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OZET

Proteazlar, proteinlerin hidrolizini katalize eddndrolitik enzimlerdir. Serin
proteazlarin (E.C. 3.4.21) bir alt tipi olan “al&al proteazlar” yiksek pH gerlerinde
ve yuksek sicakliklarda kararli olmalarindan dolaggta deterjan endustrisi olmak tzere
deri, gida, ipek ve kat endustrilerinde yaygirsekilde kullaniimaktadir. Alkalen
proteazlarin, bakteri, kif ve mantar gibi site mikroorganizmalar tarafindan
uretilebilmesine karn, endistriyel uygulamalar icin kullanilan alkal@noteazlarin
eldesindeBacillus turleri tercih edilmektedir. Son zamanlarda endyst uygulamalar
icin elverkli 6zelliklere sahip yeni alkalen proteazlari UretBacillus soylarinin
izolasyonuna yonelik camalarin sayisi artmaktadir. GYTE, Biyoloji Bolumu,
Molekuler Biyoloji Anabilim Dali, Enzim Molekuler énetgi Grubu ve Kizilay Pendik
Tip Merkezi Mikrobiyoloji Laboratuari’'nin olanaklawe ikbirligi ile yuratilen bu tez
calismasinda yerel kaynaklardan alkalen proteaz Uretasillus tirlerinin izolasyonu
ve nitelendirilmesi amaclangtir. Yerel kaynaklardan izole edileBacillus turlerinden
suttozu iceren secici besi yerinde kazein hidraanucu koloni cevresinde ghnseffaf
bblgenin capina gore secilen 28 alkalen proteaticigieizolatin benzgikleri tur(ler)
klasik mikrobiyolojik yontemler kullanilarak dnemiiistir. 28 izolat icinden sivi kiltirde
alkalen proteaz uretkegliile 6ne c¢ikan dokuz tanesinde optimal enzim @weicin
uygun kaullar belirlenmg, enzim dretimi hicre buylmesine paralel olarak
irdelenmgtir. Ayrica bu dokuz izolat i¢in on tiplendirme gahalarinda verilen tir
ad(lar)inin d@rulanmasi amaciyla APl 50 CHB/E ve VITEBacillus kitleri
kullanilarak tanimlama c¢amalari yapilngtir. Son aamada, klasik tanimlama
yontemlerinden ve otomatik tani sistemlerindenaisonuclar birlikte dgerlendirilmis
ve olasi tur isimleri belirlenngiir. Yapilan tiplendirme ¢amalari sonucunda tir ismi

verilemeyen soylar icin 16S rDNA dizi analizi gahalari balatiimistir.

Tez calsmasi kapsaminda ayrica sivi besi yerinde enzinkémigi ile 6ne ¢ikan
soylardan L13 tarafindan dretilen alkalen proteaziminin 6n nitelendiriimesi
yapiims; optimal sicakiginin 50-55°C oldusu ve pH 5,5-12 arasinda kararli olan bu

enzimin maksimum aktivitesini pH 11,5'ta gosteidelirlenmistir.



SUMMARY

Proteases are hydrolytic enzymes which catalyzes hydrolysis of the proteins.
Alkaline proteases, sub-group of serine proteaBeS. (3.4.21), which are stable under
alkaline pH and high temperature are widely useddtergent, leather, food, silk and
paper industries. Although alkaline proteases amedyred by a wide range of
microorganisms such as bacteria, fungi and moRkgillus species are the main
preferred sources for these enzymes. Nowadays)uimder of researches targeting the
isolation of novel alkaline protease produciBarillus species has been accelerated. In
this thesis work, performed with the collaboratioh Enzyme Molecular Genetics
Group, Department of Biology, Gebze Institute ofcAmology and Bacteriology
Laboratory, Pendik Medical Centre, Kizilay, thelason and the identification of
Bacillus species according to the morphological and bioét@mproperties and
selection of alkaline protease producing strain®ragnthese isolates had been aimed.
Among the locally isolate@acillus species, 28 isolates were selected accordingeto th
radius of the clear zones around the colonies dubd hydrolysis of the casein in the
skim-milk containing selective medium and then, ¢hesest species names of these 28
Bacillus isolates were proposed according to the morphcébgand biochemical
properties by performing classical microbiologidachniques. For the nine strains
chosen as the best enzyme producers among 28sahaliquid, growth conditions for
optimal enzyme production were determined and,, @sayme productivity parallel to
cell growth was analysed. Then, these nine isola® re-identified by APlI CHB/E
and VITEK Bacillus kits in order to confirm the species names propasethe pre-
identification step. Finally, the species namesth@se nine isolates were given by
comparing the results obtained from the three nu=thBor the isolates, which were not
identified by these three methods, 16S rDNA segeemcalysis studies have been

started.

In addition, the pre-characterization of the alkalprotease produced by strain L13 was
done; and the optimal temperature, the optimal ptH@H stability range were found to
be 50-55°C, 11.5 and 5.5-12, respectively.



Vi

TESEKKUR

Oncelikle bu tez ¢cajmasini kurgulayip hersamasinda yonlendirici olgu kadar,
anlaysl ve calgmalarim sirasinda gostegdigiivenle yanimda olan dgmanim Prof.
Dr. Fiisun GUM$EL’e, laboratuar ¢cagmalarim sirasindaki her turlii desiteemesi ve
sonsuz sabri icin Yrd. Dog. Dr. Salih§SEVER OZTURK'e, bu tez projesinin
bakteriyel tanimlama c¢amalarini yonlendiren Kizilay Pendik Tip Merkezi
Bakteriyoloji LaboratuariSefi Uzman Mikrobiyolog Seza ARTUNKAL'a ve tim
yardimlari icin laboratuar caanlari Biyolog Nihan NUHGLU, Melike
BEKAROGLU, Saime SAHIN ve Makbule BICAK’a, tez caimalarimizi birlikte
yurittigtimiiz evre boyunca degtei aldigim arkadalarim Merve TUZLAKGGLU ve
Huseyin BALCI'nin yani sira Yosun MATER’ e, API WATEK sistemleri ile yapilan
tiplendirme cakmalarina katkisi nedeniyle Biyolog Mehmet BAY SALteaekkurlerimi

sunarim.
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1. GIRIS

Peptit bglarini kiran hidrolazlar genellikle proteaz, peptid proteinaz ya da
proteolitik enzim olarak adlandirilir. Proteazlastisnasiz buttin canli formlarinda
bulunmaktadir. Papaya bitkisinden papain, anandkisiniden bromalein bitkisel
kaynakli proteazlara; kimotripsin, tripsin, rennie pepsin insan ve hayvan kaynakl
proteazlara drnek olarak gosterilebilir. Bakterjyingal ve viral kaynakli proteazlar,
endustriyel ve biyoteknolojik uygulamalardaki 6nenmiden dolayi fazlaca callimistir.
Bacillus tirlerinden elde edilen alkalen proteazlarin gateendustrisinde kullanimi ve
Aspergillussp.’den elde edilen asidik proteazin gida endiistiés peynir Uretimi icin
kullanimi, bu uygulamalara 6rnek olarak gosterllebMikrobiyal proteazlarin ticari
uygulamalarn buyuk oOlcekte dretimin daha kolay admaedeniyle bitki ve hayvan

kokenli enzimlere gorece ¢ok daha fazladir.

Fizyolojik 6nemlerinin (enzim o6ncillerinin aktivasyu, kan pihtilgmasi, kan
pihtilarinin parcalanmasi, salgilanan proteinleglenmesi ve hicre gina gegi,
patojenik faktorler) yani sira proteazlagtaadeterjan olmak tzere deri, gida, tekstil gibi
cesitli endustriyel alanlarda da buyik éneme sahigtirProteazlarin gida ve deterjan
endustrisinde kullaniimasi uzun yillara dayanmakta®eri endustrisinde killarin
uzaklgtiriimasi icin toksik kimyasallar yerine proteazfekullaniimasi ise daha yeni bir
uygulama alani olarak gorulebilir (Anwar and Saleddin, 1998; Gupta et. al., 2002).
Proteazlar endustriyel enzimlerin ¢ buyidk grubumbaini olusturmaktadir ve dinya
enzim pazarindaki paylar yakle % 60'tir. Alkalen proteazlarin endistriyel enzim
pazarindaki yerSekil 1.1’de go6sterilmektedir (Rao et. al., 1998;mar and Takagi,
1999). Proteazlardan endustriyel uygulamalarda likleel deterjan katkisi olarak
yararlaniimasi, 1913'te Roehm tarafindan pankreaiiitlerin kullaniimasi ile
baslamistir. 60’11 yillarda bakterilerden enzim Uretiminirbaslamasiyla birlikte
proteazlarin endustriyel uygulamalardaki etiinlihem teknik hem de ekonomik
avantajlarindan  dolayr artgtwr. Balangicta kullanilan ilk  enzimler B.
amyloliquefaciensve B. licheniformi&en izole edilmgtir (Rao et. al., 1998; Maurer,
2004).
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Sekil 1.1. Endustriyel Enzim Saflarinin Pazar Paylari

1.1. Proteaz Kaynaklari

1.1.1. Bitkisel Kaynakl Proteazlar

Bitkilerin proteaz kayn@ olarak kullaniimasi, yefiirme icin elversli alanlarin
bulunmasi ve iklim kgullarinin uygunlgu gibi ceitli faktorlere balidir. Ayrica,
bitkilerden enzim eldesi uzun zaman gerektiren &irectir. Papain, bromelain,
keratinazlar ve ficin bdica bitkisel kaynakh proteazlardir (Godfrey, 198%o0 et. al.,
1998).

Gida endustrisinde, uzun suredir kullaniimakta gbapain,Carica papayain
meyvelerinden izole edilmekte ve hidrolizatlariraal tat olgturmamalari nedeniyle,
gida endustrisinde, 6zellikle balik, et ve bitkipedtein hidolizatlarinin hazirlanmasinda
yogun sekilde kullanilmaktadir. Papaya bitkisi, daha coktaOve Bati Afrika’'da
yetistirilmekle birlikte, son zamanlarda Hindistan'da datistirlmeye bglanmstir
Enzimin performansi bitki kaygg iklim kosullari vesaflastirma yontemlerine gudir.
pH 5-9 arasina aktif olup, 8C’a kadar kararhdir.

Bir sistein proteazi olan bromelain, ananas bkisisuyundan ve koklerinden

hazirlanir. pH 5-8 arasinda optimal aktivite gdster



Keratinazlar sa¢ ve kil atiklarini hidroliz edener bazi tropikal bitkiler tarafindan
uretilirler. Sacg ve yuniun hidrolizi ile lizin gildsansiyel aminoasitlerin tretiminde ve kil
atiklarinin evsel atikebekelerinde neden olgu tikanmalarin ortadan kaldiriimasinda
kullanilirlar (Godfrey, 1986).

1.1.2. Hayvansal Kaynakli Proteazlar

Hayvansal kaynakli proteazlar arasinda en c¢ok diileri; pankreatik tripsin,

kimotripsin, pepsin ve rennin’lerdir.

Tripsin, hayvan pankreasindan Ozutlenen tipik l@rirs proteazdir. Molekuler
agirh g 23 kDa olan tripsin, fenilmetilsulfonilflorit (PEF) ve tosil-L-lizin klorometil
keton (TPCK) tarafindan inhibe olur. Bircok natd denatire proteinleri hizli ve §an
sekilde denatire etmesi nedeniyle gida sektort itatah tercih edilmemesine kar
dericilikte, bakteriyel besi yeri hazirlanmasind@ Wwazi medikal uygulamalarda

kullaniimaktadir.

Diger bir pankreatik serin proteaz olan kimotripsirgsta tani ve analitik
uygulamalar olmak Gzere situn allerjenik etkileriniortadan kaldiriimasinda

kullanilmaktadir. Optimal pH’si 8-9 arasinda veimai sicaklg 60°Ctir.

Pepsin ve rennin, domuz ya dgidarin mide ¢eperlerinden izole edilen aspartik
proteazlardir. Pepsin, hayvansal proteazlar arasndasidik olarak bilinenidir. Pepsinin
optimal pH aralgi 1-4 iken, renninlerinki pH 3-6 arasindadir. Raeer, sit ¢cokturicu,
pepsin ise tat artirici olarak, peynicilikte kullamaktadir (Godfrey, 1986; Rao et. al.,
1998).

1.1.3. Mikrobiyal Proteazlar

Bitkisel ve hayvansal kaynakl proteazlarin giunudek talebi kagilayamamasi,
mikrobiyal kaynakl proteazlara olan ilginin artmas neden olmyiur. Biyoteknolojik
uygulamalar icin istenilen 6zelliklere sahip olankrabiyal proteazlar, bitkisel ve

hayvansal proteazlara gore daha fazla tercih e#tkedé.



Notral ve alkalen proteaz gibi ticari agidan 6negnyan proteazlarin gm Bacillus
cinsine ait organizmalar tarafindan Uretilmektediakteriyel nétral proteazlarin, pH
aralgl dar (pH 5-8) olup termotoleranslari dasidkitir. Ancak reaksiyon hizlarinin
disik olmasi ve daha az aci tat glurmalari nedeniyle gida endustrisinde tercih
edilirler. Bir tlr notral proteaz olan ‘nutrase’ogal bitki proteaz inhibitorlerine kar
duyarli olmadg! icin icki endustrisinde kullaniimaktadir. Bazi trad proteaz tirleri
metalloproteaz grubu icinde yer alir ve aktivitmidivalent katyonlara (G4 Mg?* gibi)
gereksinim duyarlar. Serin proteaz sinifinda olandiger grup proteazin aktivite igin

divalent katyon gereksinimi bulunmamaktadir.

Bakteriyel alkalen proteazlar, yiuksek alkali pH’dktif olup gerng bir substrat
cesitlili gine sahiptir. Optimal sicaklik gerleri 60°C civarindadir. Alkalen proteazlarin

bu 6zellikleri, deterjan endustrisinde tercih edilerinde etkendir.

Proteaz enzimleri fungal ve viral organizmalar fia@an da Uretilmektedir. Gida
endustrisinde kullanilan fungal kaynakl proteazlbakteriyel kaynakli proteazlara
gorece daha guk termotolerans derlerine ve dar bir substrat siiili gine sahiptir.
Fungal kaynakli proteazlar 06zellikle peynir CGUretahe tat arttirici olarak
kullaniimaktadir. Viral kaynakli proteazlardan ifmasotik alaninda HIV (Human
Immunodeficiency Virus)e Kkar proteaz inhibitbrlerinin tasarlanmasi igin

yararlaniimaktadir.

Genk biyokimyasal cgitlilik ve genetik manipulasyonlara olan yatkinbki, hizh
biylme ve blyume icin gereksinilen alanin kucikadmgibi 6zelliklerinden dolayi
mikroorganizmalar ¢ok sayida enzimin elde edilmésitemel kayn& olusturmaktadir
(Rao et. al., 1998). Bitkisel, hayvansal ve mikyalbiproteazlarin kullanim alanlar ve

genel 6zellikleri Tablo 1.1.’de gorulmektedir.



Tablo 1.1. Endustriyel proteazlarin genel 6zellikla

. . pH B
Enzim Tipi Arali Genel Ozgulligi Uygulama Alanlari
Rennin Aspartik 3-6 Glu-Ala, Leu- Val Sut ¢okturicu
©
% Kimotripsin Serin 8-9 Phe, Tyr, Trp-COOH Analitikedlerjenik
>
§ Pepsin Aspartik 1-4 Leu-Val, Phe-Tyr Peynir, gemdroliz
Tripsin Serin 7-9 Lys-Ala, Arg-Gly (kslienri]kel hidroliz, dericilik,
Metallo 6-8 Geni
S _ | B.subtilis
52 Serin 6-10 | Geni Genel hidroliz, biracilik,
£9 peynir, jelatin hidrolizi
g 2
s}
B. licheniformis Serin 6-10 Geni
E c B. thermoproteolyticus | Metallo 7-9 lleu-Phe, Leu-Val Genel rlldm“Z’ sicaklik
20 kararliligi
[Tl
£
a< Bacillus spp. Serin 7-12 Geni Deri, deterjan
A. niger Aspartik 2-5 Pepsin gibi Peynircilik
Endothia parasitica Aspartik 3-6 Rennin gibi Sit ¢okturicl
_ g Mucor sp. Aspartik 3-6 3-6 Rennin gibi Sut ¢okturicu
@ O
2z o Karisik Geng Genel hidroliz
T = | Peniciliumspp. 2-5
2 Karboksi Gly-Phe Peynircilik
Rhizopusspp. Aspartik 3-5 Pepsin gibi Genel hidroliz
Trametes sanguinea | Aspartik 2-4 Cok geni Genel hidroliz
Aspartik Cok geni Genel hidroliz
c Aspergillus Metallo g Leu-Tyr Aci tat giderici
= 8 | Oyzae Karboksi Phe-Tyr
8 x
c< .
T T Serin
§ Karisik
Streptomyces griseus | (amino ve 7-9 Cok geny Arastirma, analitik
karboksi)
Ficin Sistein 5-8 Phe-Tyr Gida hari¢ genel hidroliz
© . - : o
.é’ Papain Sistein 5-9 Cok gani Genel hidroliz, tat artticirici
=
Bromelain Sistein 5-8 Lys-Arg, Tyr-Phe Genel hidizrol




1.2. Proteazlarin Siniflandiriimasi

Proteazlar Uluslararasi Biyokimya ve Molekuler Bojo Siniflandirma Komitesi
tarafindan 3. grubun (hidrolazlar) 4. alt grubupeptit hidrolazlar) yerlgirilmi stir.
Ancak proteazlar ¢ok genietki ve mekanizma ¢#lili gine sahip olduklari igin
enzimlerin genel isimlendirme sistemine tam olamlrtulamamaktadir. Bu nedenle
proteazlar, (1) katalizleg reaksiyonun tipi, (2) katalitik bolgesinin yapwa (3) yapisal

benzerleriyle evrimsel gkisi gozetilerek siniflandirilir (Rao et. al., 1998

Proteazlar temel olarak kataliz edilen reaksiyotipme gore ekzopeptidazlar ve
endopeptidazlar olarak iki ana gruba ayrilir. Elgqatpdazlar, substratin amino ya da
karboksil ucuna yakin peptit glarini hidroliz ederken, endopeptidazlar polipeptit
zincirinin orta kisminda bulunan peptitgbarini hidroliz eder. Aktif bdlgede bulunan
gruplara gore proteazlar; serin proteazlar, adpgitbteazlar, sistein proteazlar ve
metallo-proteazlar olmak Uzere 4 alt gruba ayribazi proteaz tipleri (ATP-igaml
proteazlar gibi) standart isimlendirme sistemin@ talarak uymayabilirler (Rao et. al,
1998).

1.2.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, polipeptit zincirinin amino ya #arboksil ucuna yakin peptit
baglarini hidroliz ederler. Amino ucuna yakin peptéglarini hidroliz edenlere amino
ekzopeptidazlar, karboksil ucuna yakin peptit gldani hidroliz edenlere
karboksipeptidazlar adi verilir. Aminopeptidazlpglipeptit zincirinin b@ amino ucuna
etki edererek her kataliz dongisinde bir aminodgieptit veya tripeptit koparirlar ve
bakterilerden mantarlara kadar sige mikroorganizma tirlerinde bulunurlar.
Aminopeptidazlarin genelde hiicre i¢i enzimleri dianma kagin, A. oryzaetarafindan
hiicre dsina salgilandiklari rapor edilgtir. Karboksipeptidazlar, polipeptit zincirinin
karboksil ucuna etki eder ve tek aminoasit ya geeplit salarlar. Karboksipeptidazlar
aktif bolgede bulunan aminoasit rezidulerine gageaiia gruba ayrilabilir. Bunlar; serin
karboksipeptidazlar, metallo karboksipeptidazlarsistein karboksipeptidazlardir (Rao
et al., 1998).



1.2.2. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, polipeptit zincirinin amino ve aksil uclar yerine i¢
bdlgelerinde bulunan peptit glarini hidroliz ederler. Substratta serbest amiaodg
karboksil ucunun bulunmasi; enzim aktivitesi Uzeéein olumsuz etki yapar.
Endopeptidazlar katalitik bdlgelerinin yapisina g alt gruba ayrilirlar: (1) serin
proteazlar, (2) aspartik proteazlar, (3) sistemtgazlar, (4) metallo proteazlar (Rao et al.,
1998).

1.2.2.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar (E.C. 3.4.21) alkali pHgdderinde gosterdikleri aktivite ve
kararhliklar sayesinde buyuk ilgi cekmektedir e 6zellikleriyle dgisik endustriyel
sureclerde uygulama alanlari bulmaktadirlar (Raoaél 1998). Aktif bolgelerinde
nakleofilik bir serin rezidist yaninda katalitikiattli olusturan esansiyel aspartat ve
histidin rezidaleri bulundurmalariyla ayirt ediérl Viruslarda mantarlar ve ghr
Okaryotlarda da bulunan serin proteaBacillus cinsi bakteriler tarafindan ¢ok yaygin
olarak uretilmektedir. Serin proteazlarin taninmdai ayirt ettirici en dnemli ozellik;
3,4-dikloroizokumarin (3,4-DCI), L-3-karboksitran®,3- epoksipropil-ldsilamido (4-
guanidin) batan (E.64), diisopropilflorofosfat (Df;Penilmetilsulfonilflorit (PMSF) ve
tosil-L-lizin klorometil keton (TLCK) ile tersinmeznhibisyona gramalaridir. Bazi
serin proteazlar aktif bolgelerinin yakininda bwonsistein rezidisinden dolayr p-
kloromerkuribenzoat (PCMB) gibi tiol ajanlari ileednhibe olurlar. Serin proteazlar
notral ve alkali pH dgerlerinde (optimum pH, 7-11) aktiftirler ve ¢ok gelsubstrat
cssitlili gine sahiptirler. Molekuler @rliklari 18 ile 35 kDa arasinda gigir. Genel
olarak izoelektrik noktalari, pl 4 ile 6 arasindagidir. Yuksek alkali pH dgerlerinde
aktif olan serin alkalen proteazlar, serin protaaml en geni alt grubunu
olusturmaktadir (Rao et. al., 1998; Gupta el. al., 200a@urer, 2004).

Serin Alkalen Proteazlar

Serin alkalen proteazlar g#i bakteri, kiif, maya ve mantarlar tarafindan tilire
Bunlar DFP ve patates proteaz inhibitorleri tardé&m inhibe edilirken, tosil-L-



fenilalanin klorometil keton (TPCK) veya tosil-Lzin klorometil keton (TLCK)
tarafindan inhibe edilmezler. Karboksil tarafindizin, fenilalanin veya l6sin olan
peptit b&larini hidroliz ederler. Optimal pH derleri 10 ve izoelektrik noktalari ise 9
civarindadir. Molekuler @arhklari 15 ile 30 kDa arasinda gigir. Alkalen serin
proteazlar Arthrobacter Streptomycesve Flavobacterium tiurleri gibi bakteriler
tarafindan da Uretilmekle birlikt®acillustirleri tarafindan tretilen ‘subtilisinler’ en iyi
bilinenleridir. Alkalen proteazla€Conidiobolus Aspergillusve Neurosporaturleri gibi
filament6z mantarlar vé&. ceravisiagdarafindan da Uretilmektedir (Rao et. al., 1998;
Gupta el. al., 2002).

Subtilisinler

Serin proteazlarin ikinci en boydk ailesini glwran Bacillus kaynakh
“subtilisinler” katalitik mekanizmalari ile serinr@eaz olarak tanimlanirlar ve ¢
boyutlu yapilari ile, kimotripsin ve tripsin gibiger serin proteazlardan kolaylikla ayirt
edilirler. Geng substrat cgtlili gi, yiuksek pH ve sicaklik kararliliklarindan dolayi,
deterjan formulasyonlarinda halen yalnizc8acillus kaynakh  subtilisinler
kullaniimaktadir. Molekuler @rliklarinin 18 kDa ile 90 kDa arasinda gilenesine
karsin deterjan formulasyonlarinda kullanilan buttn tésinler yaklasik 27 kDa
dolaylarindadir (Maurer, 2004). Bunlardan en iingnleri ‘subtilisin Carlsberg’ ve
‘subtilisin Novo’ veya “Bacterial Protease Nagag&PN)'dir. Bacillus licheniformis
tarafindan dretilen subtilisin Carlsberg, 1947 ndh Carlsberg Laboratuvari'nda
Linderstrom, Lang ve Ottesen tarafindan bulugtonu Subtilisin Novo (veya BPN),
Bacillus amyloliquefacierien izole edilmgtir. Subtilisin Carlsberg deterjanlarda yaygin
olarak kullaniimaktadir ve yillik Gretimi 500 tonvarindadir. Subtilisin BPN"nin ticari
onemi daha diiiktar. Her iki subtilisinin molekulergrligi 27,5 kDa olup, aralarinda
sadece 58 aminoasitlik bir fark vardir. Bu iki eni optimal sicaklii 60 °C'tir ve
optimal pH dgerleri 10’dur (Rao et al., 1998; Gupta el. al., 200



1.2.2.2. Aspartik Proteazlar

Aspartik proteazlar katalitik aktivite i¢in aspdrtegezidistine gereksinim duyan
endopeptidazlardir. @o aspartik proteaz en yiiksek aktiviteyisdiki pH deerlerinde
(pH 3-4) gosterir ve izoelektrik noktalari 3 il&b4rasinda dgsir. Molekuler agirliklari
30 ile 45 kDa arasindadir. Aspartik proteazlar kg ginde gruplandirilirlar (pepsin,
retropepsin, pararetroviriis enzimleri) ve pepstaéirafindan inhibe edilirler. Ayrica,
diazoasetil-DL-norldsin metil ester (DAN) ve 1,30ksi-3- (p-nitrofenoksi) propan gibi
diazoketon bilgiklerine duyarlidirlar (Rao et al., 1998).

1.2.2.3. Sistein Proteazlar

Sistein (ya da tiol) proteazlari prokaryot ve Okalgrda Uretilir. Papain en iyi
bilinen sistein proteazdir. Optimum pHggeleri genelde nétral pH dolaylarindadir. P-
kloromerkuribenzoat (PCMB) gibi sulfidril ajanlaarduyarhdirlar, ancak DFP ve metal
baglayan ajanlardan etkilenmezler (Rao et al., 1998).

1.2.2.4. Metalloproteazlar

Metalloproteazlar proteazlarin katalitik mekanizmas cok farklilik gosteren
grubudur. Aktivite icin divalent katyonlara gerekisn duymalari ile karakterize edilirler.
Yuksek organizmalardan kollegenazlar, yilan zehiden ‘hemarragic’ toksinler,
bakterilerden termolizinler gibi ¢®li enzimler bu grup icinde yer alr.
Metalloproteazlarin yakiak 30 ailesi bilinmektedir. Bunlardan 17’si endopéaz,
12'si ekzopeptidaz ve bir tanesi hem endopeptidagm de ekzopeptidazdir.
Metalloproteazlar 4 gruba aynlir: (1) nétral, (A)kalen, (3) myxobacter 1, (4)
myxobacter Il. Notral metalloproteazlarin hidrofobaminoasitlere kar 6zgullik
gostermesine kain, alkalen metalloproteazlar daha gesiibstrat ¢gtlili gine sahiptir.
Myxobacter proteaz I'in kiiciik aminoasitlere 6zglmasina kayjn myxobacter proteaz
Il lizin rezidulerine kagi spesifiktir. Butin metalloproteaz tipleri metabgtayan
ajanlara kay duyarhdirlar ve sulfidril ajanlari ve DFP tanadian inhibe edilmezler (Rao
et al., 1998).
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Ozet olarak, proteazlar substrat iizerinde efikilegosterdikleri bolgeye gore
oncelikle endo ve ekzopeptidaz olmak Uzere ikifaiayrilirlar. Daha ileri gamada
katalitik mekanizmalarina & olarak serin-, sistein-, aspartik-, ve metallatpaziar
olarak siniflandirilirlar. Optimal aktivite gOostékkeri pH deserine gore de asidik, notral
veya alkalen proteazlar olarak adlandirilirlar (R&aal., 1998).

1.3. Bakteriyel Proteazlar

Proteazlar dgadaki buttin canl formlari icin esansiyel bir bda olmakla birlikte,
ticari proteaz ihtiyacinin Ugcte ikisi mikroorganiatar kullanilarak Uretilmektedir.
(Kumar ve Takagi, 1999). Mikrobiyal proteazlar,dikj nétral veya alkali pH’larda aktif
olup olmadiklarina ve enzimin aktif bélgesindekiigjiarin nitelgine goére cgtli gruplar
altinda siniflandirilirlar [6rnegn; metallo- (EC.3.4.24), aspartik- (EC.3.4.25)5tsin-
veya sulfidril- (EC.3.4.22) veya serin-tipi (EC.24)]. Alkalen proteazlar, (EC.3.4.21)
notral pH ile alkali pH arafnnda aktif olan proteazlar olarak tanimlanir. Bunlair
serin merkezine (serin proteaz) ya da metalloftiprkeze (metalloproteaz) sahiptir ve
alkalen serin proteazlar, ticari olarak kullanilanzimler arasinda en 6nemli grubu

olusturmaktadir (Gupta el. al., 2002).

1.4. Alkalen Proteazlarin Uygulama Alanlari

Alkalen proteazlar dinya enzim pazarinda en bulyéakapsahiptir. Bakteriyel
kaynakli alkalen proteazlar, gida ve deterjan emdiisbasta olmak Uzere birgok
endustriyel uygulamalarda yer almaktadir ve alkabeateaz tabanh Urlnler dinya
capinda, cgtli sirketler tarafindan bariyla tretilmektedir (Rao et al., 1998; Gupta et.
al., 2002; Kumar et. al, 1999; Horikoshi, 1996).ca olarak uretilen alkalen
proteazlarin dreticileri, uygulama alanlari ve kalari Tablo 1.2'de 6zetlenstir
(Gupta et al., 2002).

1.4.1. Gida Endustrisi

Mikrobiyal alkalen proteazlar gida endustrisinddegeksel olarak yiksek besin
degserine sahip protein hidrolizatlarinin hazirlanmadsinkullaniimaktadir. Protein

hidrolizatlari, kan basincinin dizenlenmesinde dnéin role sahiptir. Ayrica bebek
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mamasi bilgimleri, 6zgul terapotik diyet Urlnlerinin hazirlaam ile meyve suyu ve
yumuwak iceceklerin kalitesinin artirilmasi gibi amaclain de kullaniimaktadir.
Proteazlarin temelslevi protein hidrolizidir ve yiksek besin gierine sahip protein
hidrolizatlarinin hazirlanmasinda kullanilirlar. kalen proteazlardan, g#i dogal
protein substratlarin hidrolizatlarinin  yapilmasgini yararlanilir. Ayrica alkalen
proteazlarin keratinolitik aktivitesi, keratin bulduran materyallerden veya tly
atiklarindan protein icerikli hammadde Uretmek @zeullanilir (Gessesse et. al., 2002;
Gupta et. al., 1998; Kumar and Takagi, 1999)

1.4.2. Deri Sanayi

Deri imalatinda geleneksel olarak kullanilan yoriem cevre Kkirliligine ve
guvenlik sorunlarina neden olan hidrojen sulfurduger kimyasallarin kullanimi eliyle
gerceklgtiriimektedir. Cevresel nedenlerden dolayl derinemzimatik yaklaimla
islenmesi tercih edilebilir. Ayrica, bu enzimati¢em; kolay kontrol edilebilmesi, hizi,
atik miktari ve maliyetinin diilk olmasi gibi nedenlerden dolay! avantajlidir.skdétik
ve keratinolitik aktiviteye sahip alkalen proteazlaleri sleyen endustrilerde
kullanilabilir. Alkalen proteazlardan ham deglenmesinin butin basamaklarinda
yararlanilabilir. Enzimatik uygulama, istenmeyegmentleri yok etmekte, deri alanini
artirmakta ve sonuc¢ olarak deri ylzeyinin daha zemimasini sglamaktadir.
Tabaklama glemi geleneksel olarak pankreatik proteazlarin dulbgl enzimatik
sureclerle gercek$éiriimektedir. Ancak son zamanlarda, uygulamanirggklestirildi gi
alkali kosullar; kil kodklerinin sismesine, proteazin kil folikiliine saldirmasina vienki
deriden daha hizli uzakkarilmasina izin vergjinden, mikrobiyal alkalen proteazlarin
deri tabaklanmasinda kullanimi giderek yaygmmaktadir (Gupta et. al., 2002;
Horikoshi, 1999).

1.4.3. Atik YOnetimi

Proteazlar, protein icerikli atiklarin giderilmedande kullanilabilmektedir. Protein
icerikli atiklar, proteolitik enzim aktivitesi kuwdhilarak ¢ozunur hale getirilmekte ve
dolayisiyla su sistemlerinin biyolojik oksijen gksenimi disurilmektedir. Son

zamanlarda ¢#li gida endustrisi ve ev atiklarinin yonetimindgkalen proteaz
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kullaniimasi, atikglenmesinde yeni bir gir agmstir.  Tavuk ciftliklerinden ¢ikan tay
atiklari yuksek miktarda protein icermektedir ve duklar gida ve yem Uretimi igin
onemli bir protein kayna olarak kabul edilmektedir. Kimes hayvani atikiarive atik
sebekelerinde tikanmaya sebep olan kil birikintieri ortadan kaldirilmasinda
keratinolitik proteazlar kullaniimaktadir (Rao at., 1998; Gessesse et. al., 2002).

Bunlara ek olarak, alkalen proteazlardan réntgen dga fot@raf filmlerinde
kullanilan gimgiln geri kazaniimasinda da yararlaniimaktadir (Naiibet.al., 2000).
Bu atik filmlerin jelatin katmaninin % 1,5-2’sinlugturan gumg, desisik amaclar igin
kullanilabilmektedir. Filmlerde bulunan gug@eleneksel olarak filmlerin yakilmasi ile
geri kazanilmakta ve bu durum cevre kigiie neden olmaktadir. Ayrica filmin
yapilmasinda kullanilan polyester yakilnggeminden dolayi geri kazanilamamaktadir.
Jelatin katmanina Iga olan gimig, gunimuizde katmanin proteolitik hidrolizi ile geri
kazanilabilmektedir. Jelatinin enzimatik hidroligiimin geri kazaniimasinin yaninda
polyester film tabaninin da tekrar kullanimina alarsglamaktadir.B. subtilisalkalen
proteazi, jelatin katmanini 50-6Q'ta 30 dakikada parcalamakta ve gigfimii geri
kazaniimasini ggamaktadir (Rao et. al., 1998).

1.4.4.1pek Enduistrisi

Alkalen proteazlarin kullanil@ diger bir uygulama alani da ipek endustrisidir.
Ham ipe&in agirlikga % 35’ini olyturan serisin, ipek liflerinin ylzeyini kaplamakie
ipegin kaba goriinmesine neden olmaktadipek liflerindeki serisin, geleneksel olarak
nisasta kullanimi ile ortadan kaldirilmaktadir. Andalk, maliyet acisindan pahal bir
yontemdir. Bu yonteme alternatif olarBlacillus kaynakli alkalen proteazlar kullanilgni

ve olumlu sonugclar alingtir (Gupta et. al., 2002).
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Tablo 1.2.Ticari Bakteriyel Alkalen Proteazlar, Kaynaklddygulama Alanlari ve Endustriyel

Ureticileri.
Uretici Uruin ismi Mikrobiyal kaynak  Uygulama alani
Novo Nordisk, Danimarka Alcalase B. licheniformis Deterjan, ipek
Savinase Bacillussp. Deterjan, tekstil
Esparase B. lentus Deterjan, gida, ipek
Biofeed pro B. licheniformis Yem
Durazym Bacillussp. Deterjan
Novozyme 471MP Belirtilmiyor Fotogafik jelatin hid
Novozyme 243 B. licheniformis
Nue Bacillussp. Deri
Genencor International, A.B.D. Purafact B. lentus Deterjan
Primatan Bakteriyel kaynakli Deri
Gist-Brocades, Hollanda Subtilisin B. alcalophilus Deterjan
Maxacal Bacillussp. Deterjan
Maxatase Bacillussp. Deterjan
Solvay Enzymes, Almanya Opticlean B. alcalophilus Deterjan
Optimase B. licheniformis Deterjan
Bacillussp.’nin
Maxapem protein mihendisgi ~ Deterjan

HT-proteolytic

ile Uretilmis varyanti

B. subtilis

Alkol, icki, ekmek, yem,
gida, deri, fotografik atik

Protease B. licheniformis Gida, atik
Amano Pharmaceuticals, Japonya Proleather Bacillussp. Gida
Collagenase Clostrodiumsp. Teknik
Amano protease S Bacillussp. Gida
Enzyme Development, A.B.D. Enzeco alkaline protease B. licheniformis Teknik
IIE(nszeco alkaline protease-L B. licheniformis Gida
Egztiggehlgh alkaline Bacillussp. Endustriyel
Nagase Biochemicals, Japonya Bioprase concantrate . subtilis Kozmetik, farmasotik
Ps. Protease . aeruginoso Arastirma
Ps. Elastase . aeruginoso Arastirma
Cryst. Protease . subtiligk?2) Arastirma
Cryst. Protease Aratirma

B
P
P
B
B. subtiligbioteus)
B
B
B
B

Bioprase . subtilis Deterjan, temizlik
Bioprase SP-10 . subtilis Gida
Godo Shusei, Japonya Godo Bap . licheniformis Deterjan, gida
Rohm, Almanya Corolase 7089 . subtilis Gida
Wuxi Synder Bioproducts, Cin Wuxi Bacillussp. Deterjan
Advance Biochemicals, Hindistan Protosol Bacillussp. Deterjan
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1.4.5. Deterjan Endustrisi

Enzimler deterjan endustrisinde, lekelerin ¢ikaras icin ve geleneksel deterjan
teknolojisi ile elde edilemeyen sonuclarglsemak Uzere uzun suredir deterjan katkisi
olarak kullaniimaktadir. Deterjan proteazlarinirl&umi gittikce yayginlgmis ve en
blyuk kullanim alanini, ev tipi deterjan Bilaleri olusturmustur. Deterjan Ureticilerinin
enzim teknolojisine Gamhiliginin artmasinin nedenleri arasinda, tiketici agerdaha
avantajli olmasinin yani sira, temizleme performateki ve performans/maliyet
oranindaki arty sayilabilir. Gunimuz pazariningiemleri ve tiketicinin talepleri;
iyilestiriimis performans/verim oranina, artirignaktiviteye sahip ve der deterjan
katkilariyla uyumlu enzimlerin galiriimesine gereksinim yaratmaktadir. Tuketici
isteklerine daha iyi cevap verebilen urunlerin gellmesi igin, daha yuksek aktivite
degerlerine sahip enzimlerin Uretiimesine yonelik galalar surdurilmektedir. Alkalen
proteazlar bgta camair deterjanlari olmak Uzere byik deterjanlari ile birlikte
endustriyel deterjanlarin biieninde de kullaniimaktadir (Ito et. al., 1998; \den Burg,
2003; Rao et. al., 1998; Kumar et. al., 1999, Kitkal., 2002).

Deterjan iceriklerinde enzimlerin kullanilmasi 19%ina kadar uzanmaktadir. Bu
tarinte, Rohm ve Haas adinda iki Alman bilim addBurnus’ ticari ismiyle ¢ikardiklari
deterjanlarina katki olarak sodyum bikarbonatléidie pankreatik proteaz eklegherdir.
Bakteriyel enzim iceren ilk deterjan, 1956 yilinBi@—40 tescili ile pazara surulrgtiir.
1963 yilinda alkalen proteaz, “alcalase” enzimiedan tozu icine katilngive Novo
Nordisk (Danimarka) tarafindan Biotex tescilli isit@ pazara surtlmir. 1970’lerde
proteaz Uretiminde c¢ahn kcilerde gorilen alerjik reaksiyonlar, bu enzimiretimine
sekte wvurmstur. Neyseki bu problem toz icermeyen kapsullenniirinlerin
gelistiriimesi ile c¢ozdlmigtir. Bugln, proteaz Uretiminin % 89'u deterjanlaini
yapilimaktadir ve pazarin tamami,sigfle Bacillus turlerinden elde edilen subtilisin

ve/veya alkalen proteazlar tarafindan tutulmaktadin der Laan, 1991; Maurer, 2004).
1.5. Yeni Proteazlarin Bulunmasi

Endustriyel enzimler arasinda onemli bir yere sablign proteazlarin ve son
yillarda 6zellikle alkalen proteazlarin (subtilignya da alkalen serin proteazlar) sahip

olduklan 6zellikler (yiksek pH’daki aktivitesi,imal kararhlik, geni substrat cgtlili gi
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gibi) bu enzimlerin deterjan, gida, deri ve ipekigndustriyel streclerde kullanimlarini
blyuk olcide arttirngtir (Maurer, 2004). Gundmuizde, fungal kaynakli emnzi
uretiminde aryy gorilmesine karn, ticari olarak kullanilan alkalen proteaz enznmin
bayuk bir kismiBacillus soylarindan elde edilmektedir. Bugiine kadar tazmauh
3000’'den fazla enzimin buyidk bir kismi mezofilikganizmalardan elde edilgherdir.
Bu yizden bilinen enzimlerin ga dar pH, sicaklik ve iyonik gic ar@ginda calgmakta
ve glinimuz endustrisinde istenilen niteliklerin tiimd tgimamaktadirlar (Rahman et.
al., 1994; Haki and Rakshit, 1998; Ito et. al., 89%aurer, 2004). Bu nedenle son
zamanlarda bir ¢cok agtarici istenilen Ozellikleri tgyan enzimleri elde etmek Uzere
ekstrem keullara (yuksek sicaklik, alkalen, asidik, veya tuattamlar) uyum sgamis
mikroorganizmalari izole etmeye ve tanimlamaya Ydngerdir. Ayrica ticari olarak
kullanilan proteazlarin patent altina aligmimasi da, yeni proteazlarin giialmasini
tetiklemektedir (Maurer, 2004). Yukarida ortamlardaole edilen mikroorganizmalar
sayesinde bazik pH’'larda ve yuksek sicakliklardiasghilen enzimlerin elde edilmesi
kolaylasacaktir. GUnumuz itibariyle, alkalen proteaz uistiolarak alkalofilik Bacillus
turleri tercih edilmektedir. Bunun yaninda asid&fiveya termofilik Bacillus trlerinin
de alkalen proteaz Ureticisi olabigdibilinmektedir. Sonug olarak, ekstremofiller (fark
ve zor kgullara uyum sglamis organizmalar) 6nemli enzim kaynaklari olarak dieka
alinmakta ve bunlardan elde edilen enzimlerin yemdustriyel uygulamalarda
kullaniimasina yonelik caimalar 6ne c¢ikmaktadir (Anwar and Seleemuddin, 1998;
Mannachini and Fortina, 1998; Horikoshi, 1995, 198899; Hough and Danson, 1999,
Kumar and Takagi1l999; Demirjian et. al., 2001; Gupta et. al., 2002n den Burg,
2003).

Alkalofilik mikroorganizmalar dgaya yayillmg durumdadir ve alkalen olmayan
ortamlarda da bulunabilirler. @al alkalen ortamlardan olan sodali toprak, goller v
coller alkalofilik ttrlerin birgguna ev sahip§i yapmaktadir. Bu tlr organizmalarin
bulundwgu diger ortamlar arasinda seyreltik alkali su kaynakledl topr&i, bozunan
protein bulunduran topraklar (ya da orman t@praayilabilir. Tekstil, gida, patates
isleme birimleri, k&t Gretim birimleri, kire¢ Uretim merkezleri, dejeem ve deri gleme
birimleri gibi endustriyel sureclerden c¢ikan atrikhe yani sira insan kaynakh

uygulamalardan ortaya cikan ve ilgili mikroorganiamicin elvergli olan ortamlar
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arasinda sayilabilir (Kumar and Takagi, 1999).

1.6. Alkalofilik Organizmalarin izolasyonu ve Alkalen Proteaz Ureticisi

Soylarin Secilmesi

Insan ve hayvan skilarindan ilk zorunlu alkalofilik mikroorganizmami
izolasyonu, 1934'te Vedder tarafindan gercgiiémistir. Bu mikroorganizmalar
Vedder tarafindan tanimlangnive Bacillus alcalophilus olarak isimlendirilmgtir.
Vedder ayrica bBacillus soyunun yiksek alkali pH dizeylerini tolere etneektok,
yuksek alkali keullara gereksinim duydiunu kanitlamgtir. Bugin, bu alkalofilik
Bacillus soylari buyik bir endistriyel éneme sahip oluptegan endustrisi icin
proteazlar, kat hamuru endistrisinde kullanmak Uzere ksilenazlar ngastadan
siklodekstrin  Uretimi icin siklodekstrin glukotrdiesazlarin elde edilmesinde
kullaniimaktadirlar. Bu tur endustriyel uygulamaldogal ve insan-kaynakl alkali
ortamlardan uretkeBacillus soylarinin izolasyonu camalarini hizlandirngtir. Insan
kaynakli atiklarin bircgu alkali kgullara neden oldgundan, normal bahce togabu
tur izolasyonlar icin kullanilabilmektedir. Ayricau tur organizmalar alkalen olmayan,
notral veya asidik ortamlardan da izole edilebilaiektedir (Kumar and Takagi, 1999).
Dogal ortamlarda, alkali kallan sa&layan ana kaynak sodyum karbonattir. Dolayisiyla
izolasyon ortamina NE&OgUn eklenmesi alkalofilik tirlerin blylimesine ol&na

salamaktadir.

Endustriyel fermantasyon sirecinin ilk adimi, igemn Grind ticari miktarlarda
uretebilen soylarin elde edilmesidistenilen 6zelliklere sahip olan soylar ¢cok geni
sayidaki dger soylar arasindan secilmektedir. Geleneksel lklaralkalofilik
mikroorganizmalar yiksek alkali kollarda kati besi yerinden izole edilir ve
izolasyonun ardindan istenilen 6zelliklerin (amiti&l proteolitik, lipolitik v.b. aktivite)
varhgini belirlemek Uzere bakteriler 6zgin substrattagasta, skim-milk ya da kazein,
tributirin ya da y& v.b.) iceren kati besi yerlerine ekilirler. Dalensaki gamada, her
koloninin ¢evresinde okiurdusu halenin capi ile istenilen tGrinu Uretebilme yaliki
arasinda ikki kurulur (Kumar and Takagi, 1999). Ogfie, skim-milk ya da kazein
iceren kati besi yerine ekilen ve proteolitik akBye sahip olan bir soy, kazein hidrolizi

sonucu koloni cevresinde ghn seffaf bdlgenin varly ile belirlenir (Lawler and
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Smith,1999; Mehrotra, 1999; Singh et. al., 2001n&ar et. al., 2002; Tuzlagw ve
ark., 2003).

Alkalofilik mikroorganizmalarin izolasyonu icin oriken desisik besi yerleri
arasinda en c¢ok kullanilani Horiskoshi tarafindamrblanmgtir. Bunun yani sira NB,
glukoz-maya 0Ozitu-asparajin (GYA), pepton-maya odlukoz (PPYG) gibi besi
yerleri de kullaniimaktadir (Kumar and Takagi,1999)

Endustriyel uygulamalar icin kullanilan alkalofilinikroorganizmalar arasinda
Bacilluscinsinin baskin oldgu gorulmektedir (Ito et. al., 1998; Horikoshi, 199%aurer,
2004). Alkalen proteaz Ureticisi baBgacillus turleri Tablo 1.3'te (Kumar and Takagi,

1999) siralanmtir.

Tablo 1.3.Alkalen Proteaz Ureticisi BaBacillus Tirleri.

Bacillus alcalophilusATCC 21522 Bacillussp. No. 221)
. alcalophilus

. alcalophilussubsphaloduransKP1239
. amyloliquefaciens

. circulans

. coagulan$’B-77

. firmus

. intermedius

. lentus

. licheniformis

. proteolyticus

. pumilus

. Sphaericus

. Subtilis

. subtilisvar. amylosacchariticus
. thuringiensis

Bacillussp. Ya-B,

Bacillussp. NKS-21

Bacillussp. B21-2

Bacillussp. Y

Bacillussp. CW-1121
Bacillussp. KSM-K16
Bacillussp. MK5-6

W 0 W W W®WWWWwWWW®mWmwWmP
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1.7.Bacillus Cinsi

Bacillus cinsindeki turler endospor dlwrabilen, gram pozitif, cubulgekilli
aerobik ya da fakultatif anaerobik bakteriler okaklinmektedir. Bu cinsin en belirgin
Ozelligi ana hucre (vejatatif form) icinde endospor stiwabilmesidir.Bacillus turleri

yash kilturlerde Gram negatif boyanabilirler.
1.7.1. Hucre Morfolojisi

Bacillus cinsindeki hiicreler tek ya da s@i uzunluklardaki zincir seklinde
bulunabilir. Cubukseklindeki hicrelerin uclari yuvarlak ya da skdidir. Boyutlari
0,5x1,2 um kadar kuguk olabilegegibi, 2,5x10 um kadar blyik de olabilir. Hucreler
parasporal parcalar ya da protein kristallegiy@bilir. Endospor formu ve endospor
tastyan ana hicrenin (sporangiunggkli Bacillus turlerinin karakteristik 6zelidir.
Endosporlar genelde silindirik ya da elipsoidalya®val ya da yuvarlakekilde oldigu
halde, bazi turlerde bobrek ya da mgekilli endospor olgumu gdzlenebilir. Endospor,
sporangium i¢inde santral, parasantral, subtermitgminal ya da lateral konumda
konwlanabilir. Sporangium, endospor elumu sirasindaseklini koruyabilir ya da
sisebilir. Gordon ve ark. (1973) endosporun konumusgerangiumsiskinligine gore
Bacillus turlerini ¢ grupta toplamglardir. Grup 1, sporangiumgisirmeyen elipsoidal
endospor olgturur. Grup 2, sporangiumgisiren elipsoidal endospor aftwrur. Grup 3
ise sporangiumuyisiren kiresel endosporlar glurur. Endosporurgekli, sporangium
icindeki konumu ve sporangiunsiskinligi taksonomik acidan ©6nem stgan
degsiskenlerdendir (Sneath, 1986).

1.7.2. Koloni Ozellikleri

Bacillus soylarinin koloni morfolojisi buyik oranda cevrestaktorlerden
etkilenmektedir. Bu etkenler besi yeri iggriinkiibasyon sicakhi ve nem olabilece
gibi, kdlturin besi yerindeki gglminin buylime ortaminda odturdusu desisiklikler de
olabilir. Ayni tir icerisinde farkli kgullarda farkl koloni morfolojisi izlenebilir (Snéta,
1986).

Bacillus turleri icerisinde en 6zgun koloni morfolojiBi. mycoide'se goriltr. Bu
turde, 48 saat icerisinde butin petri kabini kagtayizoid buyidme izlenir. Rizoid
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biyime genelde sola donerek geli Birkag soyda szga donen rizoid blylume
gorulmistir. Bazi soylarda rizoid buyime yonunin ortamin'sphh gore dgistigi
saptanmytir (Sneath, 1986).

1.7.3.Bacillus Tirlerinin izolasyonu

Endospor olgturabilen aerobikBacillus tirleri hemen hemen butin g
habitatlardan ve @er kaynaklardan izole edilebilir (Saeki et. al, @DOKarbon ve
nitrojen dongusunde buydk rol Gstlendikleri topnad bitki artiklarinda genelde bol
miktarda bulunurlar. Bu organizmalar, tatl su, ldmmis deniz suyu, denizdibi
cOkeltileri, gida, sut, farmasotik Grlnler gibigdr habitatlara toprak, genur suyu,
tozlar veya enfekte olmubitki materyali ile gecebilir.Bacillus tiri bakterilerin
izolasyon yontemleri, temel olar&@acillus endosporlarinin sicakl dayanikli olmasini
temel alir. 70°C’ta 10 dakika ya da daha uzun sireli bekletmedwsy®e, bilinen tim
vejatatif bakteri formlarini éldurdiii halde, endospor alturmayan ekstrem termofilik

bakterileri veBacillustirlerinin endosporlarini 6ldirmemektedir.

Desikasyonslemi deBacillus endosporlarini 6ne ¢ikarmak igin kullanilabilen bi
yontemdir. Cunkddiger butin vejatatif bakteri formlarinin tersinBacillus cinsi

tarafindan Uretilen endosporlar kurumaya dayanrklid

Ayrica Bacillus turlerinin sporlari bilinen dezenfektanlara fagogu vejatatif
bakteri hicrelerinden daha direnglidBacillus turlerinin izolasyonu igin elveyii bir
dezenfektan olan etanol kullaniliBacillus endosporlari % 50 etil alkole 1 saat
dayandiklari halde, vejetatBacillus hicrelerinin ve dier bakteri tirlerinin 6ldgl
bilinmektedir (Sneath, 1986).

1.8. Bacillus Soylarinin Tiplendirilmesi

Uygun pastérizasyon adimindan sonBacillus tiréi mikroorganizmalari spor
olusturabilen dger gram pozitif ve cubukeklindeki cinslerden (rolactobacillusve
Clostridiumgibi) ayirmanin en iyi yolu katalaz testinin yapasadir.Bacillus cinsinin
katalaz pozitif olmasina kgn, Sporolactobacillusve Clostridium cinsleri katalaz
negatiftir. AyricaBacillus cinsindeki ¢gu ttr aerobik oldgu halde, $orolactobacillus

turleri faklltatif anaerobik veya mikroaerofilik, Clostridium tdrleri ise zorunlu



20

anaeroblardir. Dolayisiyla spor glurabilen cubukseklindeki gram pozitif bir soy,
aerobik ve katalaz pozitif bir bakteri igacillus cinsi icine yerlgtirilebilir (Sneath,
1986).

Mikroorganizmalarin siniflandiriimasinda t¢ anatgdm uygulanmaktadir. Bunlar
klasik yaklgim, nimerik taksonomi ve molekiler yakialardir. Klasik yaklaimda,
prokaryotlar oOncelikle yapisal ve mofolojik 6zelekine gore, arkasindan da
biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerine gore cing tur dizeyinde siniflandirilir. Klasik
yaklasimda kullanilan yapisal ve morfolojik Ozelliklereilbiyokimsyasal ve fizyolojik
Ozellikler Tablo 1.4'te belirtilmgtir. Dolayisiyla ayni hicrgekline ve yapisina sahip
organizmalar ayni grup icine yesteilir. Klasik yaklasimda taksonomi icin kullanilan
diger fiziksel 6zellikler; kamgi vagh ve tipi, boyama 6zellikleri ve kapsul tirt hicre
dist kiliflari icermektedir. Siniflandirma igin kulldan ikincil 6zellikler ise beslenme
veya atmosferik blyime gereksinimleri ile hicressttabolizmanin yan Urtnleri

olabilir.

Tablo 1.4.Klasik Yaklgimda Prokaryotik Taksonomi icin Kullanilan Kriterle

Kategori Kriterler
Sekil
Blyukluk, dizilim
Yapisal / morfolojik Kapsdl
Kamcl
Endospor

Gram boyama v.b.

Karbon ve enerji kayri olarak kullanilan
karbonhidratlar

Optimum buyame sicalg ve pH’si
Blyume icin sicaklik ve pH argh

Aerobik, anaerobik, fakiltatif anaerobik
Fermentasyon ve solunumun son drtnleri
Antibiyotik direnci v.b.

Biyokimyasal / fizyolojik

Klasik yaklagim birgcok taksonomist tarafindan yayggekilde kullaniimakla
birlikte 6nemli bir dezavantaja sahiptir. Takonotimsircok organizma icin en énemli
Ozelligin hangisi oldguna karar vermesi gerekmektedir. Bu ikilem MichAelanson
(1727-1806) tarafindan ggirilen ve numerik ya da “Adonsonian” taksonomi rala

adlandiriin bir yaklggmla ¢ozulmigtir. Numerik taksonomide bir organizmanin butin
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gozlenebilen o6zellikleri @t agiliga sahiptir ve dolayisiyla organizmalar arasindaki
benzerliklerin belirlenmesindsiesekilde dikkate alinir (Lim, 1998)

Mikroorganizmlardaki genetik analizler icin modertekniklerin gelgmesi
mikrobiyal klasifikasyon icin daha iyi yontemleriartaya ciksina neden olmyur.
Tiplendirme icin molekiler yakbamlar organizmalar arasinda nukleik asit
karsilastirmasina dayanir. Bu kalastirmalar farkli organizmalar arasinda RNA ya da
DNA dizilerinin belirlenmesini veya farkli organidzaxdan nuikleik asitlerin

hibridizasyonunu kapsar.

Molekdler tiplendirmede kullanilan yontemler arakan 6zellikle prokaryotlarin
siniflandinimasi icin en guvenilir olani ribozomBNA dizi analizidir. Ribozomal
RNA’lar organizmalar arasinda evrimel farkémaalarin cakilmasi icin en 6nemli
bilesendir. Bu molekullerin tim canlilardakislevsel kalimliliklari, rRNA’lari,
milyarlarca yillik evrimsel d&simin Ol¢ilmesi igin ideal molekuler koronometreler
haline getirmektedir. rRNA slevini kaybetmeden buyuk yapisal gigkleri tolere
edemeyen kucuk bir molekdl olgw icin, gen dizisi uzun filojenetik yollar boyuncak
az dgismis ya da hi¢c dgismemstir. Sonuc olarak, rRNA molekdlleri arasindaki kidcu
farkliliklar organizmalar arasindaki evrimsel uzgil belirlenmesinde kullanilabilir.
Prokaryotlardaki tic rRNA molekulld (5S, 16S ve 288)sinda tiplendirme araci olarak
en sik kullanilani 16S rRNA'dir. 5S rRNA'nin kicutoyutu (125 nukleotit) bu
molekiilden elde edilecek bilgiyi sinirlamaktadite@andan, 23S rRNA'nin buykii
(2900 nukleotit) bu molekilin deneysel analizinBIRNA’dan (1500 nikleotit) daha
zor hale getirmektedir (Lim, 1998; Ducte et. aB9&; Hill et. al., 2000; Sacchi et. al.,
2002)

Ribozomal rRNA'nin dizilenmesi oldukc¢a basittir. S6rRNA'nin  korunmey
bdlgelerine 6zgu “forward” ve “reverse” primerleullanilarak 16S rRNA'yl kodlayan
rDNA dizisi genomik DNA’'dan PCR aracgh ile kolayca amplifiye edilebilir.
Amplifiye edilen 16S rDNA fragmani dizi analizi gahalarinda kullanilabilir
(Weisburg et. al., 1991; Lim, 1998; Stackebradt aadg, 1998; Tanner et. al., 1995;
Mora et. al., 1998; Blanc et. al., 1999; Ntougiad &ussell, 2000).



22

1.9. Tezin Amaci

Endustriyel enzim pazarinda cok ayricalikli bir iyetan alkalen proteazlarin
patentlerle korunmakta olmasi ve halen kullaniidalabirlikte yeni gelstirilen
endustriyel uygulamalarin farkli 6zellikler stgan yeni enzimlere olan gereksinimi
arttirmasi; dinyada ve Ulkemizde bir cok sareciyr bu konu Uzerinde camaya

yoneltmitir.

Bu tez camasi kapsaminda, alkalen proteaz Ureticisi yBaatillus soylarinin
taranarak secilmesi ve tanimlanmasinin yani smajnme dretiminin optimizasyonu

hedeflenmitir.



2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Sarf Malzemeleri

Agar

Agaroz

Akrilamid
Amonyum per Stilfat
Amonyum silfat
Asetik Asit
Azokazein
Brillant Blue R
Bromofenol Blue
CaCb.2H,0
CuCh.2H,O
Diyaliz Membrani
Etidyum Bromid
Fenol
FeSQ.7H,0
Folin's Reagent
Fuksin Sulu Boyasi
Gliserol

Gliserol

Glisin

HsBOs
Immersiyon Y&l
Izoamil alkol
Izopropanol
Jelatin

KoHPO,

Kaba Filtre

KCI

KH.PO,
Kloroform

Kristal Moru Boyasi

BD
SIGMA
SIGMA
Bio Rad
MERCK
REDEL
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
SIGMA
ROTH
SIGMA
MERCK
SIGMA
SIGMA
GBL
RIEDEL
Riedel
SIGMA
SIGMA
MERCK
MERCK
Riedel
SIGMA
MERCK

RIEDEL

RIEDEL

MERCK
GBL

23

214010
A 6013
A 8099
161-0700
101216
27225
A2765
B 7920
B 6131
C 3306
C 6641
0653.1
E 7637
100200
F 7002
F 9252
2424
15524
15524
G 7126
B 7660
1.046.990.100
100978
24137
G 6144
1.051.011.000

12636

4243

102431
2434



L-Tirozin
Lugol Cozeltisi
Maya Oztii
MgCl,
MnSO4.H20
NaCOs
NaM00,;.2H,0
NaCl

NaNG;

NaOH

Nutrient Broth
Nutrient Broth
Peptone
Proteinaz K
Protein Standardi

SIGMA
GBL
MERCK

MERCK

SIGMA

MERCK

SIGMA

MERCK

SIGMA

MERCK
DIFCO
DIFCO
BD

ROCHE
SIGMA

SDS(Sodyum Lauryl sulphate§IGMA

Skim milk
Sodyum Asetat
Sodyum hidroksit
Sodyum karbonat
Sodyum klorid
TEMED

Trikloro Asetik Asit
Tris Baz
Tris-HCL

Triton X-100
Tryptic Soy Broth
Tween 80
B-Merkaptoetanol
A DNA

DIFCO
MERCK
MERCK

MERCK
Riedel

SIGMA

RIEDEL

SIGMA

MERCK

SIGMA

BD
SIGMA

SIGMA
MBI-FERMENTAS

24

L 8566
2435
103.753

105.832

M 7634

106.392

M 1003
106.400

S 8170
106.462
234000
234000
211693
1373 196

SDS-6H

L 5750
232100
6268
106462

106392
13423

T7024
27242
T 1503

108986

T 9284
211825
P 8074

M-6250



2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz ismi

Uretici Firma

25

Modeli

+4°C Sgutucu
-20°C Dondurucu
-80°C Dondurucu

Agaroz Gel Elektroforezi Sistemi

Buz Makinesi

Etav

Gug Kaynai

Hassas Terazi

Inkuibator

Jel Goruntileme Monitora
Jel Gortintileme Sistemi
Jel Goruntuleme Yazicisi
Liyofilizator

Liyofilizator Sogutucu Motoru
Liyofilizatér Vakum Motoru
Manyetik Karstirici

Masa Ustu Santrifijj

Masa Ustu Santrifijj
Mikrodalga Firin
Mikroskop

Orbitral Karstirici

Otoklav

Otoklav

Otomatik Pipet (1000 ml)
Otomatik Pipet (20 ml)
Otomatik Pipet (200 ml)
pH Metre

Protein Elektroforezi Sistemi
Spektrofotometre

Steril Kabin

Sterilizator

Su Banyosu

Su Banyosu

Terazi

U.V Transilliminator
Vorteks

ARISTON NOFROST
ARISTON NOFROST

HERAEUS INSTRUMENT

BIOMETRA
BAR LINE
EDMUNT BUHLER
BIOLAB

SARTORIUS
CERTOMAT

SONY

VILBER LOURMAT

SONY

JOUAN
JOUAN
ALCATEL

HEIDOLPH

HERAEUS

HERAEUS
BEKO
NIKON
BIOMETRA
HIRAYAMA
VARIOKLAV

GILSON

GILSON
GILSON
INOLAB

BIO RAD
BIORAD
HERAEUS
BINDER
JULABO
JULABO
SARTORIUS
VILBER LOURMAT
IKA

AgaGel M
BF 85
TH 15
Elite 300 Plus
BL 210S
BS-T
PVM-95E
TFX-20M
UP-890 CE
RC-10.10
RCT 90
Pascal 2005 C1
MR3001
Sepatech, Biofuge 15R
Labofuge 400R
1550
Alphaphot 2-YS 2
WT 12
HICLAVE HVE-50
Dampfsterilizator 300
P1000
P20
P200
pH LEVEL 1
Mini Protedn
Smartspec 3000
Herasafe-HS 12
ED115
SW 21
MP 13
BL 3100
V026347
MS 2-Minishaker
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2.1.3. Besi Yerleri

Nutrient Broth: % 0,3 Beef extract, % 0.5 Pepton, distile sudaeiyiozuldikten sonra
121°C’ta 40 dakika otoklavlanir.

Nutrient Agar: % 0,3 Beef extract, % 0.5 Pepton, % 1,5 Agar,ildiguda iyice

cozuldukten sonra 12C’'ta 40 dakika otoklavlanir.

L-Agar: % 1 Tripton,% 0,5 Yeast extract, % 0,5 NaCl, % 1,5 Agar, dissiida iyice

cozuldikten sonra 12C’'ta 40 dakika otoklavlanir.

Minimal Besi Yeri: % 1 Glukoz, % 0,4 NaN§) % 0,001 CaG| % 0,05 MgSQ.
7H0, % 0,1 KCI, % 0.001 FeSO% 0,05 KHPO,, % 0.05 KHPO,. Distile su
icerisinde ¢Ozulerek 1000 ml'ye tamamlanir. 121&Q0 dakika otoklav edilir. Minimal
besi yeri icin eser element sollsyonu ; % 0,0260H),05 Cu, % 0,05 Mn, % 0,006 Mo,
distile su icinde cozllerek otoklav edildikten sor{ii21°C, 20 dakika) son hacim %
0,005 olacakekilde minimal besi yerine ilave edilir. (Llarchat, 1997).

Minimal Agar Besi Yeri: % 1 Glukoz, % 0,4 NaN§) % 0,001 CaGl| % 0,05 MgSQ
7H,0, % 0,1 KCI, % 0.001 FeSO% 0,05 KHPQO,, % 0.05 KHPO,, % 1,5 agar.
Distile su icerisinde ¢oziulerek 1000 ml'ye tamamai2l °C'ta 20 dakika otoklav
edilir. Minimal agar besi yeri i¢in eser elementisyonu ; % 0,026 B, % 0,05 Cu, %
0,05 Mn, % 0,006 Mo, distile su icinde ¢Ozulerekkbtav edildikten sonra (121°C, 20
dakika) son konsantrasyonu % 0,005 olagadlde minimal agar besi yerine ilave edilir.
(Llarch et al., 1997).

Triptik Soy Broth: % 3 Tryptic soy broth, % 0,7 NaCl, % 0,036 Tris

Distile su icerisinde ¢ozllerek 1000 ml'ye tamamnnla121°C’ta 40 dakika otoklav
edilerek steril edilir (Sneath, 1986).

Triptik Soy Agar: % 3 Tryptik soy broth, % 0,7 NaCl, % 0,036 Tris, 1% agar. Distile

su icerisinde ¢ozilerek 1000 ml'ye tamamlanir. 2@%a 40 dakika otoklav edilerek
steril edilir (Sneath, 1986).

LB Broth Besi Yeri: % 1 Nutrient broth, % 0,5 Yeast extract, % 0,8 N& 0,052 Tris.
Distile su igerisinde ¢ozilerek 1llitreye tamamlar@toklavda 121°C’'ta 40 dakika

sterilize edilir.
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LB Agar Besi Yeri: % 1 Nutrient broth, % 0,5 Yeast extract, % 0,8 N&@g 1,5 agar.

Distile su icerisinde ¢ozulur ve.

Horikoshi -1 Besi Yeri: % 1glukoz, % 0.5 peptone, % 0.5 Maya 6zutu, %pdthsyum
dihidrojen monofosfat, % 0.02 magnezyumsilfat peidtat, % 1 sodyum karbonat.
Distile su igerisinde ¢ozullr ve 12C'ta 40 dakika sterilize edilir
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2.2. YOntemler

2.2.1. Orneklerin Toplanmasi

Toprak ve su drnekleri Afyon, Bursa, Balikesir yérandeki sicak su kaynaklari
ve Yalova yodresindeki bir mantar cifli ile Edremit yoresindeki bir zeytinga
isletmesinden alinngtir. Su oOrnekleri 6nceden steril ediknkapakl siselere, toprak
ornekleri ise temiz plastik kék kullanilarak kilitli torbalara alinngtir. Ornekler
toplanirken, ornek kayg@ein sicaklgl ve pH'si gibi dgiskenler kaydedilmtir.
Orneklerin alindil kaynaklarin yerleri ve 6zellikleri gizelge 2.2dk gdésterilmgtir.

Tablo 2.1 Toprak ve Su Orneklerinin Yeri ve Ozellikleri

Ornek Kodu Alindi g1 yer Ornek Tipi Sicaklik (°C) pH

T1 Yalova Mantar Ciftlgi Sarilms Kompost
T2 Afyon Heybeli Kaplicasi Toprak 48 9
T7 Afyon Gecek Kaplicasi Toprak 15 8
T8 Afyon Gecek Kaplicasi Toprak 26
T10 Afyon Gecek Kaplicasi Toprak 48 8
T11 Afyon Omer Kaplicasi Toprak 55
T12 Bursa Kara Mustafa Kaplicasi Tortu
T13 Afyon Omer Kaplicasi Toprak 15(Ortam)
T14 Afyon Omer Kaplicasi Toprak 80
T16 Gonen D4 llicasi Toprak 40
T17 Yalova Mantar Ciftlgi Torf
S1 Manyas Serpin Kaplicasi Su 53 7
S2 Gonen Dg llicasi-1 Su 43 7
S3 Gonen Dg llicasi-2 Su 43 8
S5 Gonen Dg llicasi-Acl su Su 5
S6 Gonen Yildiz Otel- G10 Su 75 7
S7 Gonen Yildiz Otel-G7 Su 58 7
S9 Bursa Askeri Hastanesi Su 45.2 7
S10 Bursa Yeni Kaplica Su 81 8
S12 Bursa Karamustafa Kaplicasi Su 63 7
Al Afyon Heybeli Kaplicasi Su 58 8
A2 Afyon Gazligdl Kaplicasi Su 65 7,5-8
A3 Afyon Gazligdl Kaplicasi Su 69 8
A4 Afyon Gazligdl Kaplicasi Su 29
A5 Afyon Orugaglu Kaplicasi Su
A9 Afyon Gecek Kaplicasi Su 96 9
Al12 Afyon Omer Kaplicasi Su 104
A15 Afyon ikbal Kaplicasi Su 43 7
Al6 Afyon Cay llicasi Su 38 7

KARA Edremit Zeytinisletmesi Karasu

PIRINA | Edremit Zeytinisletmesi Pirina

TERE Tereyd| Bozulmuy tereya
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2.2.2. Primerizolasyon

2.2.2.1. Su Ornekleri

Primer izolasyon icin 1 ml su orgiesteril cam pipet kullanilarak 5 ml Nutrient
Broth (NB) icine eklennyi ve elle kagtirilmistir. Her bir drnek icin pastorize (P) ve
non-pastorize (NP) olmak lzere gé&r tip hazirlanmgtir. Pastorize edilecek 6rnek (P)
tupleri, endospor okturabilen Bacillus soylarini 6ne c¢ikarmak Uzere, 80 °C su
banyosunda 15 dakika inkiibe edg$mNP tlplerine boyle birsiem uygulanmangtir.
Daha sonra tiipler, 30 °C'ta 170 rpm’de calkalanamékibasyona birakilrgtir. Ureme
gozlenen orneklerden 100’er pl alinarak iki adet pMe iki adet pH 10 Nutrient Agar
(NA) iceren katl besi yerlerine cam baget ile yasak ekilmg, paralel petri kaplari 30
ve 55 °C’ta inkiibasyona birakilgir. Ureme gozlenen petri kaplarindaki kolonilerden
birbirinden farkli koloni morfolojisi gosterenlesaflatirildiktan sonra geldikleri kati
besi yerinin pH’sina uygusekilde hazirlanan ve NB iceregik jelozlara aktarilarak +4
°C’'ta saklanmytir.

Su oOrneklerinden NB ile yapilan primer izolasyonadate edilen izolatlarin sayisi
az bulundgu icin NB yerine, minimal besi yeri (MN), Horikoshibesi yeri (AL)
(Horikoshi 1995, Horikoshi 1996) ve Tryptik Soy Bmo (TSB) kullanilarak,
pastérizasyon yapilmaksizin ikinci bir primer izlan yapilmgtir. 5 ml sivi besi yerine
1 ml su 6rngi eklenerek MN besi yerine ekilenler 30, 45 ve TX&, AL besi yerine
ekilenler 30 ve 45 °C’'ta, TSB besi yerine ekilenBfr ve 70 °C'ta inkube edilstir.
Ureme gozlenen tuplerden 100’er ul, dnimegeldigi sivi besi yerinin agar katilarak
hazirlanan kati formunu iceren petri kaplarina chaget kullanilarak yayilmive
geldikleri sicakliklarda (agar ergiicin 70 °C’tan gelenler 55 °C'ta) inktbe ediktm.
Farkli koloni morfolojisine sahip tek kolonilerdgapilan Gram boyama ve mikroskobik
incelemenin ardindan Gram pozitif olduklari gérukeroniler saflatiriimis ve ayni kati

besi yerini iceren @k jelozlara aktarilarak, +4 °C’ta saklarytm.
2.2.2.2. Toprak Ornekleri

Toprak Orneklerinden primer izolasyon igin, pastasyon gleminin sicaklik ve
etanol c¢ozeltisi uygulamalarindan hangisi ile gklegiriimesinin uygun olacgni

belirlemek (zere T1 ve T2 o6rnekleriyle bir 6n gada yapiimgtir. Sicaklik ile
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pastorizasyonslemi i¢in 4 g toprak orng 20 ml steril saf su icine eklenerek 80 °C su
banyosunda 20 dakika inkiibe edigtiri Etanol ile pastorizasyorlemi icin 4 g toprak
ornesi 20 ml % 50 etanol cozeltisi icine eklenerek, latsdoyunca 150 rpm’de
calkalanmgtir. Pastorizasyornslemlerinin ardindan, etanol ve sicaklikla pastosdden
orneklerin 10' ve 10° dilusyonlarindan 100’er pl, if@r adet pH 7 ve pH 10 L-Agar
iceren kati besi yerlerine yayilarak, bir seti 3Ut& ve dger seti 55 °C'ta inkube
edilmistir. Kati besi yerlerinde Ureyen kolonilerin sayse Gram boyama sonrasi
yapilan mikroskobik inceleme sonucundadetitoprak érneklerinden yapilacak primer
izolasyon igin pastorizasyongleminin sicaklik eliyle yapilmasina karar verim.
Ureme gozlenen petrilerde farkli koloni morfolajisi sahip izolatlardan, mikroskobik
inceleme ile Gram pozitif olduklarina karar verilensaflgtiriimis ve eik jelozlara

aktarilarak +4 °C’ta saklangtir.
2.2.3. Alkalen Proteaz Ureticisi YereBacillus Soylarinin Secilmesi

Egik jelozlarda +4 ©°C’'ta saklanan izolatlar, arkasind’den 200’e kadar
numaralandirilmy gril olan petrilere, steril edilngi kirdanlar aracign ile ekilmistir.
Gece boyu 30 °C’ta inkuibasyonun ardindan petriletdgiyen her bir soy, % 6 st tozu
iceren pH 7 ve pH 10 Nutrient Agar alkalen protsagici besi yerlerine (SM) petri
basina dokuz koloni dieceksekilde ve yine steril kiirdan kullanilarak ekikti. 30
°C'ta 24. ve 48. saatlerin sonunda, kolonilerin esimde, sit tozundaki kazeinin
hidrolizi sonucu olgan seffaf boélgenin capi derlendirilerek, izolatlarin enzim
uretkenlikleri belirlenmgtir. SM secici besi yerinde verdiklegeffaf bdlgenin capinin
blyuklUgl ile 6ne ¢ikan izolatlar arasindan, koloni capsdffaf bélge capinin orani ile
primer izolasyonun yapilgr sicaklik ve pH dgskenleri goz 6ntunde bulundurularak
secilen soylar, tir dizeyinde 6n tiplendirmegahblarina alinngtir.

2.2.4. Alkalen Proteaz Ureticisi Yerel Bacillus Soylarinin On

Tiplendirilmesi

Tlr duzeyinde 6n tiplendirmeye alinan soylar telgatatiriimis, bu amacla NA
petrilerine 6ze ile en az iki kere tek koloni sdiiilecek sekilde pasajlanmi ve
mikroskobik incelemenin ardindan saf oidna karar verilen ve Gram pozitif, spor

olusturan soylar on tiplendirme cginalarina alinngtir. Saflatirilan soylarda koloni
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morfolojisi, Gram boyama, hareket, endospogekili, yeri vesiskinligi gibi morfolojik
Ozellikleri gozetilerek incelenmive TSI (Tri-sugar Iron) reaksiyonu, VP (Vogues-
Proskauer) reaksiyonu, kanl agarda hemoliz, katatatimi, nitrat indirgenmesi, jelatin,
nisasta ve kazein hidrolizi, indol yapimi (triptofaiiolizi), Greaz enzimi var§, sitrati
tek karbon kayna olarak kullanabilme, anaerob skdlarda treyebilme, 10 U penisiline
direng, 30 ve 55 °C'ta Ureyebilme, % 7 NaCl icedB’'de ureyebilme gibi
biyokimyasal 6zellikleri ile birlikte dgerlendirilerek, benzgigi tir(ler) belirlenmtir.

izole Edilen Bacillus Soylarinin Manuel Tiplendirmeinde Kullanilan Testler

1. Gram Testi

Gram boyamada lam uzerine fikse edgrhiicrelere 6ncelikle kristal moru boyasi
uygulanir. Daha sonra lugol ¢ozelti damlatilir. Bonraki adimda boya etanol ya da
aseton gibi bir ¢ozucu ile yikanir ve hicreler s@llgsin ile boyanir. Gram pozitif
bakterilerin etanol uygulamasi adiminda kristal umor birakmayip, mikroskop altinda
mor renkte gbzikmelerine kan, Gram negatif bakteriler etanol adiminda kristal
morunu kaybederek sulu fuksinin rengi olan kirnpembe renkte go6zikur. Gram
pozitif bakterilerin etanol ile renksizitrme adiminda kristal morunu birakmamalarri;
hicre duvarlarinin Gram negatiflere gore daha kpkptidoglikan tabakasina sahip
olmalasiyla aciklanmaktadir. Gram negatiflerin leliauvarlarindaki peptidoglikan
tabakasi daha ince olgiu icin renksizlgtirme adiminda kristal morunu birakir ve zit
boya ile (sulu fuksin) boyanarak kirmizi rengi giim, 1998).
2. Koloni Morfolojisi

Saf kiltirden Nutrient Agar petrilerine aktarihip-Z2 saat 38C'ta inkiibe edilen
kaltarlerin koloni rengi, buyudklgl, kivami, goringii ve biylime zamani gibi 6zellikleri
kaydedilir.
3. EndosporSekli, Yeri veSiskinli gi

Gram boyama analizi sirasinda endospor yakinligi ve sekli kaydedilir. Cok az
ya da hi¢ endospor alfturmayan soylar sporulasyon besi yerine inokuléeegk spor
olusumu sglanir.
4. Hareket Testi
Bakterilerin tiplendirmesinde 6énemli bir 6zellikam hareketin belirlenmesi icin SIM

(sulfar indole motility) ya da MIO (motility indolernithine) yari-kati besiyerine tel 6ze
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ile asilama yapilir. Ureme sadece inokiilasyon cizgisikdenissa bakteri hareketsiz,
blylume ekim cizgisinin dina tgmissa bakteri hareketli demektir.
5. TSI (Three Sugar Iron) Testi

TSI testi ile bakterinin minimal besiyerinde bulanspesifik karbohidrat (glukoz,
laktoz, siikroz) kullanimi, gaz tretimi ve hidrogilfur Gretimi bilgileri edinilir. Tel 6ze
ile bakteri 6nce gk besi yeri ylzeyine, daha sonra da tel 6ze besigebatirilarak
asllama yapilir. Besiyerinin alti sari,gi& kismi kirmizi oldgunda sadece glukoz
fermente edilmektedir. Her ikisi sari oglinda glukozla birlikte laktoz ve/veya sukroz
fermente ediliyor, demektir. Hem alt hem de Ustmkm kaldginda, bu U¢
karbonhidratin fermente edilmedianlasilir. Hidrojen sulfir olgumunda besiyerinin
dibinde siyah bir ¢okelti okwmu goruldr.
6. V-P (Vogues-Proskauer) Testi

Glukoz fermntasyonu sirasinda g@n piruvik asitin - bir 0rind olan
asetilmetilkarbinoliin (aktoin) saptanmasi icin yapIMR/VP (Methyl Red/Vogues-
Proskauer) besiyerinesidanan saf kiltiirler 35C’'ta 24 saat inkiibe edildikten sonra
besiyerine 0,6 mé-naftol ve 0,2 ml % 40’k potasyum hidroksit ¢cdzsl eklenerek 15
dakika beklenir. Kirmizi renk ojumu VP pozitif sonucunu gosterir.
7. Kanh Agarda Hemoliz

Saf kiltirden alinan 6rnek 6ze ile kanli agar ineegilanarak 35°C'ta 24-48 saat
inkiibe edilir. Koloni ¢evresindeki hemolizin tipigg@re sonug belirlenir. Bazi bakteriler
urettikleri enzimlerle kirmizi kan hicrelerini pafgyarak koloni ¢evresinde tamamen
renksiz bir alan olgturur (3-hemoliz), bazilari ise koloni ¢evresinde kismi farcalama
ile sarimsi bir renk okiurur (- hemoliz). Dger bazi bakteriler ise kirmizi kan
hicrelerini parcalayamazlay-(hemoliz).
8. Katalaz Uretimi

Bazi bakteriler kendileri icin toksik olan hidrojeperoksiti su ve oksijene
parcalayan katalaz enzimini Uretirler. Bunu betirék icin katl besi yerinde buyutilgi
koloniler Uzerine birkac damla % 3'lik hidrojen pksit cozeltisi damlatilr.
Kdpuklenmenin olgmasi katalaz pozitif sonucu gosterir.
9. Nitrat indirgenmesi

Denitrifikasyon yapan bir bakteri nitrat redikdazzieni ile nitrati nitrite ve/veya
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nitriti nitrojene indirgeyebilir. 24-48 saat boywn@otasyum nitrat (KNg) iceren
besiyerinde buydtilen kiltirin Gstiine sdlfanilik &e a- naftalamine eklenir. Kirmizi
renk olwmasi nitritin varlgini ve bakterinin nitrati nitrite indirgeyebilgni gosterir.
Hicbir rengin olgmamasi durumunda bakterinin nitrati mi indirgeyergied yoksa
nitriti nitrojene mi indirgediini belirlemek Uzere besiyerine az miktarda tozkgin
eklenir. Eger renk kirmiziya doniiiyorsa ortamda hala nitrat var demektir ve sonug
negatiftir. Ezer renk kirmiziya dorsintiyorsa nitrit nitrojene kadar indirgenyndemektir

ve sonug pozitiftir.

10. Nisasta Hidrolizi

Saf kultirden alinan ornekler % Isasta iceren kati besi yerinde 35'ta 24-48
saat inkibe edilir. Daha sonra lugol ¢oOzeltisi bprey yardimiyla agarin Uzerine
puskartultr. Ngasta hidrolizi kolonilerin ¢evresinde ghn sarimsi renkteki bdlgelerin
varligl ile anlagilir.

11. Kazein Hidrolizi

Saf kultirden alinan érnekler % 6 sittozu icererrifot Agar katl besi yerlerine
nokta inokilasyonu ile ekilir. 36C'ta 24-48 saat inkiibasyonun ardinda kolonilerin
cevresindeki acik zon alumu kazein hidrolizini gésterir.

12. Triptofan Hidrolizi (indol Yapimi)

Bu test, triptofan aminoasitinin triptofanaz enziiei indol, piruvat ve amonya
parcalandiini gosterir. Triptofan besi yerinde 86'ta 24—-48 saat inkiibe edilen kultur
Uzerine Kovac's ¢oOzeltisi damlatilir. Tapin Ustrieada kirmizi bir hale okwmu
pozitif sonucu gosterir.

13. Ureaz Sentezi

Bakterilerin Ureyi, Ureaz enzimi ile parcalayip gaamadiini ésrenmek icin
yapilir. Saf kultirden alinan 6rnek 6ze ile Ureiye$ne inokile edilerek 35C'ta
inkiibe edilir. Besiyeri renginin kirmiziya donmesizitif sonucu gaosterir.

14. Sitrati Tek Karbon Kayng Olarak Kullanabilme

Bakterinin tek karbon kayga olarak sitrati kullanip kullanamagini gérmek icin
yapilir. Saf kultirden alinan 6rnek 6ze ile Simmarigat agar kati besiyerine inokile
edilerek 35°C’ta 24-48 saat inkibe edilir. Besiyeri renginirsifden maviye donmesi

pozitif sonucu gosterir.
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15. Anaerob Keullarda Ureyebilme

Saf kilturden alinan 6rnek 6ze ile Nutrient Agat keesiyerine inokule edilir ve
“Anaerob Pget Sistemi” icine yerlgirilerek 35 °C’'ta 72 saat inkiibe edilir. Ureme
g6zlenmesi bakterinin anaerob ofdunu gosterir.
16. Jelatin Hidrolizi

Jelatin iceren besi yerine saf kiltirden alinarekler tel 6ze ile inokile edilerek
35 °C'ta 24-52 saat inkiibe edilir. Daha sonra tiplezdolabinda 15-30 dakika
bekletildikten sonra jelatin katgeis ise sonu¢ negatif, katgaams ise sonuc¢ pozitif
olarak kaydedilir.
17. 10 U penisiline direng

Saf kiltirden alinan 6rnek Nutrient Agar kati bgsiine yayilir ve inokilasyon
bolgesinin ortasina bir penisilin diski yesfigilerek 35°C’ta 24-48 saat inkiibe edilir.
Disk cevresinde inhibisyon bolgesinin vrlibakterinin penisiline direncli olmagini
gOsterir.
18. 35°C ve 50°C’ta Ureyebilme

Saf kdltirden alinan érnekler Nutrient Agar katsigerlerine inokule edilir ve 5
gin boyunca belirtilen sicakliklarda inkibe edilRetrilerde tGreme olup olmagl
kaydedilir (Sneath, 1986).
19. % 7 NaCl iceren Nutrient Broth’da Ureme

Saf kiltirden alinan 6érnekler % 7 NaCl iceren hyeslerine inokile edilerek 35

°C'ta 7-12 gun inktbe edilir ve treme olup olnfadzlenir.

2.2.5. API ve VITEK Sistemleri ile Tiplendirme Calismalari

Sivi kultdr calgmalarina alinan soylarin mandel tiplendirmesgpadlari sonucunda
verilen tur isimlerinin irdelenmesi amaciyla Bioneerx sirketi tarafindanBacillus
turlerini tanimlamak i¢in Uretilen “API 50 CHB/ E” ve “VITEK Bac” Kkitleri

kullaniimistir.
2.2.6. - 20 °C ve - 80 °C Hucre Stoklarinin Hazirtamasi

Saflstirlan soylari koruma altina almak tzere -20 @ %8 stoklari hazirlanrgtir.
Stok hazirlanmasi icin soylar +4 °C’ta saklandikkik jelozlardan 6ze ile 2 ml LB

icine ekilmk ve 37 °C’'ta 170 rpm'de calkalanarak inkiibe editini Ureme gorilen
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orneklerden -20 °C stoklari i¢in 325 pl hiicre kiiltue -80 °C stoklari i¢in 625 pl hiicre
kaltara alinarak steril % 80 gliserol ¢ozeltisi ilO00 ul'ye tamamlanmive iyice

karistirildiktan sonra belirtilen sicakliklardaki dedonduruculara kaldirilrgtir.

2.2.7. Saflgtirilan Soylarin Hicre Disi Alkalen Proteaz Aktivitelerinin
Sivi Klttrlerde Calisiimasi ve Enzim Uretiminin Optimizasyonu

Saflgstirihp on tiplendirilmesi yapilan soylarin enzinkaaktivitelerinde kayip olup
olmadgini kontrol etmek lGzere +4 °C’ta saklangikgeloz stoklarindan pH 7 ve pH 10
SM secici besi yerine nokta ekimlerigne 6ze ile yapilmtir. Secici besi yerinde
gorulen seffaf bolge caplari ve koloni caplari kaydeditii SM secici besi yerinde
verdikleri seffaf bdlge capina gore enzim Uretkgnlyontiinden dne c¢ikan saftarlimis
soylar 10 ml'lik vida kapakli tiplerde bulunan sbasi yerlerinde biyutilngtiir. Hticre
disi enzim aktivitesini belirlemek Uzere gahaya alinan soylar, -20 °C stoklarindan
final kaltir hacminin % 1'i kadar kultir eklenerekilanmg ve 37 °C’ta 170 rpm’de
calkalanarak inkibe edilgtir. Soylarin sivi kultirdeki alkalen proteaz Urtkgi, % 4
jelatin iceren NB besi yerinde (Kanekar et. 2002;Lawler et. al., 1999) incelengi24.
ve 48. saatlerindeki hiicre ganlugu (Aso)) ve hicre kalttrh Gst sivisindaki alkalen

proteaz aktivitesi (Aso) deerleri dl¢ilerek dgerlendirilmistir.

Kigluk hacim sivi kaltir ¢caimalarindaki enzim Uretkegdii ile 6ne ¢ikan soylar
(P17, P19, P20, P21, P22, L1, L10, L13, L16) dabgik hacimli sivi kiltirlere
alinmstir. Bayluk hacimde yine % 4 jelatin iceren NB shesi yeri kullanilmgtir.
Onkdilturler, -20 °C stoklarinin 20 pl'si ilgi@nan 2 ml LB besi yerinde gece boyu 37
°C’'ta 170 rpm’de calkalanarak buyutulghir. Ana kalttr, final besi yeri hacminin, %

1'i oraninda 6n kiiltiir ile @lanms ve ayni kgullarda inkiibe edilnstir. Inkiibasyon,
kaltdr hacminin 5 kati buyUkgiindeki flasklarda gercelgd@rilmistir.  Kaltir
baslangicindan itibaren 56. saategie4 saatte bir, 56. saat ile 168. saat arasinda 24
saatte bir ve sadece L1 soyu icin 192. ve 216.lesdat birer ornek alinarak hicre

yogunlugu (Asoo) ve alkalen proteaz aktivitesi &) deserleri dlculmigtur.
2.2.8. Huicre Ya&unlugunun Olgulmesi

Hucre yagunlugunun olgulmesi icin kultir sivisindan steril skdarda yeterli
miktarda ornek alinngive gerekiginde uygun besi yeri ile yeterli oranda seyreltme
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yapildiktan sonra &odegerleri spektrofotometrede Olculmtiir.
2.2.9. Ust Sivida Alkalen Proteaz Aktivitesinin Béllenmesi

Enzim aktivitesinin ol¢ctlmesi icin, steril kallarda alinan 1200 pl kaltur Orgie
eppendorf tlplerine alinarak 10000 rpm’de 10 dalskatriflj edildikten sonra, st
sivinin 500 pl'si aktivite testi cgamalarinda kullanilngive geriye kalan dst sivi +4 °C’ta

saklanmgtir.

2.2.9.1. Alkalen Proteaz Aktivite Testi

Glisin Tamponu: 50 mM Glisin, 50 mM NacCl, 50 mM NEQOpH 10,5

TCA Solisyonu: 0,11 M TCA, 0,22 M Sodyum AsetaBIM Asetik Asit
Substrat Soltisyonu: Glisin tamponu i¢inde ¢ozignbbl6 Hamerstein Azokazein

500 pl Gst sivi temiz cam tiplere alinarak Ustlrte 2l substrat eklenir ve vorteks
kullanilarak iyice kastirilir.

30 °C su banyosunda 20 dakika inkibe edilir.

2,5 ml TCA cozeltisi eklenir ve vorteksle iyice kamildiktan sonra 30 °C su

banyosunda 30 dakika inklibe edilir.
Kaba filtre k&idi kullanilarak temiz cam tuplere suzuldr.

Filtratin 500 pI'si bgka bir temiz cam tipe aktarilir ve 2,5 ml 0.5 M,8@&; eklenerek

vorteksle iyice kastirilir.
500 pl 1:2 seyreltilngi Folin’s ¢ozeltisi eklenir ve vorteksle hafifce kamilir.

Oda sicakiginda 30 dakika inkibe edildikten sonra spektrofattrede Agy deseri

olcalar.
2.2.9.2. Kalibrasyon Brisinin Hazirlanmasi

Glisin-NaOH, pH 10,5 icinde ¢6zunmii-tirozin, kalibrasyon grisinin hazirlanmasinda
standart olarak kullanilir.

50 pg/ml L-tirozin ¢ozeltisi hazirlanir ve Tablo22ye gore iki set halinde artan L-

tirozin dilisyonlari hazirlanir.
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Tablo 2.2.Kalibrasyon grisi icin artan L-tirozin dilisyonlarinin hazirlarasi.

Tiip No Kee 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
50 pg/ml L-tirozin (M) - 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Glisin tamponu (M) 500 450 400 350 300 250 200 150 100 50

Final L-trozin miktar (M9) o 25 50 75 100 12,5 150 175 20,0 22,5 25,0

» 2,5ml 0.5 M NaCQO;eklenir ve iyice vorteksle kagtirilir.
» 500 ul 1:2 seyreltilngi Folin’s Reagent eklenerek hafifce vorteksle ganlir.

» Oda sicakiiinda 30 dakika inkibe edildikten sonra spektrofatrede Ago dezeri

Olguldr.

» Her iki setin Asodegerlerinin ortalamasi alinarak final L-tirozin miki@rina kagi gelen
ortalama Ago degerleri ile hazirlanan grafikten elde edilegim enzim aktivitesinin

hesaplanmasinda kullanilir.
2.2.9.3. Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

1 dakika’da 1 pmol Tirozin olturan enzim miktari 1 Unite enzim olarak tanimlanir

Reaksiyon Hacmi = 3 ml
Enzim hacmi = 0,5 ml
Reaksiyon suresi = 20 dakika
MA Tirozin = 181,2 g/ mol

Asso 1000
X x Reaksiyon Hacmi (ml)
%im IleI’irozin

Aktivite =
Enzim Hacmi (ml) x Reaksiyon Siresi (dakika)

2.2.10. Enzim On Nitelendirme Cakmalari

Yapilan calymalar sonucunda enzim uretkenlbakimindan one ¢ikgi belirlenen
soylardan L13 tarafindan uretilen alkalen proteazirai 6n nitelendirme c¢almalarina

alinmstir. L13 soyu 100 ml % 1 jelatin iceren NB besipexi -20°C stoklarindan
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inoklle edilerek gece boyu buydtulen 6n kultirdemaams ve kiltirin 64. saatinde

10000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek, Ustsitoplanmgtir.
Kultir Ust sivisinin Konsantre Edilmesi

Kdltar tst sivisisinin 50 mlI'si ammonyum sulfat géknesi yapilarak konsantre
edilmistir. 32,9 g amonyum silfat (final konsantrasyonu9® +4 °C’taki kilttr tst
sivisina yawvayava eklenerek 2 saat boyunca manyetikskancida kargtiriimistir.
Daha sonra ¢o6zelti 10000 rpm’de 20 dakika santefdijmis, Ust sivi bgka bir kaba
aktarnimstir. Cokelti 2250 pul 50 mM pH 7,5 potasyum fosfatnponu ile ¢cozulmgive
diyaliz membranina aktarilarak, ¥@'ta ayni tampona kargece boyu diyaliz edilngiir.
Diyaliz sonrasi hacmi dl¢ilen enzim, nitelendirnadisgnalarinda kullaniimak tzere +4

°C’'ta saklanmtir.
Optimal Sicaklik ve Sicaklik Kararliginin Belirlenmesi

Kaltar Gst sivisindan % 90 amonyum sulfat ¢oktinnieskonsantre edilen enzim
ornesi, optimal sicaklik ve sicaklik kararigh calsmalarinda kullaniingtir. Diyaliz
tupinden alinan enzim c¢ozeltisi 50 mM pH 7,5 patasyfosfat tamponu ile 1:5
oraninda seyreltilerek, 6n nitelendirme gaalarina alinngtir. Elde edilen enzim
cOzeltisi icin aktivite testi modifiye edilerek uyignmstir. Kim et. al.. (2003)te
belirtildigi tzere 20 pl enzim solisyonu 125 pl glisin tampdptd 10,5) iginde
cbzinmiy % 6 azokazein cozeltisi icine eklerymie istenilen sicaklikta 20 dakika
inkiibe edildikten sonra reaksiyonu durdurmak GA@® ul TCA solisyonu eklengve
30 °C'ta 30 dakika daha inkiibe edilgtir. Tupler 13000 rpm’de 10 dakika santrifj
edilerek tst sivinin 200 pl'si temiz tiplere aktarg ve Gzerine 1000 pl 0.5 M NaOs
ve 200 ul 1 :2 seyreltiimiFolin’s Reagent eklenerek, oda sicgkida 30 dakika inkibe
edilmistir.  Inkibasyon sonrasi & deserleri spektrofotometrede Olcllerek
kaydedilmitir. Sicaklik kararhlgl ve optimal sicaklik testlerinde drnekler sia set
halinde cakilmistir.

Optimal sicaklik ve sicaklik karari calsmalarinda ikjer set enzim orrgnde
25-75°C arasindaki enzim aktivite gerleri incelenmgtir. Optimal sicaklik dgerinin
belirlenmesi icin enzim solusyonu Uzerine azokazedzeltisi eklenny, istenilen

sicaklikta inkiibe edildikten sonra, 3D'taki aktivite degerine goreceli aktivite derleri
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belirlenmstir. Sicaklik kararlilg! igin tup icine konulan enzim drgeistenilen sicaklikta
10 dakika inkiibe edildikten sonra azokazein ¢ctaetklenerek standart kallarda 30

°C'ta kalan enzim aktivitesi belirlengtir.
Optimal pH ve pH Kararhlginin Belirlenmesi

Optimal pH ve pH kararlign calsmalarinda pH 5,5-12,0 argindaki enzim
aktivitesi degerleri olcilmitar. pH 5.5- 9.0 arah icin 100 mM potasyum fosfat
tamponu, pH 9.5- 12.0 arasi i¢in 100 mM glisin tamp kullaniimgtir. Optimal pH
calismasi icin iki set halinde hazirlanan ttplere 2@ptim ¢ozeltisi konularak Uzerine
belirtilen desisik pH’lardaki tamponlar iginde ¢ozinm®o 6’'lik azokazein c¢ozeltisi
eklenmi ve standart kallarda relatif aktivite dgerleri belirlenmgtir. pH kararhlgi
calismalarinda enzim c¢ozeltisi istenilen pH’daki tamptn1 :5 oraninda seyreltilerek
+4 °C'ta gece boyu inkube edilgtir. inkiibasyonun ardindan geri kalan aktivite

degerleri standart kqullarda belirlenmytir.

2.2.11. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-P&E) ve Zimogram

Bir karisim icindeki proteinlerin molekuler garliklari temelinde ayrilmasina
olanak sglayan SDS-PAGE, zimogram cahasi yapilacandan, modifiye edilerek

uygulanmgtir.

2.2.11.1. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Derisim jeli ve ayirma jeli hazirlandiktan sonra 26 kdltir Gst sivisina ve
konsantre edilngienzim ¢ozeltisi Uzerine 1@ 6rnek tampon eklenerek oda sicgkida
10 dakika inkube edilngiir. Molekuler &irlik belirtecleri icin 10pul protein belirteg
cOzeltisine 15ul 6rnek tamponu eklenerek oda sicgkida on dakika bekletilngtir.
Ornekler jele yuklendip daiin jelinde 100 V’ta, ayirma jeline gectikten so2@0 V'ta
yuratuldikten sonra jel boyama c¢ozeltisinde hafifeékanarak boyanmtir. Ardindan,

jel boya aritma c¢ozeltisi icine alingtr.
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SDS-PAGE icin jellerin hazirlanmasi

Derisim Jeli (Ust Jel) Ayirma Jeli (Alt Jel) % 12 Akrilamit
1050p! dH,0 750l dH,0

1500ul 0,25M Tris HCI, pH 6.8 + % 0.23750pl 0,75M Tris HCI, pH 8.8 + %
SDS 0.2 SDS

390l Akrilamidt:Bisakrilamit (30:1) 3 ml Akrilamit/Bisakrilamit (30:1)
60 ul %10 APS 90 pl %10 APS

3l TEMED 6 ul TEMED

2.2.11.2. Jelatin Zimogram Analizi

Proteolitik aktivitenin hangi protein bandindan kallandgini poliakrilamid jeli

Uzerinde gorebilmek amaciyla zimogram analizi yagtir.

» Ayirma jeline (% 12 akrilamid) konsantrasyonu 1 mb/olacak sekilde jelatin

eklenmitir.

» 20'ser pl Ust sivi ve konsantre enzim c¢ozeltisi 15 jiklgme tamponu ile
karistirilarak oda sicak@inda 10 dakika bekletilrgtir.

> Ornekler kuyulara yuklenip, dgim jelinde 80 V'ta ve boya jelden gikana kadar da
ayirma jelinde 120 V'ta +4C’ta yurutilmitar.

» Daha sonra jel, renatlirasyon tamponunda oda sioatkh 30 dakika sireyle hafifce

calkalanarak yikanrgtir.
» Ardindan goruntileme tamponunda oda sigaktia 30 dakika inktbe edilgtir.
» Daha sonra boyama ¢ozeltisi ile boyanan jel argizeeltisi icine alinngtir.

» Enzimatik aktivitenin oldgu bdlgelerde jelatin hidrolizi nedeniyle boyanmayan

seffaf renkli bélgeler inceleniir.
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Kullanilan Cozeltiler

Ornek Tamponu: 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8; % 20 Glie % 0,04 SDS; % 0,005

Bromofenol Mavisi
Renaturasyon Tamponu: % 2,5 Triton X-100

Gelistirme Tamponu: 50 mM Tris-HCI (pH 8,7), 0,2 M Na®@,mM CaC}, % 0,02

Tween 80.

SDS-PAGE Boyama Cozeltisi: % 0,1 Coomasie BrillR@50, % 10 asetik asit, % 40

etanol

SDS-PAGE Aritma Cozeltisi: % 5 asetik asit, %5Meta
2.2.12. Molekiiler Tiplendirme icin On Hazirliklar

Manuel tiplendirme ile APl ve VITEK sistemleri katilarak gercekkgirilen
tiplendirme ¢akmalari sonucunda her l¢ yontemin Gzerindesnzéyya varamag P21
soyu ile birlikte enzim Uretkenlikleri 6ne ¢ikan@,1L13 ve P19 soylarinin ttr isimlerini
netletirmek amaciyla bu soylar icin 16S rDNA dizi analigin hazirliklara
baslaniimistir. Bu amagla, PCR ile 16S rDNA dizisinin amplédsyonu icin kalip
olusturmak (zere, bu dort soydan genomik DNA izolasyompilmstir. Uzerinde
uzlasilan bir tir adi 6nerilemeyen P21 soyuna, 16S rD8lA analizi icin 6ncelik
taninmg ve bu soydan izole edilen genomik DNA kalip olaka#lanilarak 16S rDNA
geni, PCR arach ile ¢ogaltiimistir.

2.2.12.1. 16S rDNA Dizi Analizi igin Genomik DNZAzolasyonu

Genomik DNA izolasyonu yapilacak soylar (L10, L1B19, P21) -20°C
stoklarindan 50 ml LB icine inokile edilsnve gece boyu inkiibasyonun ardinda kultur

steril ependorf tlplerine gdilarak her bir tipesagidaki islemler uygulanmtir.

Tupler 7000 rpm’de 5 dakika santriftij edilir

Ust sivi atilir ve tipler buza alinir

567 ul TE (pH 7,5) eklenir pelet cbzlinene kadar igice karstirlir.
30 pul % 10 luk SDS ve 3 pl Proteinaz K eklenir yiee karstirilir.

YV V V V VY

Su banyosunda 3C’'ta 1 saat inkiibe edilir
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» 100 pl 5 M NaCl eklenir ve iyice katirlr.

» 80 pl CTAB (% 10 cetyltrimethylammoniumbromide (CBA 0,2 M NacCl)
cOzeltisi eklenir ve iyice kagtirilar

> 65°C’ta 10 dakika inkibe edilir.

» 750 pl Kloroform/ izoamil alkol (24:1) eklendiktesonra, ters diz ederek
nazikce kastirilir.

» 13000 rpm’de 15 dakika santrifilj edilir ve Ust fsteril bir ependorf tipline
alinir.

» 700 pl fenol/ kloroform/ izoamil alkol (25:24:1) lekir ve ters diz ederek
yavaca kargirilir,

» 13000 rpm’de 15 dakika santrifilj edilir ve Ust fsteril bir ependorf tipline
aktarilir.

» 340 pl sguk izopropanol eklenerek katrilir ve 13000 rpm’de 15 dakika

santrifuj edilir.

Ust sivi atilir ve pellet 100 pl % 75'lik ok etanol ¢ozeltisi ile yikanir.

13000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir ve st satlir.

Peletler kuruyuncaya kadar (~20 dakika) liyofilizlie.

vV V V V

Tlp dibindeki pelet 30 pl di® ile ¢ozulur ve bittn tiplerdeki DNA c¢ozeltileri
tek bir tipte toplanir. DNA c¢Ozeltisinin konsantyasunu ve saffiini

belirlemek icin uygun oranda dB ile seyreltilen DNA ¢o6zeltisinin; 220, 230,
240, 250, 255, 260, 270, 280, 290, 300, 320 nmadhtyyunda absorbanslari
Olculur. Konsantrasyonun hesaplanmasi igin “C(up#A260 x 50 x seyreltme

orant” formulu kullanihr. DNA ¢ozeltileri -26C'ta saklanir.

Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

TE (Tris/EDTA) Solusyonu pH 7,5

10 mM Tris-HCI pH 7,5
0,1 mM EDTA, 121°C'ta 40 dakika otoklav edilerek steril edilir.

% 10 SDS Solusyonu (100 ml)

10 gr SDS, distile su igerisinde ¢ozilerek 100 mitgmamlanir. 122C’ta 40

dakika otoklav edilerek steril edilir.
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Proteinaz K Soliilsyonu

DNA izolasyonunda 20pg/ml oraninda Proteinaz K igeren solusyon,

kullantimistir.

5 M NaCl Solusyonu (100 ml)

29,2 gr NaCl distile su icerisinde ¢ozilerek 100ymtamamlanir. 122C’ta 40

dakika otoklav edilerek steril edilir.

% 10 CTAB (cetyltrimethylammoniumbromide)+0,2 M NAC00 ml)

1,17 gr NaCl 80 ml distile su icerisinde ¢6zUuli®.gr CTAB yavaca eklenir ve
karstirlarak ¢ozulir. Ya da 65C’'ta su banyosunda isitilarak ¢ozilir. Tamamen
cozuldikten sonra distile su ile 100 mI'ye tamamian21 °C'ta 40 dakika otoklav

edilerek steril edilir.

Kloroform/izoamil Alkol Solusyonu (24:1) (250 ml)

240 ml Kloroform, 10 mizoamil alkol, kartirilarak 250 ml Kloroformizoamil

alkol solusyonu hazirlanir.

Doyurulmus Fenol Solusyonu
0,25 gr 8-Hidroksikinolin (final konsantrasyonu %l (blacaksekilde), 250 ml

Fenol, 250 ml 1 M Tris-HCI pH 8 katirihr. Aliminyum folyo ile sarilir ve oda
sicaklginda manyetik kastiricida digilk hizda 10 dakika katirihr. Ust faz atilir ve
ayni gleme pH 8 oluncaya kadar devam edilir. 0,5frMerkaptoetanol (% 0,2) ilave
edilir. Fenolin hava ile etkienesini engellemek amaciyla st fazin bir kismilkbina
Kalan kismi ise atilir. Koyu renkiise icerisinde ya da aliiminyum folyaya sarili normal

camsise icerisinde £C'ta 2-3 ay saklanabilir.

Fenol/Kloroformizoamil Alkol Solusyonu (25:24:1) (500 ml)

250 ml Doyurulmyg Fenol, 250 ml Klorofornizoamil Alkol (24:1) kartirilarak
500 ml Fenol/Kloroformizoamil alkol solusyonu hazirlanir. Kam 0,1 M Tris-HCI

altinda koyu renkliise icerisinde £C'ta saklanir.

% 75'lik Etil Alkol Solusyonu (100 ml)
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75 ml Etil alkol alinip distile su ile 100 ml'yerteamlanarak % 75’lik etil alkol

solusyonu hazirlanir.

2.2.12.2. 16S rDNA Genlerinin PCR ile @altimi

16S rRNA geni, kendi 5’ ve 3’ uclarina 6zgu ilee ters primerler kullanilarak

P21 soyundan elde edilen genomik DNA Uzerinden B@RIlg1yla cazaltiimistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Ilk kez 1985'de bilim diinyasina sunuigimdan bu yana polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR); molekuler biyolojide yeni bigigiacmistir. Cetusirketi (A.B.D.)'de
calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall Raiki tarafindan gelistirilmistir. PCR
yontemi, basitce gltilmasi istenilen DNA pargasinin; hedef DNA dizis 3’ ve 5’
ucuna 6zgu iki sentetik primer, dNTPler ve bir DIigélimeraz ile kalip DNA lzerinden
uygun kaullarda cgaltilmasi ilkesine dayanir. Bu bygluindan dolayr K.Mullis, 1993
yili Nobel Kimya Odiili'ne hak kazangtir (Karp,1996; Lim, 1998; Primrose, 2001).

PCR, temel olarak denatirasyongleama (annealing) ve uzama adi verilen Ug¢

adimda gercekdmektedir.

(1) Denaturasyon: Bu adimda reaksiyonun gerggigieortamin sicaklii 92-94
°C’a yukseltilerek kalip DNA ipliklerinin, denatii@masi sglanmaktadir. Bu

sayede primerlerin kalip DNA’ya Blnmasina olanak gkanir.

(2) Tutunma (Annealing): Bu adimda ortamin sigakld5-55 °C’'a kadar

disurulerek her iki primerin kaliba rahathklaglanmalarina olanak verilir.

(3) Uzama (Extension): Bu adimda sicaklik@a kadar cikarilir ve polimerazin
primerlerin uclarina dNTP’leri ekleyerek yeni ideki olusturmasina olanak

sglanir.

Bu U¢ adima bir PCR dongusu adi verilir. Her bingidgde hedef DNA’nin miktari
ikiye katlanarak artar ve yaljk 22 dongi sonra Bengictaki DNA miktarinin 19

katindan fazlasi rahatlikla Uretilebilir.

DNA kalibi (genelde genomik DNA), galtilacak bdlgeyi 3’ ve 5 ucundan
cevreleyen ileri ve geri primerler, dNTPler (dAT&CTP, dTTP ve dGTP), yuksek
sicaklga dayanikli bir polimeraz (genellikle Taqg DNA potnaz) ve uygun pH ve M§
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konsantrasyonunu glayan bir tampon PCR uygulamasinin temelgeitderidir.
Primerler tasarlanirkersazidaki kriterlere dikkat etmek gerekmektedir.
(i) primerler sadece tasarlagdbdlgeye 6zgin olmal
(i) primerin 3’ ucunda G yada C nukleotidi bulunmal
(i) G/C igergi % 45-55 arasinda olmali
(iv) uzunlggu 17-30 nikleotid arasinda olmal

(v) her ikisinin T, degerleri birbirlerine olabildiince yakin ve 45-58C arasinda

olmalidir.

Kisa oligonukleotidlerin |, deserleri hesaplanirken ;T = 4(G+C)+ 2(A+T)

formulinden yararlanilabilir.

DNA polimeraz aktivite icin M§' iyonuna ihtiyac duymaktadir. Bunun icin kalip
DNA c¢ozeltisinin EDTA gibi kelatlayici ajanlar igeemesine dikkat edilmelidir. DNA
polimerazin optimumsekilde calsabilmesi icin Mg* konsantrasyonun optimize
edilmesi gereklidir. Bunun ic¢in 10, 20, 30, 40 v@ &\M MgClL iceren iceren PCR
tamponlari kullanilarak en verimli amplifikasyonugerceklgtigi optimum MgCh

konsantrasyonu belirlenmelidir.

Protokol
Ileri primer: 5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3', }=58°C
Ters primer: 5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3', F 54°C

Reaksiyon kegullarn sagidakisekilde dizenlenngtir.

Hacim (ul) Final miktar
Genomik DN/ 2 100 n¢
Ileri primer 2 6,25umol
Geri primer 2 6,25umol
dNTP 4 0,2 mM
10x PCR tampon 2,5 1x
Tag polimeraz 1 09U
dH,O
Toplam Hacin 25ul
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Biometra T3 Thermocycler termal dongi cihazi kulemak gerceklgirilen
PCR dongileri 94 °C’ta 4 dakika stren vaqIDNA polimerazin eklenmesinden 6nce
gerceklgtirilen denatlrasyon adimi ile gayip, 94°C'ta 1 dakika denatlrasyon, 49
°C’'ta 1 dakika tutunma ve 72 °C’'ta 2 dakika uzarasamaklarinin 35 kez tekrarindan
sonra, 72 °C'ta 10 dakika tamamlama reaksiyonu stnlandiriimgtir. PCR
optimizasyonu icin 15, 20, 30, 40 ve 50 mM Mg@&bnsantrasyonlari ve tutunma
sicaklgl icin de 49 ve 51 °C denengtii. Elde edilen PCR Urunleri % 1,0’lik agaroz
jelde kontrol edilmygtir.
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3. BULGULAR

3.1. Alkalen Proteaz Ureticisi Bacillus Soylarinin Secilmesi ve On
Tiplendirmesi

Toprak ve su orneklerinden (Tablo 2.1) izole ediksrcillus soylari arasindan,
10 % 6 sittozu iceren NB secici besi yerinde (pHe7 pH 10) verdikleriseffaf
bdlgelerin capi§ekil 3.1), alindiklari kaynan 6zellikleri, primer izolasyonun yapili
sicakhik ve pH gibi d@skenler gbz ©6nidnde bulundurularak secilen soylarm 6
tiplendirmeleri; yontemler boéliminde adi gecen tenmaikrobiyolojik testler
kullanilarak belirlenen morfolojik ve biyokimyasabzellikleri gozetilerek, ilgili
kaynaklar giginda (Sneath, 1986; Bailey and Scott, 1994; Tutrdrad Kramer, 1995)
yapiimstir.

Sekil 3.1. Alkalen Proteaz Uretici soylarin % 6 siUttozu iceNB secici besi yerinde
(SM) olusturduklariseffaf bolgelerin gérinima.

Secici besi yerinde enzim Uretkemlibakimindan 6ne c¢ikan soylar arasindan
secilip tanimlanan soylarin izole edgdikaynaklarin oOzellikleri, primer izolasyon
surecleri, secici besi yerinde verdiklgeffaf boélge capi ve bengleri tir(ler) Tablo
3.1.’de gosterilmektedir. Saffarilip 6n tiplendirmeleri yapilan 2Bacillus soyu icinden
ikisinin (P8, P9) benzéigi birden fazla tur bulunmgur. Bu soylar icin 6nerilen tur
isimleri tablo 3.1'de 6ncelikli isimler 6ne gelecgikilde belirtiimektedir. Sekiz soy igin
(P6, P7, P9, P10, P11, P12, P15, P17) mevcut riesdenucuna gére morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri ile benzékleri bir tir adi bulunamagdindan, her hangi bir tir

ismi belirtiimems bu soylar sorusareti (?) ile gosterilngtir.
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Tablo 3.1.SM besi yerinde secilen ve temel mikrobiyolojikng@mlerle tanimlanan “Alkalen

Proteaz” UreticisBacillus soylarinin 6zellikleri

Ornek Kaynaginin Yeri ve Ozellikleri Primer izolasyon| Segici Besi
yerindeki
Seffaf Bolge
Capi (mm)
5 ;(3 g g Tur Adi
i = x -g o x o
e |2, = |23 x|~ o
5 |=8 2 % %|E& £ gz %
n N
P1 | Gonen Dg llicasi-1 Su 7 43|- NB 10 30| 20 14 |B. subtilis
P2 | Gonen Dg llicasi-1 Su 7 43| +NB 10 30| 16 12 |B. subtilis
P3 | Gonen Dg llicasi-1 Su 7 43|+ NB 10 30| 13 12 |B. subtilis
P4 | Gonen Dg llicasi-2 Su 7.5 43| +NB 7 55 1 16 | B. licheniformis
P5 | Gonen Dg llicasi-2 Su 75 43|+ NB 10 30| 15 15 |B.firmus
P6 | Edremit- Z.ya isletmesi Pirina - - | + NA 7 55 13 |?
P7 | Edremit- Z.ya isletmesi Pirina - - |+ NA 7 55 15 |72
P8 | Afyon Gazligol Kaplicasi Su - 29| - NB 10 30 20 18 | ?/ B. circulans/ B. firmus
P9 | Afyon Gazligol Kaplicasi Su - 29 |- NB 7 30| 17 15 |?/B. circulans
P10 | Afyon Gazligol Kaplicasi Su - 29| - NB 10 30 20 15 | B. cereus
P11 | Afyon Gazligol Kaplicasi Su - 29 |- NB 10 30| 21 15 |?
P12 | Afyon Gecek Kaplicasi  Toprak 8 48| +LA 7 30| 15 0 |?
P13 | Bozulmus tereyai - - |- NA 10 30| O 14 |B. pumilus
P14 | Afyon Gecek Kaplicasi  Toprak 8 48] +LA 10 55| 15 yok |B. coagulans
P15 | Afyon Omer Kaplicasi  Toprak - 55|+ LA 7 55| 12 yok |?
P16 | Afyon Omer Kaplicasi  Toprak - 80| +LA 10 30| 11 yok|B. licheniformis
P17 | Afyon Heybeli Kaplicasi Su 8 58 |- AL 10 30| 17 8 |?
P18 | Afyon Cay Kaplicasi Su 7 38| - TSB 7 45| 24 8 |B. firmus
P19 | Gonen Yildiz Otel-G7  Su 72 58 |- MN 7 45| 12 0 |B. licheniformis
P20 | Bursa Yeni Kaplica Su 78 81 - TSB 7 30| 11 0 | B. subtilis
P21 | Afyon Omer Kaplicasi Toprak - 80 |+ LA 10 55| O 5 | B. licheniformis
P22 | Gonen D4 llicasi Toprak - 35| +LA 10 30| 9 4 | B. megaterium
P23 | Yalova Mantar Ciftlgi SKtompo 75 - |+ LA 10 55| 0 5 |B.licheniformis
P24 | Afyon Heybeli Kaplicasi Toprak 9 48| +LA 10 55| 4 4 | B. licheniformis
L1 | Gonen Dg llicasi-1 Su 7 43|+ NB 10 30| 6 5 | B. subtilis/ B. firmus
L10 | Afyon Gazligol Kaplicasl Su - 29| - NB 30| 18 20 | ?/ B. subtilis
L13 | Afyon Gecek Kaplicasi  Toprak - 26 [+ LA 7 30| 3 8 | B. subtilis
L16 | Edremit- Z.ya isletmesi Pirina - -1 -NA 10 30| 14 10 | B. subtilis
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3.2. On Tiplendirmeleri Yapilan Bacillus Soylarinin Sivi Besi Yerinde

Hucre Disi Enzim Uretkenliginin Degerlendiriimesi ve Optimizasyonu

Alkalen proteaz secici besi yerinde hiicrgi @nzim Uretkenliklerine gore secilip
saflatirildiktan sonra 6n tiplendirmeleri yapilan 28 letp % 4 jelatin iceren NB sivi
besi yerinde (Kanekaet. al) buyutulerek aktivite testlerine alinghr. Kugik hacim
sivi besi yerinde enzim uretkegliydniinden 6ne ¢ikan L1, L10, L13, L16, P17, P19,
P20, P21, P22 soylari icin 6ncelikle optimal eninetimine olanak veren besi yeri
bilesimi, havalandirma orani, buyime sicgklive kualtarin calkalama hizi gibi
degiskenler optimize edilnstir. Bu amacla LB, NB, % 1 ve % 4 jelatin iceren NBsi
yerleri farkh pH’larda hazirlanarak deneryim. Asilama oraninin yani Sira, ana
kultirin; -20°C stoklari ile dgrudan veya bir gece blyutllgidn kultirler eliyle
asllandi kosullardaki uretkenlik test edilngiir. Buna gore, —20°C stoklarindan
asllanarak gece boyu buyatlmidn kaltirlerden % 1 inokulim oraniyla, % 4 jelatin
iceren pH 7 NB sivi besi yerinde 3C'ta, 170 rpm’de ve kiltur/flask hacminin 1/5
oldugu kosullarda buyutulen batin soylarin etkgekilde alkalen proteaz Urettikleri

gozlenmgtir. Dokuz soy icin daha buyuk o6lcekli kultir gahasinda elde edilen veriler

le oluturulan ve inkibasyon siresine ¢hk, enzim aktivitesi ve hicre
bayumesinin yer alg grafikler Sekil 3.2- 3.10'da gorulmektedir. Tium soylarda
enzimatik aktivite genel olarak blyumeye paralel §eyir izlemekte, en yiksek
enzimatik aktivite, logaritmik fazin sonlarina @o ya da durgan fazin bglarinda

ortaya ¢cikmaktadir.

Enzimatik aktivite L1 soyunda logaritmik fazin sanha dgin hiicre buyimesi ile
paralellik gostermyi, en yuksek enzimatik aktivite (450 U/ml) kultirdi2. saatinde,
durggan fazin bglarinda ortaya cikmive yaklgik 120. saate kadar bu dizeylerde
devam ettikten sonra, 216. saatte ygkl®230 U/ml dizeylerine inngiir. L1 soyunun

zamana kar enzim aktivitesi- hiicre buyumesi giafekil 3.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. L1 soyunun hiicre buyimesi ve enzim aktivitesfigra
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Sekil 3.3. L10 soyunun hiicre buylimesi ve enzim aktivitesiigraf

L10 soyunda enzimatik aktivite logaritmik fazin adrinda en yuksek diizeyine
(~250 U/ml) ulamis, bu noktadan itibaren hicre blyumesinin artmasagirk
enzimatik aktivite azalmaya famis ve durgan fazin bgindan itibaren yakkak 60
U/ml dizeylerinde kalmgtir. L10 soyunun zamana kar enzim aktivitesi-hiicre

biyumesi grafii Sekil 3.3'te gosterilmektedir.
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L13
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Sekil 3.4. L13 soyunun hicre buyimesi ve enzim aktiviteafigr

L13 soyunda enzim aktivitesi duragan fazirsléwandan itibaren yikselmeye
baslayarak kualtarin 170. saatlerine kadar duzenli dntg gostermg ve 100 U/ml
dizeylerine kadar uaistir. L13 soyunun zamana kar enzim aktivitesi-hicre

blayumesi grafii Sekil 3.4’'te gosterilmektedir.

Enzimatik aktivite L16 soyunda, L10 soyunda d@dutzere, logaritmik fazin
ortalarinda en yuksek duzeye (~240 U/ml)smig ve logaritmik fazin sonlarina gdou
yaklasik 75 U/ml dolaylarina dierek, kadar bu dizeylerde seyredtni L16 soyunun
zamana kar enzim aktivitesi-hicre buyimesi grgfSekil 3.5'te gosterilmektedir.
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Sekil 3.5.L16 soyunun hiicre biyumesi ve enzim aktivitesiigraf

P17 soyu enzimatik aktivite-hlcre buylmesi yonunddgging bir profil
sergilemstir. Enzimatik aktivite durgan fazin bglangicina kadar hicre biylimesiyle
paralel kalarak 100 U/ml dizeylerinde grtas, daha sonra % 40’k ani bir hicre
yogunlugu disistyle enzimatik aktivite de 65 U/ml'ye gerilegtir. Bu disUsu takiben
hiicre blyumesinin yeniden artmasiyla enzimatik véktien yiksek diizeyine (110
U/ml) ulasmistir. Hicre bilylimesinde sonraki saatlerde gorilefif laatisa kagin
enzimatik aktivite 40 U/ml dolaylarinda kalghr. P17 soyunun zamana kaenzim

aktivitesi-hticre buyumesi grgfiSekil 3.6'da gosterilmektedir.
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Sekil 3.6. P17 soyunun hicre buyimesi ve enzim aktivitesiigraf

P19 soyunda enzimatik aktivite L10 ve L16 soylaaradiwu Uzere logaritmik
fazin sonlarina yakin bir zamana kadar hiicre blgiyleeparalel bisekilde artarak en
yuksek noktasina wenis (=190 U/ml) ve durgan faza gegten hemen dnce yaklk
100 U/ml duzeylerine gerileyerek yakik ayni degerlerde kalmgtir. P19 soyunun
zamana kar enzim aktivitesi-hicre buyimesi grgfSekil 3.7’de gosterilmektedir.

P20 soyunda da L10, L16 ve P19 soylarina benzdriioire bluylimesi-enzimatik aktivite
profili gozlenmitir. En yuksek aktivite dgerine (160 U/ml) logaritmik fazin sonunda
ulasmis ve durgan faza ge¢gmeden 70-80 U/ml dizeylerine geriley&igkir sonuna
kadar benzer gerlerde seyretrgiir. P20 soyunun zamana kaenzim aktivitesi-hiicre

blyumesi grafii Sekil 3.8'de gdsterilmektedir
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Sekil 3.7. P19 soyunun hicre buyimesi ve enzim aktivitesiigraf
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Sekil 3.8. P20 soyunun hicre buyimesi ve enzim aktivitesiigraf

P21 soyunda enzimatik aktivite hemen hemen tumiiytge blyumesine paralel

olarak seyretmtir. Durggan fazin bglarinda en yiksek enzimatik aktivitegdeine (~85
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U/ml) ulasilmis ve kultir sonuna kadar yakle % 25’lik bir dists ile 60 U/ml
dolaylarinda devam etgtir. P21 soyunun zamana karenzim aktivitesi-hicre

blyumesi grafii Sekil 3.9'da gdosterilmektedir
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Sekil 3.9. P21 soyunun hicre buyimesi ve enzim aktivitesiigraf

P22 soyu ¢gu soyda gozlengdi gibi hiicre bliyumesine paralgeékilde artarak
logaritmik fazin sonlarina gou en yiksek aktivite gerlerine (~220 U/ml) ukamis ve
durgzgan faza gecmeden 6nce yakka90 U/ml dolaylarina gerileyerek, kiltir sonuna
kadar yaklaik olarak bu dgeri korumytur. P22 soyunun zamana klaenzim aktivitesi-

hiicre buyumesi grafi Sekil 3.10’da gdsterilmektedir
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Sekil 3.10. P22 soyunun hiicre blyimesi ve enzim aktivitesii graf

3.3. APl ve VITEK Sistemleriyle Tiplendirme Sonuclai

Sivi kultlr besi yerinde enzim Uretkenlyoninden 6ne ¢ikan sekiz soy, manuel
yontemlerle yapilan 6n tiplendirme gahalarinda verilen tir adlarinin grmlanmasi
icin VITEK Bac kiti ve AP1 50 CHB/ E kitleriyle tiendirme glemlerine alinmy, buna
paralel olarak manuel tiplendirme gahalar sirasinda yapilan bazi testlerin
tekrarlanmasina karar verilgir. L1 soyu icin ngasta hidrolizi, L10 soyu igin
mikroskobik inceleme, L13 soyu igin saista hidrolizi, P17 soyu icin V-P testi,
mikroskobik inceleme, kazeinli agarda koloni rengitrat kullanimi, ve nitrat
indirgenmesi, P19 soyu ic¢in anaerobik sulbarda buylyebilme, P21 soyu igin
mikroskobik inceleme, kanli agarda hemoliz, TSIPVnkasta hidrolizi, ve P22 soyu
icin kazeinli agarda koloni rengi, anaerobiksulbarda biyuyebilme, jelatin hidrolizi
testleri tekrarlanmgtir. Her G¢ yontemle elde edilen sonuclara ve tédnan testlere

dayanarak Onerilen tur isimleri Tablo 3.2'de gastezktedir.
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Tablo 3.2.Alkalen Proteaz Ureticisi Olarak SecilBacillus Soylarinin Farkl Tiplendirme Cammalarinin Bulgularina Dayanarak Onerilen Tiir
Adlari

OLASI TUR ADI

& | Ornek Kaynaginin Yeri ve Ozellikleri ) ) )
% ONERILEN TUR ADI
c
O

5 @)

> ° Manuel API VITEK

B0 %

]

< 3z 1 O

< [ o 0
L1 |Gonen Dg llicasi-1 Su 7 43 |B. subtilis/ B. firmus B.pumilus B.pumilus B. pusil
L10 |Afyon Gazligol Kaplicasi  Su 29 |7 B. subtilis B.stearothermophilus B. amyloliquefaciens B. subtilis/ B. amyloliquefaciens
L13 |Afyon Gecek Kaplicasi Toprak 26 |B. subtilis B. pumilus B. subtilis B. subtilis/@milus
L16 |Edremit Zeytinisletmesi  Pirina B. subtilis B. amyloliquefaciens B. subtilis B. tligd B.amyloliquefaciens
P17 |Afyon Heybeli Kaplicasi Su 8 58 |? B.cereus B.cereus group B. cereus grubu
P19 |Gonen Yildiz Otel-G7 Su 7 58 |B. licheniformis B.subtilis/B. amyloliquefaciens sibtilis B. subtilis
P20 |Bursa Yeni Kaplicasi Su 8 81 |B. subtilis B.amyloliquefaciens/B.subtilis B. slibti B. subtilis/ B. amyloliquefaciens
P21 |Afyon Omer Kaplicasi Toprak 80 |B. licheniformis B.licheniformis Tanimlanamadi Tanimlanamadi
P22 |Gonen D4 llicasi Toprak 35 |B. megaterium B.coagulans B. cereus B. megaterium




3.4. P21 Soyu 16S rDNA’sinin PCR ile Galtimi

Vitek sistemi ile yapilan tiplendirme c¢ginasinda P21 soyu igin
“tanimlanamadi” sonucunun elde edilmesinin ardindan soy icin 16S rDNA dizi
analizi calgmalarinin ilk aygl olan 16S rDNA ¢@altimi calsmalarina bglanmstir.
PCR kaullari optimize edilirken 15, 20, 30, 40 mM Mg{onsantrasyonlari, 49 ve
51 °C tutunma sicakliklari denengtit. PCR Urlnlerinin agaroz jel elektroforezi
analizi sonucunda 5IC'ta ve 1,5 mM MgG konsantrasyonunda ~1500 bp

Sekil 3.11.P21 soyundan elde edilen genomik DNA kalibindan R@fRe cgzaltilan
16S rDNA fragmaninin % 1 agaroz jeldeki gorinimiy&1. 1,5 mM MgGl
varligindatutunmanin 5£C’ta gerceklgtigi PCR Urinii 16S rDNA, Kuyu 2. Penisilin
asilaz genp-alt biriminin sentezinden sorumlu gen pargasi{kb- belirte¢ olarak
kullanilmistir.), Kuyu 3. Molekiler belirteg¢DNA™™": 23: 9: 6; 4; 2,32; 2,03; 0,56;
0,13 kb)

3.5. Enzim On Nitelendirme Calsmalari

L13 soyunun, kultdr dst sivisinin % 90 amonyumagigbktirmesi ile konsantre
edilerek hazirlanan enzim o6rnekleri ile yapilan ienznitelendirme c¢atmalari

sonucunda enzimin optimal sicakl50-55°C olarak bulunmgtur. Enzim aktivitesi



45, 50, 55 ve 60C'ta sirasiyla % 37, 50, 61, 58 ve 31 oranindaketa 65, 70 ve 75
°C'ta ise enzimatik aktive sirasiyla yakla % 30, 60 ve 70 oraninda dlij
gostermektedir.

Sicaklik kararhlgi, enzim o6rnekleri farklik sicakliklarda 10 dakikakibe
edildikten sonra belirlenrgtir. 30- 45 °C arasindaki sicakliklarda kararli gortinen
enzimin 50 ve 55°C'ta, balangictaki aktivitesinin sirasiyla % 81'ini ve % 'ifil
korudysu gorulmigtir. Aktivite 60- 75 °C arasinda hemen hemen bituntyle
kaybedilmektedir. Enzimin optimal sicaklik ve sicllkararhligi grafigi sekil 3.12’de

gosterilmektedir.
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Sekil 3.12. Sicaklgin L13 alkalen proteaz enziminin aktivitesi ve kaheg
tzerindeki etkisi

Optimal pH'y1 belirlemek lizere yapilan gatha sonucunda, enzim aktivitesinin
pH>10.0 dgerlerinde daha yuksek olgu ve en yiksek dere pH 11.5ta ukdig
gorulmistar. pH 7.0 ile 9.5 arasindaki aktivite, optimal’géki degerin % 56’s1 ile
90’1 arasinda seyretmektedir. pH 7.0’nin altinda igktivite % 40’larin altina
dismektedir.

Enzim gery bir pH aralginda (pH 6.5- 12.0), aktivitesininin % 95’inden
fazlasini koruyarak, kararli kalmaktadir. pH 5.5 &€'da aktivitenin % 90’indan
fazlasi korunmaktadir. pH'nin enzim karagilive enzim aktivitesi tzerindeki etkisi
Sekil 3.13.’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.13. pH'nin L13 alkalen proteaz enziminin aktivitesi emzim kararlilg
uzerindeki etkisi

Bu bulgulara gore L13 soyu tarafindan Uretilen BUdsl alkalen proteaz
enziminin optimal sicak@t 50-55°C ve optimal pH'sl 11,5tur. Enzim 30-4%
aralginda 10 dakika sureyle kararlidir. Buna skargece boyu belirtilen pH’lardaki
tamponlarda inkiibe edilen enzim pH 5,5-12,0 gmadia hemen batlindyle kararli

gorinmektedir.

3.6. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)ve Zimogram

Sonuglari

Yapilan jelatin zimogram analizinde proteolitik iakeye isaret eden sekiz bant
gorulmistr (bu nitelikteki bantlar zimogram Uzerinde ole ibelirtiimistir). SDS-
poliakrilamit jelindeki bant profili ile zimogramzérinde proteaz adaylarina ait atdu
disiindlen bantlar karlastirlmis ve molekuler @rliklart tahmin edilmeye
calisiimistir. Buna gore, jelatin iceren SDS-poliakrilamildie tim bantlardan ayri ve
konumlandiklari bdlgede c¢ok net goérilen renksizgbt@r olgturan iki bandin
molekiler &irhiklari yaklaik 35 ve 50 kDa olarak on gorulgtur. Geriye kalan alti
bant 66-116 kDa arasinda bulunmaktadir. SDS-PAGEim®gram sonuclar$ekil

3.14’de verilmg olup, jelatin hidrolizi gorulen boélgeler oklarl&lirtilmistir.



Jelatin Zimogrami SDS-PAGE
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Sekil 3.14. (A) Jelatin zimogram analiziB) kdltur Ust sivisi ve konsantre enzim
¢ozeltisinin SDS-PAGE profili (molekller galik belirtecleri sirasiyla; karbonik
anhidraz: 29, ovalbumin: 45, Bovin Serum Albumir, &osforilaz b: 97.43-
galaktosidaz: 116, miyozin: 205 kDa)



4. TARTISMA VE SONUC

Serin proteazlarin (E.C. 3.4.21) bir alt tipi olalkalen proteazlar ta deterjan
endustrisi (Ito el. al., 1998; Horikoshi, 1999; Kiet. al., 2002; Maurer, 2004) olmak
Uzere, cgtli sektorlerde; dericilikte killarin uzakgariimasinda, gida endustrisinde sut
artnlerinin Uretimi, bebek mamasi formulasyonlariyilestiriimesi ve bu besinlerin
tatlarinin  arttirlmasinda, k#& endustrisinde ve rontgen filmlerinde biyofilm
tabakasinin uzalkgarilmasi ile gum&in geri kazanilmasinda yaygigekilde
kullaniimaktadir (Singh et. al., 1999; Nakiboglu. etl., 2000). Ayrica alkalen
proteazlar son zamanlarda yem endustrisinde y(gs#kin icerikli atiklardan protein
icerikli hammaddelerin eldesinde, kentsel ve endigdt atiklarin yonetiminde de

uygulama alanlari bulmaya g@amislardir.

Alkalen proteazlarin nétrofililBacillus tirleri tarafindan da Uretilmesine ka,
ticari alkalen proteaz enzimlerinin en 6nemli ka§nalkalofilik Bacillus soylaridir
(Horikoshi, 1996; Rao et. al., 1998; Horikoshi, 29&umar and Takagi, 1999). Bu
calsmada alkalen proteaz Ureticisi yereBacillus tirlerinin izolasyonu,

nitelendirilmesi ve enzim Uretiminin optimizasyoamaclanmytir.

Tablo 2.2.1'de belirtilen kaynaklardan toplananeakierden izole edileBacillus
soylarinin alkalen proteaz uretkenlikleri % 6 si#u iceren NA secici besi yerinde
belirlenmitir (Kanekar et. al., 2002). Koloni ¢evresinde, isebesi yerinin icerdii
suttozundaki kazeinin hidrolizi sonucu gdun seffaf bolgelerin ¢apina, soyun izole
edildigi kayngin ve primer izolasyon sureclerinin Ozelliklerinérg alkalen proteaz
Uretenkenki yoninden 6ne c¢ikan soylarin, éncelikle temel witkyolojik yontemler
kullanilarak belirlenen morfolojik ve biyokimyasdizellikleri dezerlendiriimis ve

benzatikleri tir isimleri dnerilmitir.

Bu soylar icinden sivi besi yerinde enzim uUretkgridakimindan 6ne ¢ikanlarin,
manuel tiplendirme ¢aimalari sonucu verilen tir isimlerinin gmlanmasi amaciyla,
Bacillus tdrlerinin tiplendirilmesi icin Biomerieux firmagarafindan getirilen API
50 CHB/ E kiti ve tam otomatik bir tanimlama sistestan VITEK’in Bacillus kitleri
kullaniimistir. Manuel tiplendirme caijmalarinda yapilan bazi testler tekrarlanarak
alkalen proteaz ureticisi soylarin tar isimleri @i stir.

Manuel tiplendirme ve API ile VITEK tani kitleri @l yapilan tiplendirme

calismalarinin verdii sonuclar ¢gu soyda birbiriyle drtgmemektedir. Sekiz soydan



ikisi disinda Uc tiplendirme yonteminin uztggl bir sonuc alinamargtir. Tani kitleri
morfolojik ve mikroskobik analizden yoksun oldukl&gin bazi tirlerin taninmasinda
belirleyici olan morfolojik dzelliklerin belirlenmsinde yetersiz kalmaktadir. Opire
P22 soyunun manuel tiplendirme gaialarinda B. megaterium olarak
adlandiriimasina kain, APl ve VITEK sistemleri ayni soyu sirasiyBa coagulans/e

B. cereus olarak adlandirmgtir. Tekrarlanan testlerde P22 soyunun anaerobik
kosullarda Ureyemedi, jelatin hidrolizi yaptgl, hicre capinin 0.9 um’ den buyuk
oldugu ve ngasta igeren kati besi yerinde sari pigmentli koloorfolojisi gosterdii
gorulmistir. Bergey's Manual of Systematic Bacteriologytigasta iceren kati besi
yerinde sari renkli koloni olturma 6zellginin sadeceB. megateriuna 6zgu oldgu

belirtiimektedir. Bu 6zellikten yola ¢ikilarak PR megateriunolarak kaydedilmstir.

L1 soyunun manuel tiplendirme gahalari sonucB. subtilis/ B. firmusoldugu
ongorulmigtir. Ancak otomatik tanimlama kitlerine gorB. pumilus oldugu
ongorualmigtar. Tekrarlanan gasta hidrolizi test sonucunun negatif bulunmasinin

ardindan bu soyuB. pumilusolarak adlandiriimasina karar veriktm.

L10 soyu igin manuel test sonuclart B. subtilis APl sistemi, B.
stearothermophilysVITEK ise B. amyloliquefaciengssmini 6ngdrmigtir. Bu soyun
50 °C'ta Ureyebilme yetergnin olmamasi, API kitinden alinan sonucun go6ziard
edilmesine ve gier yontemlerin uzkgigl B. subtilis/ B. amyloliquefaciensimlerinin

one cikmasina neden olgbur.

L13 soyu icin manuel tiplendirme ve VITEK ilB. subtilisismi, API ile B.
pumilus ismi Onerilmitir. Yapilan ngasta hidrolizi testi sonucunda bu soy igin

oncelikli olarakB. subtilistr ismi, ikinci olarak da. pumilustir ismi kaydedilmytir.

Manuel testler sonucunda P17 soyunun bgigie bir Bacillus tart
belirlenememy, API ve VITEK sistemleri ise bu soy icin sirasiyBa cereusve B.
cereus grubu tanisi koymgiur. APl ve VITEK sonuglarinin irdelenmesi igin
mikroskobi, V-P, kazeinli agarda koloni rengi, t&larbon kayng olarak sitrat
kullanimi ve nitrat indirgenmesi testleri tekrariletls ve bu soyurB. cereusolarak

adlandiriimasina karar verilgtir.

P19 soyunun, manuel tiplendirme egalalarindaB. licheniformis API ve
VITEK ile B. subtilis oldugu 6ngériimigtir. Bu soy icin tekrarlanan anaerobik

kosullarda Ureyebilme testinin sonucu negatif bulugnue B. licheniformis’ in



anaerobik keullarda Ureyebilme yetegfie oldugundan, bu soyurB. subtilis olarak

adlandiriimasina karar verilgir.

P21 soyu manuel tiplendirme ve API gsalalari sonucB. licheniformisolarak
adlandiriirken, VITEK sisteminde bu soy igin bitirtismi belirlenemengtir.
Mikroskobi, kanli agarda hemoliz, V-P reaksiyonu ngasta hidrolizi testlerinin
sonugclariB. licheniformisile uyusmadgi icin VITEK sisteminin “tanimlanamartir”
seklinde ifade edilen bildirimi kabul edilmtir.

Her t¢ yontemirB. subtilisolarak tanimlagy iki soy L16 ve P20 icirB. subtilis

kesin tlr adi olarak kabul edilgtir.

Tani kitlerinin, zaman ve insan gucu acisindan daventajli goriinmelerine
karsin morfolojik ve mikroskobik analizden yoksun olmal ayrica klasik yontemlere
gorece daha pahali olmalari, bu yontemlerin tekagak olarak uygulanabilirfini
sinirlandirmaktadir. AyricaBacillus cinsindeki tdrlerin fizyolojik 6zelliklerinin
cesitlili gi ve bazi turler arasinda belirgin bir ayirict ézgh bulunmamasi;
argstiricilari  molekuler tiplendirme yontemlerine yontbrmektedir. Molekuler
tiplendirme yontemleri icinde en sik kullanilaniSLBDNA dizi analizidir. Secilen
soylarin tur adlarinin daha net belirlenmesi icleriki asamalarda molekiler
tiplendirme cakmalari yapilacaktir. Bu nitelikli ¢cgimalara bir bglangic¢ olyturmak
Uzere, P21 soyunun genomik DNA’'sI bu tez gaasi kapsamninda izole edikni
diizenlenen 16S rDNA primerlerinin kullangdiPCR c¢algmasi eliyle ilgili DNA
parcas! Uretilngtir. Beklenen biyiklikte elde edilen bu fragmanNADdizi analizi,

ilgili deneysel sistemin gerecleri tamamlafidda gercekligirilecektir.

Bacillus turlerinde proteaz sentezi genellikle, konstitirglya kismen uyarilarak
gerceklemekte ve logaritmik fazdan duyian faza gegievresinde gorev alan sayisiz
kompleks mekanizma tarafindan denetlenmektedir #&uweind Takagi, 1999; Gupta et.
al., 2002).Bacillus turlerinde proteaz sentezinin logaritmik faz ileslayip fazin
sonuna kadar arg ve en yiksek dizeye dgen fazin bglarinda ulatig
bilinmektedir (Kumar and Takagi, 1999; Mehrotraat, 1999). Bu sonug L1, P17 ve
P21 soylarinin sergilegii enzimatik aktivite-hiicre buyumesi profili ile uyu
gostermektedir. Ancak farkli olarak enzim dretimini logaritmik fazda
gerceklgemedigi veya ¢ok d&ik diuzeyde kalg, tersineB. subtiliSATCC 14416 veB.
sphaericusBSE 18'de gbtzlengi Uzere logaritmik fazin ortalariyla sonlari ara&ki



bir noktada bglayip en yuksek dizeye ghrak, durgan faza girmeden ©nce
otodeaktivasyon mekanizmalari ilestiigiinin bildirildigi raporlar da bulunmaktadir
(Kumar and Takagi, 1999). Bu stylem L10, L16, PR20 ve P22 soylarinda izlenen
profil ile ortismektedir. P22 B. megateriu disindaki soylarinB. subtilis olarak
adlandiriimasi, bu nitelikteki enzim aktivitesi-mécbuyimesi profili ile uyumlu

gorinmektedir.

Tez calgmasi kapsaminda izole edilen soylarin enzim Urditken, buyuk
Olcek Uretim icin elvesli gorinmektedir. Ancak soylar tarafindan dretikmeimlerin
endustriyel sirecler icin uygurgunun belirlenmesi amaciyla safimma ve enzim

Kinetigi calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Enzim Uretkenfi bakimindan oOne cikan soylardan L13 tarafindartiléne
alkalen proteaz enzimi 6n nitelendirme galalarina alinngtir. Kultiriin 64. saatinde
toplanan kdltir Gst sivisi amonyum sulfat ¢coktirimis konsantre edilmgi ve
nitelendirme cabmalarinda kullanilngtir. Belirtilen ¢oktiirme sonucunda elde edilen
enzim c¢ozeltisinin, nitelendirme c¢gnalarinin sonucunu etkileyebilecek safsizliklari
icermesi olasidir. Yapilan zimogram analizinde higlidceyi destekleyen bulgular
elde edilmgtir. Zimogram analizinde proteolitik aktiviteye $ph sekiz bant
belirlenmitir. Bunlarin arasinda yakjek 35 ve 50 kDa buyukgiinde olan iki bandin
iki ayr1 proteaz olmasi guglu bir olasiliktir. Bukarsin 66-116 kDa arasinda gorulen
aktivite bantlarinin farkli proteazlarn temsil esmaen cok, jelatin zimogram
analizinin artefaktlari, ya da proteaz oncullerdluwdtlar dgintimistir. Literattrde,
jelatin zimogram analizinde, poliakrilamit icindelbnan jelatinin proteinlerin yurime
proteazlarin jelatine olan afinitelerinden dolayrkaa planda hidrolitik izlerin
olusumuna ve/veya proteaz sayisinin @adodan fazla tahmin edilmesine neden
oldugu bildirilmistir (Michaud, 1998; Pagano, 1999). Dolayisiyla zgreon Uzerinde
gorulen bantlarin molekuler galiklart PAGE Uzerindeki protein standartlarina
goreceli olarak onerilngtir. Ote yandan bazBacillus tirlerinin durgan fazin
baslarinda birden fazla proteaz urgtti(Schmidt et. al., 1995; Kumar and Takagi,
1999) g6z o6ninde bulundurulursa nitelendirmesgasinda elde edilen verilerin
yalnizca bir enzimden kaynaklanmgdi da dgundlebilir. Calsmanin  “6n
nitelendirme” olarak adlandiriimasinin nedeni dellu Yine de elde edilen veriler

L13 soyunun daha ileri ¢camalar icin elvegli olduguna saret etmektedir.



Yapilan nitelendirme caimalari bu soy tarafindan dretilen proteazin pH 20-1
aralginda yuksek aktivite gostegdne ve optimal pH dgerinin 11,5 oldguna karet
etmektedir. Enzim ayrica pH 5.5 ile 12 gibi gerbir pH aralginda kararli
gorunmektedir. Bu veriler enzimin deterjan endgstrigibi sektorlerde
kullanilabilirligine isaret etmektedir. Rapor edilen alkalen proteazlgamizca kiguk
bir bolumunin optimal pH derleri 10.5ten yiksektir (Gessesse and Gashe, ;1997
Kumar et. al, 1999; Johnveshly and Naik, 2001; é&ss et. al., 2002; Ferrero et. al.,
1996; Kobayashi et. al., 1996; Joo et. al., 20B3)por edilen en yuksek optimal pH
degerleri; pH 12.3 ileBacillus sp. KSM-K16’ya (Kobayashi et. al., 1996) ve pHilE2
B. licheniformisMIR 29'a (Ferrero et. al., 1996) aittir. @o yayinda rapor edilen
optimal pH dgerleri ise pH 8,5 ile pH 10.5 arasindadir (Durham a., 1987;
Rahman et. al., 1994; Mannachini et. al., 1998;d8ae et. al., 1999; Singh et. al.,
1999; Towatana et. al., 1999; Saeki et. al., 2@Kymato et. al., 2001; Singh et. al.,
2001; Gessesse et. al., 2002; Joo et. al., 200@arad/ara et. al., 2003; Beg et. al.,
2003; Huang et. al., 2003; Moreira et. al., 2003)

Yerel Bacillus L13 soyu tarafindan Uretilen enzimin optimal sigak50- 55
°C'tir. 45 °C’a kadar kararli gériinen enzim, 50 ve %Bta balangic aktivitesinin %
50'den fazlasini korumaktadir. Ancak daha yuksealaldiklarda kalan aktivite %
30’larin altina dgmektedir. Literatirde termofilikBacillus turlerinden elde edilen
enzimler icin 65°C’In Uzerine c¢ikan optimal sicaklik gerleri de rapor edilmekle
birlikte (Rahman et. al., 1994; Mannachini et. &998; Saeki et. al., 2000;
Johnoveshly and Naik, 2001; Joo et. al., 2003)latkproteazlar icin optimal sicaklik
deserleri 50-60°C (Durham et. al. , 1987; Gessesse and Gashe, F@®%&ro et. al.,
1996; Ito et. al., 1998; Banerjee et. al., 1998g8iet. al., 1999; Okamato et al., 2001,
Towatana et. al., 1999; Johnveshly and Naik, 2@gh et. al., 2001; Hawumba et.
al., 2002; Gessesse et. al., 2002; Joo et. al2;Zdinarayana et. al., 2003; Beg et. al.,
2003; Huang et. al., 2003; Moreira et. al., 2003sadadir.

L13 soyu tarafindan Uretilen proteazin sahip glduitelikler 6zellikle de pH
kararliligi ve optimal pH dgeri enzimin, ¢ok cgtli endustriyel uygulamalarda
kullanilabilecgine isaret etmektedir. Ancak daha kesin sonuclarin aimaisi icin
enzimin saflatiriimasi, tez kapsaminda gercefiglen 6n nitelendirme caimalarinin

tekrarlanmasi ve enzim kinetiklerinin galmasi gerekmektedir. L13 genomik



DNA’sindan hareketle ve PCR aragiliile Uretilen 16S rDNAnin dizi analizi

sonuclari, kesin tar adinin konulmasina katkidamadaktir.

Bu calsma sonucunda elde edilen soylar yerel bakteriygfitlidiezinin
belirlenmesine katkida bulunacaktir. Ayrica alkapgnteaz Ureticisi bu soylar, ilgili
enzim genlerinin farkh ekspresyon sistemlerindenkhnmasi gibi ileri molekiler

biyolojik calismalar icin gereksinilen gen kaynaklarini gliracaklardir.
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