastirma sonrasinda elde edilen proteinlerin dogru bigimde ifade
edildiklerini teyid etmek ve saflagtirilan proteinin molekiiler agirligini tespit etmek i¢in
SDS-PAGE ile analizi uygulanmistir [74].

2.2.11.1. p — Galaktozidaz Proteininin E.coli’de Rekombinant Olarak Uretilmesi

Rekombinant protein iiretilmesi igin B—Galaktozidaz proteini ekspresyon plazmitine
aktarilmig; proteinin  izolasyonu, saflastirmasti ve SDS Page asamalar
gerceklestirilmistir. f—Galaktozidazin rekombinant olarak ifade edilebilmesi i¢in pQE40
vektorii sayesinde yiiksek miktarda protein ifadesi olugmasi saglanmistir. pQE 40
vektorii ¢oklu klonlama bolgesinde bir¢ok restriksiyon enziminin tanima dizilerini ve

bununla beraber amfisilin direng bolgesi igermektedir.

2.2.11.2. p — Galaktozidaz Proteininin izolasyonu

Klonlanmis DNA parcas1 igeren pozitif beyaz kolonilerden istenilen protein izole

edilmistir;

e  Pozitif kolonilerden 10 ml’lik kiiltiir alinip amfisilinli LB besi yerinede 16

saat inkiibe edilmistir.
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e 16 saat sonunda ortama 0,1 M IPTG (izopropil-beta-D-
thiogalaktopiranosit)’den 100 uL eklenmis ve 3 saat boyunca, birer saat
aralikla hiicreler alinmistir.

e Alnan hiicreler 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Sonrasinda 1
ml TES (100 mM Tris HCL pH: 7,5, 100 mM EDTA ve 100 mM NaCl ile
50 ml) ile yikanmislardir.

e Yine ayni santrifiij kosullarinda ve 180 puL TES ile ¢ozdiiriilmistiir.

e Elde edilen ¢ozeltiye 0,02 gr lizozim (10 mg/ml) ve 50 mM TrisHCL
(pH:8) ile muamele edilmis ve distile su eklenerek hacmi 2 ml’ye
tamamlanmustir.

e Ardindan 2 pL ve 10 pL deterjan kokteyli (150 uL Tween 20 ve 150 pL
Triton x100) eklenerek 20 dakika buz tizerinde bekletilmistir.

e Sonrasinda 50 pL 50 mM Tris HCL, 0,8 pL Endoniikleaz ve 1,5 pL 1 M
MgCl; eklenip 20 dakika oda kosullarinda inkiibe edilmistir.

e Karisim oda kosullarindan alinip 20 dakikaligina - 80°C’ye birakilmistir. 20
dakika sonra tekrar oda sicakligina almip cozdiiriilmiistiir. Bu sogutma
¢Ozdirme islemi iki kez tekrarlanmustir.

e Son olarak karisim +4 C*ye ayarlanmig sogutmali santrifijde yaklasik 15
dakika boyunca 12000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim yeni

bir eppendorf tiipiine alinip saflastirma iglemine gecilmistir [72].

2.2.11.3. Saflastirma

Saflastirma asamasi i¢in Histidin affinitesi gosterek bunlari tutan Ni-NTA agarose
(QIAGEN Kat. No: 30230) boncuklari kullanilmistir. Saflatirma asamalar1 Ni-NTA
agarose kitinde belirtildigi gibi uygulanmstir:

e Ni-NTA agarose boncuklarindan 120 pl alinmis ve sogutmal santrifiijde (+4°C),
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

e Ni-NTA agarozlar1 Buffer C; 8 M urea, 100 mM NaH,PO, ve 10 mM Tris HCI
ile pH:6,3 olacak sekilde hacmi 1000 ml’ye (dH»O ile) tamamlanip 3 dakika
karistirilsmistir. Ardindan 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve Bu asama

3 kez tekrarlanmustir.
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e Islem sonrasinda protein igeren sivi Ni-NTA agarose boncuklar1 ile
karistirllmistir. Karistiricr tabla iizerinde gece boyunca +4°C’de bekletilmistir.

e Bir gece sonunda drnekler +4°C’de 5 dakika 3000 rpm’de santrifiij edilmistir.

e Elde edilen pelet 500 uL Buffer C (Ni-NTA i¢in) ve 1X PBS ile yikanmistir. 3
dakika karistirict tabla iizerinde karistirildiktan sonra 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Bu islem 5 kez tekrar edilmistir.

e 5. Kez santrifiij yapilip siipertant kisim atildiktan sonra pellet tizerine 100 pL
Leamli buffer (250 uL 0.5 M Tris HCI (pH:6.8), 200 uL. % 20 SDS, 200 uL
Gliserol, 100 puL B-merkaptoetanol ve ¢ok az Bromfenol blue eklenip dHO ile
1Iml’ye tamamlanarak 10 dakika kaynatilmistir.

e Son olarak kaynatma isleminden sonra orenklerden 10 pL alinip SDS-Page

jeline ylikleme yapilmustir.

2.2.12. SDS Page Jeline Yiikleme

SDS-Page jele yiikleme yontemi prensip olarak; proteinlerin molekiil agiliklarina goére
ayrimin1 saglamak i¢in akrilamid jelde elektrik akimiyla yiiriitiilmesine ve bunlarin
tespit edilmesine dayanir. Bio-RAD firmasindan temin edilen jel sistemi kullanilmigtir.
SDS-Page saflagtirma isleminde ayirma ve yiiriitme tamponu birlikte kullanilmigtir.
Ayirma tamponu olarak; 1,7 ml %30 Bis-akrilamid, 2,5 ml 0,5 M Tris HCI (pH:6,8), 0,1
ml %10 SDS, 5,7 ml dH,0, 10 ul TEMED ve 50 ul amonyom persiilfat ile %10 luk
olarak hazirlanmis tampon kullanilmigtir. Yiiriitme tamponu olarak da %10 luk olarak;
3,3 ml %30 Bis-akrilamid, 2,5 ml 1,5 M Tris HCI (pH:6,8), 0,1 ml %10 SDS, 4,1 ml
dH,0, 5ul TEMED ve 50 pl amonyom persiilfat ile hazirlanmis tampon kullanilmistir.

Ayirma ve yiriitme tamponlariyla hazirlanmis olan jele 10ar pl saflastirilmis
orneklerden ve marker olarakta Kaleidoscope prestained standards (Bio-RAD, Kat.
N0:161-0324) markirt yiiklenip, 80V’ta 2 saat yiiriitilmiistiir. Siire sonunda SDS jel

gOriintlisti alinip markera gore okuma yapilmistir.
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3. BULGULAR

Bakterilerin molekiiler tiiriiniin belirlenmesi i¢in 16S rRNA gen bolgesi saflastirilmistir.
Bu boélgenin saflastirilmasi ile beraber baz dizisi Dizi analizi ile hedeflenmistir. Bu
amacla once orneklerden genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Sonrasinda 16S rRNA
bolgeleri PCR’la belirlenerek istenilen gen bdolgelerinin klonlamasi ve sekans analizi

yapilarak tiirler tanimlanmaistir.

3.1. Genomik DNA Eldesi

Tez c¢alismamizda bakterilerin  genomik DNA’lar1 izole edilip DNA’larinin
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik odl¢iimle belirlenmistir. Izole edilen genomik
DNA’lar 16S rRNA gen boélgeleri igin spesifik olan primerler ile PCR ile amplifiye

edilmistir. Bu PCR {iriinleri agaroz jelde yiiriitiilmiis ve UV goriintiileri elde edilmistir.

Beklenen biiytikliik olan 1700 baz ¢ifti 16S rRNA ait {irlinleri olustugu gortilmiistiir
(Sekil 3.1).

Sekil 3. 1: DNA izolatlarinin PCR sonrast jel elektroforezi sonucu

3.2. DNA Dizi Analiz Sonuglari

PCR iiriinleri klonlanarak sekans analizleri yapilmistir. Sekans analizleri sonucu elde
edilen verilere dayanarak tiiriin Bacillus licheniformis oldugu belirlenmistir.

3.3 P — Galaktozidaz geninin Bacillus licheniformis’ten Klonlanmasi

B — Galaktozidaz geninin Bacillus licheniformis’ten iretilmesi igin sirasiyla; gDNA’
lardan B — galaktozidaz genine ait bolgenin PCR ile saflastirilmasi, ligasyon,

transformasyon, plazmit izolasyonu, restriksiyon enzimleri ile geni tastyip tasimadiginin
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belirlenmesi ve genin dizi analizi yapilarak klonlamanin tamamlanmasi
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda oncelikli olarak gDNA’lardan B — Galaktozidaz geni
primerleri kullanilarak § — Galaktozidaz gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltilmistir (Sekil 3. 2).

1900 bg

Sekil 3. 2 : B — Galaktozidaz gen bolgeleri jel elektroforezi sonucu

Izolasyonda PGEMTeasy vektoriiniin, B-galaktozidaz genini tasiyip tasimadigini
belirlemek i¢in Xbal ve Kpnl restriksiyon enzimleri ile kesim yapilmistir. Restriksiyon
enzimleriyle kesimi gerceklestirilen {iriinlerden yaklasik 3000 bg. PGEMTeasy
vektoriine ve 1900 bg. B -galaktozidaz genine ait bolgeler goriilmiistiir (Sekil 3.3). Bu

sonuglar B-galaktozidaz geninin basarili bir sekilde klonlandigint gostermistir.

M

[N «— 3000 bg

PR «— 1900 bg

Sekil 3. 3: P — Galaktozidaz geni igeren plazmidin restriksiyon enzimleriyle kesimi
sonucu elde edilen agaroz jel goriintiisii. M: Lambda DNA/EcoRI /Hind I11 Marker.
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3.4 Rekombinant Olarak Elde Edilen p — Galaktozidazin Ekspresyonu

6x Histidin takis1 bulunan pET16b vektorii protein ekspresyonu vektorii olarak
kullanilmistir. p — Galaktozidaz genini tasiyan insort; pET16b vektoriine yerlestirilmistir.
Daha sonra ilgili vektor E. coli Rosetta’ya aktarilmis ve protein izolasyonu yapilmistir.
Elde edilen protein izolatlar1 histidin affinitesi gosteren ve Nikel NTA bocuklari
bulunan agaroz jelde saflagtirilmistir. Protein 6nce 6X His histidin takilarini tutan Ni-
NTA boncuklart yardimi ile filtrede tutulmus, sonra da kit soliisyonlar1 ile enzim
saflastirilmistir. Ardindan Anti-His antikoruyla Western blot analizi yapilmis ve SDS-
PAGE sonucu dogrulanmistir. Saflastirilan proteinin  B. licheniformis’e ait f-
galaktozidaz oldugu belirlenmistir. Ni-NTA boncuklar1 ile saflagtirillan enzim
belirlenmigtir. Sekil 3. 4’de goriildiigli lizere jelde protein bantlagsmasi gozlenmistir
(Sekil 3. 4). Tim bu islemler sonucunda proteinin yaklasik 70 kDa biyiikligiinde
oldugu tespit edilmistir. Bu da ekspresyonun basarili bir sekilde oldugunu gostermistir.

Boylece rekombinat f-galaktozidaz proteinin basarili bir sekilde tiretildigi goriilmiistiir.

170kDa —
130kDa

100kDa —

70kDa — , 70kDa

55kDa

40kDa

35kDa —

25kDa

Sekil 3. 4: Ni-NTA saflastirilmasi sonucu elde edilen  — Galaktozidaz enzimine ait jelin

goruntusu.
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4. TARTISMA

Insan niifusunun hizla artmasimi takiben yeni ihtiyaclarin olusmasi ve bunlarin
karsilanabilmesi i¢in hizli ve talebi karsilayabilecek kadar biiylik miktarlarda,
siirdiiriilebilir, yiiksek kapasiteli ve hizli ¢oziimler saglayacak proseslere ihtiyac
duyulmustur. Bu ihtiya¢ arastirmacilart ve bilim insanlarint biyoteknolojiye
yonlendirmistir. Kimyasal ¢oziimlerin aksine biyolojik kaynakli kendi kendine yetebilen
coziimler daha cazip hale gelmistir. bu kapsamda biyolojik kaynakli endiistiyel
enzimlerin kullanilmasi; siireci hizlandirmasi, tekrar tekrar kullanilabilir olmalari,
yilksek verim saglamalari ve ekstrem kosullarda bile calisabilmeleri nedeniyle
biyoteknolojiye her alanda ivme kazandirmistir. Endistriyel enzimlerin biiyiikk bir
cogunlugunu mikrobiyal kaynakli enzimler olusturmaktadir. Mikroorganizmalar
arasindaki spesifik farkliliklar, trettikleri enzimlerin de ekstrem kosullarda bile
calisabilmesine olanak saglamistir [76]. Yapilan arastirmalar termal kaynaklardan izole
edilen mikroorganizmalardan termostabil {iiriinler eldeedilebildigini gostermektedir.
Ayrica bir ¢cok patojen mikroorganizma bu ekstrem kosullarda yasamini siirdiiremedigi
icin termofilik mikroorganizmalarin kullanildig1 proseslerde patojenite riski ortadan
kalmaktadir. Tim bu o6zellikler termofilik mikroorganizmlardan elde edilen
galaktozidaz, amilaz, pullulunaz, seliiloz, kitinaz, ksilinaz ve pektinaz enzimleri;
gida, kimya, ilag sanayii, tekstil, deterjan {iretimi ve g¢evre biyoteknolojisi gibi bir¢ok
alanda kullanilmaktadir. Literatiir incelendiginde ticari enzim {iretiminde kaynak
mikroorganizmlarin ¢ogunlukla Bacillus tiirlerinden secildigi goriilmiistiir. Bacillus

tiirlerinin izlasyonunun kolay olmasida oncelikli tercih olma sebeplerinden biridir.

Ulkemizinde biiyiik bir ekonomik degere sahip olan enzim teknolojisi konusunda
inovatif irlinler ve iiretimler yapmasi lilke ekonomisine biiylik katki saglayacaktir.
Ulkemizin termal kaynaklarca zengin olmasi bu acidan kullamalabilir biyolojik
kaynaklar olusturabilmektedir. Adiglizel ve arkadaslart (2011); Erzurum pasinler
bolgesindeki termal kaplicalardan izole etiikleri bakterilerin genotip ve fenotip
karakterizasyonlarini belirlemk icin yag asidi, BOX PCR profilleme metodlar1 ve 16S
rDNA dizileme verileri kullanarak toplam 9 bakteri susunu karakterize etmislerdir.
Bunlardan dort sus Bacillus licheniformis, diger bes sus ise Aeribacillus pallidus olarak

tanilanmustir [26]. Genetik olarak 16S rRNA dizileri arasinda oldukc¢a fazla benzerlik
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bulunan (% 98,5-99,2) termofilik basiller fenotipik ve filogenetik olarak oldukg¢a
uyumlu bir yap1 gosterirler [77]. Rey ve arkadaslart (2004) , yaptiklart arastirmada
Bacillus subtilus ile Bacillus licheniformis tiirlerinin genomik yapilarinin oldukga
yakinlik gosterdigini ortaya koymuslardir. B. licheniformis ATCC 14580 genomunun
4,222,336 baz iftli (bp) dairesel bir kromozom iceren tam niikleotit sekansini belirleyip
gen diziliminin Bacillus subtilus ile % 80 oraninda benzer oldugunu tespit
etmislerdir[77]. Calismamizda kullandigimiz mikroorganizmamiz yerli termal
kaynaklardan izole edilerek; 16S rRNA dizi analizi ve sekans analizi sonucunda,

termofilik Bacillus Licheniformis MH101322 olarak tanimlanmustir.

Kendi cografyamizdaki termal kaynaklardan elde edilen tiirlerle yapilan bir diger
arastirmada; Kaplan ve arkadaslarinin (2013), Batman-Taslidere de ki sicak su
kaynaklarindan izole ettikleri gram pozitif, fakiiltatif, anaerobik mikroorganizma olan
Bacillus Licheniformis KG9 bakterisinden; termostabil, ekstraseliiler, [-galactosidaz
enzimini, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ile kismen saflastirmayla elde
etmislerdir. Enzimin spesifik aktivitesinin Amonyum siilfat ¢oktiirme ile kismi artis

gosterdigini otaya koymuslardir.

Akcan ve Baysal (2010), substrat olarak piring kabuklarindan, -galaktosidaz tiretim
kaynagi olarak Bacillus licheniformis’in yabani susunu kullanarak, Kati Substrat
Fermantasyonu yontemiyle, farkli azot (amonyum siilfat, amonyum nitrat, amonyum
kloriir, yeast extract, pepton, tripton) ve karbon kaynaklarinda (glukoz, galaktoz, sukroz,
fruktoz ve laktoz) enzim liretimi i¢in optimum siire belirlenmeye ¢alisilmiglar. 72 saat
inkiibasyona birakilan Orneklerden, her 24 saatte bir enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir.
optimum inkiibasyon siiretinin 48. saat oldugu, ilerleyen saatlerde ortama eklenen azot
ve karbon kaynaklarimin enzim iretimini baskiladig tespit edilmistir. Bu ¢alisma uygun
kosullarda Bacillus Licheniformis’ den B-galaktosidaz enzimi sentezinin farkli

substratlar kullanirakta miimkiin olabilecegini géstermektedir.

Laktozun hidrolizi sonrasi islenmesi [- galaktozidazin gida sektoriince ¢okga
kullanilmasina sebep olmustur. Laktozun hidrolizi ile olugan glikoz ve kalaktoz; laktoza
gore daha kolay absorblanabilir, atliliklar1 daha yliksektir ve kristallesmeye yatkin
degillerdir. Glinimiizde laktozun enzimatik hidrolizi ile elde edlen iiriinler yiyecek ve

icecek sektoriiniin yani sira aritma, geridoniisim ve yenilebilir {irlin iiretiminde de
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kullanilmaktadir. Enzimin kullanilacagi prosese gore farkli sicakliklarda stabilite
gdsterebilir olmas1 dnemlidir. Oyle ki termofilik ve mezofilik olarak yaygin olarak izole
edilebilen bir enzim oldugu gibi enzimin izole edildigi kaynaga gore psikrofil 6zellikte
gosterebilmektedir. Karasova ve arkadaslar1 (2002); Antarticadan izole etttikleri 21
laktik asit bakterisi arasindan, psikrofil ve soguk aktif B-galaktosidazin mikrobiyal
kaynagini bulmaya ¢alismislardir. Bunlar laktozu hidroliz edbilme ve transglikosilasyon
reaksiyonlarini katalize etme yetenegi acisindan test edilmistir. Laktik asit suslar, %
0.01 X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranosid) ve indiikleyici olarak 0,1
mM IPTG (izopropil-tiyo-p-D-galaktopiranosid) igeren besiyerinde 15 °C’de 3 giin
inklibe edilip; [-galaktosidaz iireten kolonilerden protein izole edilmisler. pB-
galaktosidaz  aktivitesini saptamak i¢in HPCL (High Performance Liquid
Chromatography) ile B-galaktosidazin transglikosilasyon aktivitesi iizerine deneyler
gerceklestirilmistir. Belirlenen diisiik sicaklik (15°C) kosullarda test edilen 6rneklerden;
2 tanesi hi¢ gelisme gostermemis, 1 tanesi ¢ok yavas gelisme gostermis ve 131 X-gal'i
hidrolize edememistir. X-gal’i hidrolize edebilen 8 sus icin, optimum sicaklik ve diisiik
sicaklikta [B-galaktosidaz aktivitesi test edilmistir. Leuconostoc mesenteroides
substratlarinin, CHO7, C2-2 ve Cl-2a suslarinin diistiik sicaklikta en yiiksek f-
galaktosidaz aktivitesini gosterdigi ve yiiksek laktoz oraninin aktiviteyi arttirdigini

belirlemislerdir.

Rekombinant DNA teknolojisi ve gen ekspresyonu yontemleri ile spesifik olarak bir
mikroorganzimada bulunan gen golgesini klonlayarak tasiyr bir vektorde ¢ok sayida
cogaltabilmekteyiz. Ticati enzim iiretims yaparkende hem kaynak mikroorganizmadan
elde edilmek istenen enzimin protein olarak ifare edilebilmesi hemde belirlenen gen
bolgelerinin molekiiler diizeyde tanimlanabilmesi igin ¢esitli gesitli vektorlere ve
biyoinformatika araglara ihtiyag duymaktayiz. Bu amagla 6zellikle E.coli bakterisine ait
suslar biiyiik 6lclide genetik dizileri tanimlandigi, kolay temin edilebilir olmas1 ve hizl
cogalabildikleri igin siklikla tercih edilebilmektedir. Bizde ¢alismamizda E.coli
PGEMT-Easy ve klonlama i¢in de pQE40 vektoriinden yararlandik.

SDS PAGE; proteinlerin saflik kontrolii, ¢esitli protein konsantrasyonlar1 ve molekiil
agirhiklarinin saptanmasi amaciyla birgok arastirmacinin tercih ettigidenatiire edici bir

jel elektroliz yontemdir. Protein molekiillerinin molekiil agirliklarina gore ayrismasini
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saglamak i¢in farkli jel konsantrasyonlarinda elektroliz yapilabilmektedir. Bizim
calismamizda da saflastirma i¢in SDS-PAGE yontemi kullanilistir. %10 luk yiiriitme
tamponu , %10’luk ayirma tamponu ve 50 uL. amonyom persiilfat ile siispanse edilerek
hazirlanmistir. Hung ve lee (2002); Bifidobacterium infantis HL96'dan B-galaktosidaz
izoenzimini  Escherichia coli’de rekombinant protein olarak sentezlemislerdir.
Klonlamada plazmit olarak E. coli ER2566. ER2566 (pEBIG1), ER2566 (pET24), ve
JM109 (pBIG1l)u kullanmislar ve elde edilen proteinin SDS-PAGE analizine
almiglardir. Bu tirtinlerden Rekombinant plazmid olarak pEBIG1 kullanildiginda protein
ifadesi daha belirgin oldugu i¢in tamamen saflagtirma yapilmig ve saflagtirilmis -
Galaktozun spesifik aktivitesinin ham ftriinden 15,5 kat daha yiiksek ve 568.7 U / mg

olarak tespit etmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan literatiir taramas1 gosteriyorki, mikrobiyal kaynakli ve ekonomik degere sahip
olan enzimlerin biyoteknolojiye kazandirilmasi yoniinde olduk¢a fazla ¢alisma
yapilmakta ve giingectikce bunlara bir yenisi eklenmektedir. Farkli prosesler i¢in farkli
arayislar igerisinde olan arastirmacilar 6zellikle her kosulda dayanabilen kendisi dijinda
aktive edici ¢ok fazla ajan veya materyal gerektirmeyen genis spektrumlarda aktivite
gosterebilen kararli yapida ve geri kazanilabilen enzimlere ulasmak istemektedirler.
Yaptigimiz caligma Ve buna paralel olan yayinlardan da anlasilacagi gibi Termofilik
kaynaklardan izole edilen B- galaktozidaz enzimi, elde edildigi mikrobiyal kaynagada
bagl olarak; genis pH ve sicaklik araliklarinda karalibir yap1 gostererek aktivitesini
siirdiirebilmektedir. Kullanilan Bacillus licheniformis bakterisi de bu enzim igin en
uygun mikrobiyal kaynaklardan biri olarak goriilmektedir. ilerleyen siirecte bu enzimin
ticari olarak iretilmesi desteklenmeli ve bu ve bunun gibi ticari enzimler igin iilke

icerisinde bir pazar olugturmalidir.
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