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OZET

PROTEAZ URETICiSi MIKROORGANIZMALARIN iZOLASYONU,
TANIMLANMASI VE PROTEAZ ENZIMLERININ BiYOTEKNOLOJIK
UYGULANABILIRLIGI

DUMAN, Fatma Seyma
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Aysun ERGENE
Haziran 2017, 172 sayfa

Bu tezin amaci, proteaz ilireten mikroorganizmalarin izolasyonu, tanimlanmasi ve
proteaz  enzimlerinin  karakterizasyonunun yapilmasidir. Proteaz iireticisi
mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla; Kirikkale Universitesi’nin atik depolama
alanindan toprak ornegi alindi. Toprak Ornekleri skimmilk agar besiyerine yayma
ekim yapildi. Ornekler 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Skimmilk hidrolizi sonucu
koloni etrafinda seffaf zon olusturan izolatlar proteaz iireticisi olarak kabul edildi.
Calismada toplam 6 bakteri izole edildi. izolatlarin tanimlanmasi amaciyla;
makroskobik (koloni morfolojileri), mikroskobik (gram ve spor boyama), fizyolojik
(gelisim gosterdikleri sicaklik ve pH kosullar) ve biyokimyasal (IMVIC, katalaz,
nisasta hidrolizasyon ve jelatin hidrolizasyon testi) &zellikleri incelendi. Ureme
egrileri saptandi. Daha ileri tanimlama igin DNA izolasyonu, PZR ile 16S rRNA
analizi, PZR optimizasyonu ve ARDRA analizleri yapildi. Sonuglar agaroz jel
elektroforezinde goriintiilendi. Izolatlar Bacillus mojavensis (RFLKO1), Bacillus
thuringiensis (RFLKO03), Bacillus mojavensis (RFLKO06), Aeromonas salmonicida
(RFLKO7), Bacillus anthracis (RFLKO08) ve Bacillus stratosphericus (RFLK12)
olarak tanimlandi. Tanimlanmis izolatlar enzim tiretim besiyerine ekildi ve 72 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda +4°C’de 5.000 rpm’de, 20 dakika santrifiij
edilerek siipernatan ham homojenat olarak kullanildi. Ham homojenatin proteaz

aktivitesi (U/mL) hesaplandi. Calismalara Bacillus thuringiensis (RFLKO03)



izolatindan devam edildi. RFLKO03’{in optimum enzim iiretimi i¢in {iretim kosullari
belirlendi. Optimum enzim iiretiminin 27 °C, pH 7.0’da, 72. saat ve %1 inokulum ile
gerceklestigi saptandi. Enzimin biyoteknolojik uygulanabilirliginin belirlenmesi
amaciyla; enzimin cesitli parametrelerdeki (sicaklik, pH, metal iyonlari, kimyasallar,
organik coziiciiler, inhibitorler, substrat 0zgiilliigii) proteaz aktivitesi hesaplandi.
Enzimin 17-80°C ve pH 7.0-11.0 arasinda aktivitesini korudugu, optimum enzim
aktivitesinin 70 °C ve pH 7.0 oldugu saptandi. Manganin proteaz aktivitesini arttidigi
bulundu. Ayrica oksitleyici ajan olan H2Oz’ninaktiviteyi biiyiik Ol¢lide arttirdigi
saptandi. Ham homojenatin PMSF VE EDTA ile inhibe oldugu belirlendi. Enzim
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DEAE Sefaroz iyon degisimi kromatografisi ile
saflastirildi. Spesifik aktivite(U/mg) ve saflagtirma katsayisi sirasi ile 576.7, 1155.4
ve 1.3, 2.6 bulundu. 2 farkli proteaz enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE
analizinde yaklasik 75 kDa ve 47 kDa olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Proteaz, Bacillus sp., 16S rRNA, ARDRA, Biyoteknoloji,

Kismi Saflastirma, Karakterizasyon



ABSTRACT

PROTEASE PRODUCER MICROORGANISMS ISOLATION AND
IDENTIFICATION FROM KIRIKKALE AND BIOTECHNOLOGICAL
APPLICABILITY OF PROTEASE

DUMAN, Fatma Seyma
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE
June 2017, 172 pages

Purpose of this thesis is on isolation and identification microorganisms which are
able to produce protease and characterization of protease. In order to isolate the
microorganisms in this study, soil samples were collected from the waste storage
area of Kirikkale University. Samples were plated onto skim milk agar plates. Plates
were incubated at 37 °C for 24 h. A clear zone of skim milk hydrolysis was accepted
as an indication of protease producing the organisms. A total of 6 bacteria were
isolated. To identify the isolates, macroscopic (colony morphology), microscopic
(gram and spor staining), physiological (optimum growth temperature and pH
conditions) and biochemical (IMVIC, catalase, starch hydrolysis and gelatin
hydrolysis test) properties of isolates were examined. Growth curves were detected.
For further identification, DNA isolation, 16S rRNA analysis with PZR, PZR
optimization and ARDRA analyzes were evaluated. The results were displayed on
agarose gel electrophoresis. Isolates were identified as Bacillus mojavensis
(RFLKO1), Bacillus thuringiensis (RFLKO03), Bacillus mojavensis (RFLKO6),
Aeromonas salmonicida (RFLKO7), Bacillus anthracis (RFLKO08) and Bacillus
stratosphericus (RFLK12). The identified microorganisms were inoculum on the
enzyme production medium and incubated for 72 hours. At the incubation, the
supernatant was used as crude homogenate by centrifugation at 5,000 rpm at +4 ° C

for 20 minutes. The protease activity of the crude homogenate was calculated as



(U/mL). Studies continued with Bacillus thuringiensis (RFLKO03). The production
conditions for the optimum enzyme of the RFLKO3 were determined. Optimum
enzyme production was determined in 27 °C, pH 7.0, 72 hours as incubation time
and %1 as inoculum ratio. The protease activity was calculated to determine the
biotechnological applicability with various parameters (temperature, pH, metal ions,
chemicals, organic solvents, inhibitors, substrate specificity). It has been observed
that, protease enzyme maintains activity between 17-70 °C and pH 7-11, optimum
enzyme activity was 70 °C and pH 7.0. Manganese was found to increase protease
activity. Also, H2O2, an oxidizing agent, has greatlyincreased protease activity.
Crude homogenate was inhibited by PMSF and EDTA. The enzyme was purified by
ammonium sulphate precipitation and DEAE Sepharose ion exchange
chromatography. Specific activity (U / mg) and purification coefficient were found
as 576.7, 1155.4 and 1.3, 2.6, respectively. The molecular weight of the two protease
enzymes was determined to be approximately 75 kDa and 47 kDa by SDS-PAGE

analysis.

Key words: Protease, Bacillus sp., 16S rRNA, ARDRA, Biotechnology, Partial

Purification, Characterization
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1.GIRIS

Proteazlar, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Nomenklatiir
Komitesinin (NC-IUBMB) Enzim Adlandirmasi ve MEROPS un veri tabanina gore;
peptit baglariin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. 3. sirada yer alan hidrolazlar
sinifinda bulunmaktadirlar. Peptidazlar ayni zamanda, proteazlar, proteinazlar ve

proteolitik enzimler olarak bilinirler.

Bitkilerden ve hayvanlardan elde edilen proteaz enzimleri ile ilgili kayda deger
bilgilere 1940’11 yillarda ulasilmistir. O dénemde pepsin, kimotripsin ve papain
enzimleri kristalize edilmistir. Mikrobiyal proteazlar ile ilgili ¢alismalara ise 1950°1i
yillarda calisilmaya baslanmistir. Bu yillarda Crewther ve Lennox Aspergillus
oryzae'den alkali proteaz, Fukumoto ve Negoro Bacillus amyloliquefaciens'den
notral proteaz, Guntelberg ve Ottesen ise Bacillus subtilis'den alkali proteaz
kristalize etmistir. Boylece ilk mikrobiyal proteazlar kristalize formda elde edilmistir.
Mikrobiyal ~ proteazlar  ile  ilgili = caligmalarin  giderek  artmasiyla,
mikroorganizmalardan sayisiz proteazlar kristalize edilmeye baglanmis ve mikrobiyal
proteazlar endiistriyel anlamda en Onemli hidrolitik enzimlerden biri haline
gelmistir[1, 2]. Bu aragtirmalar sonucunda mikrobiyal proteazlarin hiicresel
metabolik islemlerdeki roliiniin yani sira ticari ve endiistriyel kullanimdaki rolleri de
anlagilmistir. Ik olarak 1914 yilinda deterjan katki maddesi olarak kullanilmaya
baslanan proteazlar, kullanim alanlar1 giderek genisleyerek endiistriyel agidan 6nemli

bir konuma gelmislerdir [3, 4].

1.1. Proteazlarin Simiflandirilmasi

Proteazlar aktif olduklar1 pH aralifina (asit, nétr veya alkalin), belirli proteinleri
hidrolize etme kabiliyeti (keratinaz, elastaz, kollajenaz, vs.) veya iyi karakterize
edilmis proteinazlara benzerliklerine (pepsin, tripsin, kimotripsin veya memeli
katepsinleri) gore siniflandirilmaktadir. Buna ragmen, siniflandirilmalari yap1 ve

islevlerindeki cesitliliklerden dolay1r enzim terminolojisinde ¢ok fazla uyumlu



degildir. Bilinen enzim sayisinin hizla artmasi ile enzimlerin adlandirilmasi ve
siiflandirilmasi i¢in sistematik bir yola ihtiya¢ duyulmustur. Uluslararas1 Biyokimya
ve Molekiiler Biyoloji Birligi tarafindan kurulan bir komisyon, yeni bir siniflandirma

sistemi gelistirmistir [5, 6].

1.1.1. Proteazlarin Kaynaklarina Goére Simiflandirilmasi

Proteazlar fizyolojik islevlerde gerekli olduklari icin hemen hemen tim yasam
formlarinda bulunurlar. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi genis bir

kaynak cesitliligine sahiptirler [7].

1.1.1.1. Bitkisel Proteazlar

Bitkisel proteazlar bitkilerin neredeyse tiim béliimlerinde bulunmaktadir; kok,
govde, yaprak, cicek, meyve, tohum, lateks ve regine. Bitkilerde genellikle sistein ve
serin endoproteazlar bulunmaktadir. Aspartik proteazlar ve aminopeptidazlar nadiren
bulunmaktadir [7]. Bitkisel proteazlara 6rnek olarak papain, bromelain ve keratinaz
verilebilir. Yapilan arastirmalar sonucu iglerinde en iyi bilineni papaindir. Papain
geleneksel bir bitki proteazdir ve uzun bir kullanim Oykiisii vardir. Bat1 ve Orta
Afrika ve Asya'nin (Tanzanya, Uganda, Zaire, Sri Lanka, Tayland ve Hindistan)
subtropikal bolgelerinde yetisen Carica papaya meyvelerinin lateksinden ¢ikarilir.
Papain, pH 5.0- 9.0 arasinda aktiftir ve 80-90 °C’ye kadar dengelidir. Endiistride siit
pihtilastirict ve et yumusatic1 olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ayrica ilag,
deterjan, veterinerlik ve gida endiistrisinde baska kullanim alanlarina da sahiptir [6,
7]. Bromelain ananas (Ananas comosus) kokiinden ve suyundan elde edilir. Enzim,
sistein proteazi olarak karakterize edilir ve pH 5.0-9.0 arasinda aktiftir. inaktivasyon
sicakligr 70 °C'dir. Keratinazlar bitkilerin bazi gruplari tarafindan iretilir. Sag ve
yiiniin sindirimi, lisin gibi esansiyel amino asitlerin {iretimi ve atik su sistemlerinin

tikanmasinin 6nlenmesi agisindan 6nemlidir.



Bitkiler her ne kadar yiiksek oranda proteaz enzimi liretiyor olsa da endiistriyel
olarak ¢ogunlukla mikroorganizmalardan elde edilen proteazlar tercih edilmektedir.
Bunun nedeni; bitkilerden elde edilen enzimlerin aktivitesinin bitkinin kaynagina,
bliylime icin gerekli iklim kosullarina ve ekstraksiyon ve saflastirmada kullanilan
yontemlere bagli olarak degismesidir. Ayrica liretimleri zaman alict bir slirectir.
Ornegin, bitkinin meyvesi saghkli degil ise elde edilen enzimin aktivitesi de

diismektedir.

1.1.1.2. Hayvansal Proteazlar

Hayvansal kokenli proteazlara 6rnek olarak; pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin
ve rennin verilebilir. Pepsin hemen hemen tiim omurgalilarin midelerinde bulunan
asidik bir proteazdir. Pepsin, bir aspartik proteazdir ve HIV-1'in olgunlagsmasindan
sorumlu olan insan immiin yetmezlik viriisii tip 1 (HIV-1) proteazin1 andirir. pH 1.0-
2.0 arasinda optimum etkinlik gosterir. pH 6.0 iizerinde inaktive edilir. Enzim, iki
hidrofobik amino asit arasindaki peptit baglarinin hidrolizini katalize eder.
Tripsinbesin proteinlerinin hidrolizinden sorumlu ince bagirsak sindirim enzimidir.
Bir serin proteaz olup peptit baglarim1 karboksil gruplarindaki lisin ve arginin
kalintilarinin hidrolizine katkida bulunur. Proteaz inhibitorlerinin bocek bagirsaginda
bulunan enzimi inhibe etme kabiliyetine dayanarak, bu enzim bdcek zararlilarinin
biyolojik kontrolii icin bir hedef olarak gosterilmektedir. Tripsinin, gida
endiistrisinde smirli uygulamalari vardir, ¢iinkii tripsin ile elde edilen protein
hidrolizatlarinin tadi act olmaktadir. Kimotripsinhayvan pankreatik 06ziinde
bulunmaktadir. Pankreasta kimotripsinojen formunda depolanir, ¢ok adimli bir
siirecte tripsin ile aktive edilir. Peptit baglarinin karboksil grubundaki {i¢ aromatik
amino asidi; fenilalanin, tirozin veya triptofan hidrolizi igin spesifiktir. Siit proteini
hidrolizatlarinin dealerjenlestirilmesinde yaygin olarak kullanilir. Rennin(rennin,
kimozin) tiim emziren memelilerinin midelerinde inaktifprorennin olarak iiretilen bir
pepsin benzeri proteazdir. Pepsin'in etkisiyle veya otokataliz ile aktiflestirilir.
Enzimin O6zel niteligi, k-kazeinde bulunan tek bir peptid bagimi hidrolize etme
ozgiilliiglinden kaynaklanmaktadir. Siit endiistrisinde yogun olarak, iyi aromali,

dengeli bir peynir iiretmek i¢in kullanilir. Hayvansal proteazlar toplu miktarlarda saf



bir sekilde hazirlanirlar. Ancak, bu enzimlerin iiretimi yagami sona ermis hayvanlarin
kullanilabilirligine bagli oldugu i¢in endistride hayvansal proteazlar yerine

mikrobiyal proteazlar tercih edilmektedir [6].

1.1.1.3. Mikrobiyal Proteazlar

Endiistriyel tiretimde mikroorganizmalardan iretilen proteaz enzimleri tercih
edilmektedir. Bunun nedeni; bitki ve hayvansal proteazlarinin mevcut diinya
taleplerini karsilayamamasi, mikroorganizmalarin jenerasyon siirelerinin ¢ok kisa
olmasi1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleridir. Ayrica mikroorganizmalarin uygun
bir kiiltiir ortaminda iiretilmelerinin miimkiin olmasi onlar1 daha ucuz kilmaktadir.
Mikroorganizmalar genetik manipiilasyonlara duyarli olduklari i¢in ve hemen hemen
tim oOzellikleri istenen yonde degistirilebildigi icin biyoteknolojik uygulamalara
uygundurlar. Enzimlerinin bitkisel ve hayvansal proteazlara gére daha saf elde
edilebilmeleri ve katalitik aktivitelerinin daha yiiksek olmasi tercih edilebilir diger
sebepleridir [7]. Yapilan arastirmalarda, Bacillus sphaericus NRC 24 tarafindan siit
pihtilastirma enzimi (MCE) tiretilmistir. MCE, aseton ile fraksiyonel ¢okeltme, daha
sonra DEAE Sephadex A 25 ve son olarak Sephadex G100 kolonu kullanilarak iyon
degisim kromatografisi ile saflastirilmistir. Enzim optimum pH 6.5, optimum 55
°C’de aktive olmaktadir [8]. Bacillus subtilis'in mutasyona ugramis susundan proteaz
enzimi elde edilmisti. Bu enzim Kanada cheddar peyniri retiminde
kullanilmaktadir [9]. Bacillus cereus Kkiiltiiriniin ~ siipernatanindan  kismen
saflagtirillarak mikrobiyal rennet enzimi (siit pihtilastiran proteaz enzimi) elde
edilmistir[9]. Bacillus firmus MTCC 7728'den alkalin proteaz izole edilmistir. Enzim
maksimum aktiviteyi pH 9.0 ve 40°C’de gostermektedir. Maksimum proteolitik
aktivite durgunluk fazina ulasildiginda 48 saatlik biiyiimeden sonra gozlemlenmistir
[10]. Bacillus badius MTCC 7727'nin kiiltiir ortamindan termotolerant yeni bir asidik
proteaz elde edilmistir. Bu enzim, pH 5.0 ve 40°C sicaklikta optimum aktivite
sergilemektedir [11]. Bacillus subtilis'ten kismi saflastirma ile notral bir proteaz elde
dilmistir. Proteaz iretimi ig¢in optimum biiyiime siiresi siiresi 30 saat, optimum
sicaklik ve pH sirasiyla 40°C ve 7.0 (nétr) olarak bulunmustur. Enzim amonyum

stilfat ¢oktiirmesi ve Sephadex G 200 ile kismen saflastirilmistir [12].



Balik unundan Bacillus subtilis FP-133'iin halotolerant bir susu izole edilmistir. Bu
sustan hiicre ici proteaz iiretilmistir. Enzimin molekiiler kiitlesi yaklasik 59 kDa'dir
ve enzim (protein), her biri 14 kDa'likk molekiil kiitlesi olan dort altbirimden
olusmaktadir [13]. Endiistriyel atik tirinleri ve mutfak atiklari (6rn: yani hardal yagi
pastasi, bugday kepegi, pirin¢ kepegi, muz yapraklari, soyulmus patates ve c¢ay
yapraklari)ndan kati fermantasyon ile Bacillus subtilis DM-04"lin termofilik bir susu
izole edilmistir. Bu sugtan iretilen proteaz enzimi, alkali kosullar altinda 40°C’de
optimum aktivite gostermistir [14]. Bacillus sp. HS 08'den termofilik nétral proteaz
edilmistir. Enzimin optimum pH ve sicaklik sirasiyla pH 7.5 ve 37 °C’dir. Bacillus
sp. (SBP-29)’ den termofilik bir nétral proteaz iretilmistir. Bu enzimin molekiiler
kiitlesi 30.9 kDa ve optimum pH ve sicaklik sirastyla, pH 7.5 ve 65°C’dir. Enzim
aktivitesi igin en iyi substrat azokazein bulunmustur [15]. Bacillus sp. (SBP-29)
tarafindan tretilen proteazin 6zellikleri incelenmistir. Substrat olarak soya fasulyesi
unu kullanilmasiyla maksimum proteaz etkinligi elde edilmistir; Enzim 60 °C’de
coptimum sicakliga sahiptir ve pH 9.5 optimum degere sahiptir [16]. Bacillus sp.
HR-08.den yiizey aktif maddeler, ¢amasir deterjani ve organik solvent direngli
alkalin proteaz elde edilmistir. Zimogram analizi sonucu 5 hiicre dis1 proteaz elde
edilmistir. Enzim amonyum siilfat c¢okeltmesi, DEAE sefaroz iyon degisim
kromatografisi ve Sefakril S 200jel filtrasyon ile kismi saflastirilmistir. Saflagtirilmis
proteazin optimum sicaklik ve pH sirasiyla 60°C ve pH10.0'dur. Enzimin molekiil
kiitlesi 29 kDa'dir [17]. Bacillus circulans BM 15 susundan alkalin proteaz elde
edilmistir. Bu enzim, pH 7.0 ve 40°C’de optimum aktivite gostermistir. Molekiil
kiitlesi yaklagik 30 kDa’dur [18]. Bacillus circulans'tan elde edilen bir alkalin serin
proteaz, deri isleme ve deterjan endiistrilerinde dayanikliligi ve gevre dostu
uygulama potansiyeli agisindan detaylandirilmigtir. Saflastirilmis enzimin molekiil
kiitlesi yaklagik 39.5 kDa'dir. Alkali pH ortaminda ve 70 °C’de optimum aktivite
gostermistir [19]. Bacillus licheniformis MIR 29'dan termostabil alkalin proteaz
saflastirilmistir [20]. Bacillus licheniformis NH1den, deterjan agisindan kararli ve
termostabil alkali serin proteaz elde edilmistir. Proteaz 68 °C ve pH 10.5’ta optimum
aktiviteye sahiptir [21]. Ham yag kontaminantindan izole edilen Bacillus
licheniformis YP1A ‘den yeni bir organik ¢oziiciilere stabil alkalin proteaz elde
edilmistir. Bu enzim, DMSO, DMF ve siklohekzan gibi %50 (V / V) organik

¢oziiciilerin mevcudiyetinde 1 saat boyunca 40 °C’de 6n inkiibe edildikten sonra ilk



etkinliginin % 95'inden fazlasin1t muhafaza etmistir [22]. Geleneksel olarak fermente
edilmis Afrika locust fasulyesinden proteaz iiretimi i¢in Bacillus licheniformis
LBBL- 11 izole edilmistir. Optimum kosullart pH 8.0'dir, ve 60 °C'dir [23].
Bacillus'un pumilus MK6-5den termostabil alkalin proteaz iiretilmistir. Bu enzim
amonyum siilfat ¢okeltme, iyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak
saflagtirlmigtir. PMSF tarafindan inhibe edilmesiyle proteazin serin proteaza ait
oldugunu ileri siiriilmiistiir [24]. Bacillus pumilus CBS'den diisiik molekiil agirlikli
(34.60 kDa) alkalin serin proteaz elde dilmistir. Enzim amonyum siilfat ¢okeltilmesi
ve jel filtrasyon kullanilarak saflastirilmigtir. PMSF ve DFP tarafindan giiglii bir
sekilde engellendiginden, serin proteaz smifina ait oldugu gosterilmistir. Enzimin
optimum 65 °C ve pH 10.6'da aktivite gostermistir [25]. Bacillus cereus’tan hiicre
dis1 bir alkalin proteaz iiretilmistir. Enzimin ticari ¢amasir deterjani i¢in kullanima
uygun oldugu tespit edilmistir. Enzimin optimum kosullart pH 10.5 ve 50 °C’dir.
Kazeine karst maksimum aktivite gostermistir ve enzimin molekiiler kiitlesi 28
kDa'dir [26]. Bufalo postundan Bacillus cereus MCM B-326 izole edilmistir. Urettigi
hiicre dis1 proteaz karakterize edilmistir. Maksimum proteaz iiretimi, nisasta soya
fasulyesi unu ortami kullanilarak, pH 9.0 ve 30 °C'de ger¢eklesmistir. Bu enzim deri
isleme tnitesinde dehairing isleminde kullanilmaktadir [27]. Bacillus mojavensis
A21 deniz suyu oOrnegindenden izole edilmistir. Uretilen proteaz enziminin
agarticilara kars1 stabil oldugu gosterilmistir. Alkalin proteaz, aseton cokeltme,
Sephadex G-75 jel filtrasyonu ve CM-Sefaroz iyon degisim kromatografisi
kullanilarak saflastirilmistir. Saflastirilmis proteazin molekiil agirligit 20 kDa'dir.
Enzim pH 7.0'dan pH 13.0'a kadar genis bir pH araliginda son derece aktiftir ve
optimum pH degeri 8.5'dir [28]. Pseudomonas aeruginosa PD 100'den proteaz
enzimi elde edilmistir. Proteazin saflastirilmasi i¢in amonyum siilfat ¢okeltmesi,
Sephadex G50 filtrasyonu ve CM sephadex kromatografisi kullanilmistir. Bu proteaz
yaklasik 36.00 kDa molekiiler kiitleye sahiptir. Optimum kosullart 60 °C'de ve pH
8.0'dir. Deterjan ve deri endistrisinde kullanilan atik aritimi i¢in potansiyel bir
uygulama bulmaktadir [29]. Pseudomonas sp. RAJR 044 hiicre dis1 proteaz
tiretilmistir. SDS-PAGE jelinde tek bir homojen bant 14.4 kDa gorilmiistiir[30].
Pseudomonas aeruginosa MTCC 7926'den ¢oziiciiye dayanikli, termostabil ve
alkalin metaloproteaz elde edilmistir. Proteaz 25-65 °C ve pH 6.0-11.0 aktivitesini

korumaktadir. Molekiil kiitlesi 35 kDa'dir. Saflastirilmis metaloproteaz, anti-



stafilokoksik aktivite ve giimiisiin geri kazanimi i¢in X-1s1n1 filminin islenmesinde
endiistriyel ilgi gostermistir [31]. Toliien ve sikloheksan ile zenginlestirilen ham
petrol ile kirlenmis 6rneklerden 43 bakteri tiirii izole edilmistir. Bunlardan 10 tanesi
yiiksek proteaz aktivitesi gOstermistir. Pseudomonas aeruginosa PT 121 olarak
tanimlanan sug en yliksek enzim aktivitesini gostermistir. % 50 dimetilsiilfoksid
varliginda aspartam onciili Cbz-Asp-Phe-NH2 sentezi i¢in bir katalizér gorevi
gormektedir [32]. Myxococcus xanthus DK 1622. ‘den elde edilen hiicre disi
proteazin yiiksek protelitik aktivite gosterdigi saptanmistir. Bu enzimin pepstatinin
inhibisyonu temelinde aspartik proteaz ailesine ait oldugu saptanmistir [33].
Streptomyces gulbergensis'den alkalen proteaz tanimlanmustir. Saflastirilmis enzim,
optimum aktiviteyi pH 9.0 ve 45°C sicaklikta gostermektedir. Bu enzim cerrahi
aletlerin yikanmasinda uygulanmaktadir [34]. Enterococcus faecalis TUA 2495°den
stit pihtilastirma enzimi Uretilmistir. Enziminin molekiiler kiitlesi 35 kDa’dur [35].
Inek etinden Listeria monocytogenes izole edilmistir. Optimum enzim aktivitesi pH
9.0 ve 30 °C’dir. Kazein, jelatin ve yumurta albiiminine kars1 proteolitik etkinlik
gostermistir [36]. Deniz bakterisi olan Teredinobacter turnike’den yeni bir hiicre dis1
alkalin proteaz enzimi elde edilmistir. Bu proteazin maksimum enzim aktivitesi i¢in
optimum sicaklik ve pH sirastyla 50°C ve pH9.0 olup molekiil kiitlesi 40 kDa'dir
[37]. Streptomyces griseus'dan diisitk molekiil agirlikli (18.4 kDa) bir glutamik asit
spesifik proteaz tanimlanmistir [38]. Thermus aquaticus YT-1'in kiiltiir ortamindan,
aqualysin I olarak adlandirilan yeni termostabil ve deterjan dengeli subtilisin
tamimlanmaktadir. Bu enzim, mono-S-kolonlu FPLC sistemi uygulanarak
saflagtirilmigtir. Ure ve Tween 20 varhiginda stabiliteyi korumaktadir[39]. Arjantin
sarapindan laktik asit bakterisi (Oenococcus oeni) izole edilmistir. Uretilen aspartik
proteaz amonyum siilfat ¢okeltmesi ve sefadex G-100 filtreleme kullanarak
saflagtirllmistir.  Molekiiler kiitlesi 33.10 ve 17.00 kDa olan iki 6zdes altbirimden
meydana gelmektedir [40]. Kimes hayvanlarimin tiiylerinde biiyliyen
Chrysobacterium sp. 'den keratinaz tamimlanmistir [41]. Microbacterium sp.
Kr10’dan keratinolitik metalloproteaz elde edilmistir. Enzim Sephadex G-100 ve Q-
Sepharose kolonu kullanilarak saflastirilmistir. Enzimin molekiiler kiitlesi 42

kDa'dir. Enzim, pH 7.5 ve 50 °C’de aktive olmaktadir [42].



1.1.2. ProteazlarinKatalizledigi Reaksiyon Tipine Gore Siniflandirilmasi

Biitiin proteazlar esasinda ayni reaksiyonu katalizlemektedir; peptit baglarinin
hidrolizi. Fakat proteazlar bu peptit baglarinin substrattaki konumuna, kesilecek olan
peptit baginin ¢evresindeki amino asit kalintilarina ve substratlarin bilinmeyen diger
karakteristik ozelliklerine gore segicilik gostermektedir [5, 43, 44]. Proteazlarin

katalizledikleri reaksiyon tiplerine gore siniflandirilmasi Cizelge 1.1.’de gosterildi.

Cizelge 1.1.Reaksiyon Tipine Gore Proteazlar

Proteazlar EC Code Mekanizmasi Sekil
) 3.4.11- Zincirin amino(- NH2 ) ya da karboksil(- COOH )
Ekzopeptidaz ) ) o
3.4.19 ucundaki peptit baglarini hidroliz ederler.
Y
Aminopeptidaz 34.11 Zincirin amino ucundaki peptit baglarini hidroliz ederler. NH,0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-
0-COOH
!
Dipeptidaz 3.4.13 Zincirdeki spesifik dipeptitleri hidroliz ederler. NH;0-0-0-0-0-0-0-0-0-0- 0-
0-COOH
. Al )
Dipeptidil A, . o . . !
tid 3.4.14 Zincirin amino ucundaki ikinci peptit bagini hidroliz ederler. NH,0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-
eptiaaz
pep 0-COOH
Tripeptidil Zincirin amino ucundaki {i¢lincii peptit bagini hidroliz
) 3.4.14 NH,0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-
peptidaz ederler.
0-COOH
o Zincirin karboksi ugta bulunan son peptit bagindan bir NH,0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-
Peptidil dipeptidaz 34.15 . . L
onceki peptid bagini hidroliz ederler. 1
-0-0-COOH
. . 3.4.16 - o ) ) . o NH,-0-0-0-0-0-0-
Karboksipeptidaz Zincirin karboksi ucundaki peptit baglarin hidroliz ederler.
3.4.18 L
0-0-0-0-0-0-COOH
. Teminal uglarm yakinindaki izopeptit baglarini hidroliz
Omega tip proteaz 3.4.19
ederler.
. 3.4.21 - !
Endopeptidaz Zincirdeki ig alfa-peptid baglarmi hidrolize ederler. NH,0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-0-

3.4.24
0-COOH
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Sekil 1.1. Proteazlarin reaksiyon tipine gore simflandirilmasi[43].

1.1.2.1.Ekzopeptidazlar

International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB)
numaralandirmasina gore ekzopeptidazlar (E.C 3.4.11-19) olarak belirlenmistir.
Polipeptit zincirinin amino (- NH2 ) ya da karboksil (- COOH ) ucundaki peptit
baglarin1 hidroliz ederler. Proteinin amino ucundaki peptit baglarint hidroliz eden
ekzopeptidazlar, aminopeptidazlar; karboksil ucundaki peptit baglarini hidroliz
edenler ise karboksipeptidazlar olarak adlandirilirlar. Karboksi proteazlar, katalitik
bolgesinde bulunan aminoasit kalintisina gore, serin, metallo ve sistein karboksi
proteazlar olarak 3’eayrilirlar. Yapilan arastirmalarda; Saccharomyces spp. 'den
tiretilen metallo karboksipeptidazlar ve Pseudomonas spp.’dan iiretilen metallo
karboksipeptidazlarin aktivite gdstermesi i¢in Zn*? veya Co*? metal iyonunun gerekli

oldugu rapor edilmistir [45].

1.1.2.1.1. Amino Proteazlar

Aminopeptidazlar, polipeptit zincirinin serbest N ucunda hareket ederek bir amino
asit kalintis1, bir dipeptit veya bir tripeptidi serbest birakir. Yapilan arastirmalarda
Bacillus licheniformis’den elde edilen aminopeptidaz'in molekiiler agirligi 34.00 kDa
olarak bulunmustur. Etkinligi Co *? iyonlariyla artmaktadir. Benzer sekilde, Bacillus
cinsinin bagka bir tiirli, Ornegin B. Stearothermophilus’dan,  aminopeptidaz
tretilmistir. Molekiil kiitlesi yaklasik 80 ila 100 kDa olan iki alt birimden



olusmaktadir. Zn*2, Mn*2 veya Co*? iyonlari ile aktive olmaktadir [46]. Genel olarak,
aminopeptidazlar hiicre i¢i enzimlerdir, ancak Aspergillus oryzae tarafindan iiretilen
bir hiicre dis1 aminopeptidaz hakkinda rapor bulunmaktadir [47]. Bu sebepten ticari

tirtin olarak az bulunmaktadirlar [6, 7].

1.1.2.1.2. Karboksipeptidazlar

Karboksipeptidazlar polipeptit zincirinin C terminallerinde hareket ederek tek bir
amino asidi veya bir dipeptid serbest birakir. Karboksi proteazlar, katalitik bolgenin
yapisina gore, serin karboksiproteazlar, metallo karboksiproteazlar ve sistein

karboksiproteazlar olarak ayrilmaktadirlar.

1.1.2.2. Omega peptidazlar

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekuler Biyoloji Birligi'nin Adlandirma Komitesi
tarafindan EC. 3.4.19 altaltsinifina yerlestirilmislerdir. Omega peptidaz yapisi,
substratta serbest bir N-terminal ya da C-terminal ucuna ihtiya¢ duymayan peptidaz
ailesidir. Endopeptidazlardan farki; ytiklii bir terminal gruba ihtiyag duymamalarina

ragmen, genellikle terminallerin yakininda aktivite gostermeleridir.

1.1.2.3. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar bir polipeptid zincirindeki i¢ alfa-peptid baglarini hidrolize ederler.
Amino veya karboksil uclarda bulunan peptit baglarinin hidrolizinden sorumlu
degillerdir. Baz1 endopeptidazlar yalnizca proteinlerden daha hiigiik yapida olan
substratlara etki edebilir. Bunlara oligoproteaz denilmektedir. Ornek olarak timet
oligopeptidaz verilebilir. Endopeptidazlar, gida proteinlerinin sindirimini baslatir ve
ekzopeptidazlarin substratlari olan yeni N- ve C-terminusunun olusumunu saglarlar
[5]. Endopeptidazlar, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (NC-
IUBMB) tarafindan ikili adlandirmaya gore; EC 3.4.21-26 alt siniflarina tahsis
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edilmigtir. Sirasiyla bu alt siniflar serin, sistein, aspartik, metallo, ve treonin ve
glutamik tip endopeptidazlardir [48]. Glutamik peptidazlar 2005 yilinda
tanimlanmastir ve katalitik mekanizmalar1 hakkinda arastirmalar devam edilmekle

birlikte aktivitelerinde bir Glu / Gln katalitik kalintis1 kullandig belirlenmistir[49].

1.1.3. Proteazlarin Katalizledigi Bolgenin Yapisina Gore Siniflandirilmasi

Hartley, 1960’11 yillarda tatmin edici bir siniflandirma sistemi gelistirirerek
proteazlarin kullanigh bir sekilde katalitik tipine gore ayrilmasini saglamistir. Buna
gore proteazlar; aktif bolgelerindeki ana katalitik amino asit kalintisinin varligina
gore: serin  proteinazlar, sistein proteinazlar, aspartik proteinazlar ve

metalloproteazlar olmak iizere 4 ana gruba ayrilmistir [5].

1.1.3.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar alkali pH kosullarinda aktiflesmeleri ve bu pH kosullarinda
stabilitelerini korumalar1 nedeniyle endiistride en yaygin kullanilan enzimlerdir.
Ekzopeptidazlar, endopeptidaz, oligopeptidaz ve omega peptidaz gruplarinda serin
proteazlar bulunmaktadir. Bu enzimler, karboksil kisimdatirozin, fenilalanin veya
16sin kalintist igeren bir peptid bag: hidroliz eder. U¢ amino asitten olusan ortak bir
katalitik triadtan olusan bir mekanizmada; serin (niikleofil), aspartat (elektrofil) ve

histidin (baz) gibi davranir [7].

Serin proteazlar 3,4-dikloroizokuminal (3,4-DCI), diizopropilflorofosfat (DFP),
Fenilmetilsiilfonil fluoriir (PMSF) ve tosil-L-lisin klorometil keton (TLCK) ile geri
dondiiriilemez bir sekilde inhibe olurlar. Esterolitik ve amidaz aktiviteleri ile genis

substrat 6zelliklerine sahiptirler.
Serin alkalin proteazlar; serin proteazlarinin en biiyiik alt grubunu temsil ederler.

Molekiil kiitleleri 15-30 kDa araligindadir. Serin alkali proteazlar Arthrobacter,

Streptomyces ve Flavobacterium sp. gibi cesitli bakteriler tarafindan tiretilmesine
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ragmen, Bacillus sp. tarafindan iiretilen subtilisinler serin proteazlarn en iyi
bilinenler enzimleridir [50]. Subtisilin; Bacillus cinsi mikroorganizmalar tarafindan
iretilen, serin proteazlarinin en biiyiik ikinci familyasini temsil etmektedir. Subtilisin
Carlsberg ve subtilisin Novo olmak iizere iki farkli alkalin proteaz tipi
tanimlanmistir.  Bacillus licheniformis tarafindan {iretilen Subtilisin Carlsberg,
1947'de Linderstrom, Lang ve Ottesen tarafindan Carlsberg laboratuvarinda
kesfedilmistir [51]. Subtilisin Novo veya BPN9, Bacillus Amiloliquefaciens
tarafindan  iretilmektedir. Her iki enzimde deterjanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir [2, 7, 52-54].

1.1.3.2.Sistein Proteazlar

Sistein(tiol) proteazlar peptit, amid, ester ve tiol esterlerin hidrolizini katalizlerler.
Hem prokaryotlarda hem de Okaryotlarda bulunurlar. Tiim sistein proteazlarin
aktivitesi, sistein ve histidin igeren bir katalitik dyad'a baghdir [7, 54]. Notr pH
optimumlar1 vardir, ancak bunlardan birkaci, 6rnegin, lizozom proteazlari, asidik pH
degerinde azami aktiftir. Molekiiler agirliklart 21-30kDa’dur [5]. PCMB(p-
chloromercuribenzoic acid) gibi sulfhidril maddelere karsi duyarli iken
DFP(Diisopropyl fluorophosphate ) ve metal selat ajanlarindan etkilenmezler. Sistein
proteazlar hem endopeptidaz (papain, bromelain, fisin, cathepsin) hem ekzopeptidaz
(cathepsin X, karboksipeptidaz B) olarak islev gorebilir.

Papain, sistein proteazinin bilinen en iyi 6rnegidir. IIk kristalografik yapisi belirlenen
sistein proteazdir. ilk kez 1879 yilinda Carica papaya’nin meyvesinden izole
edilmistir. 3 distilfit kopriisii iceren 212 aminoasitten olusmustur. Molekiiler agirligi
23,4 kDa’dur. Papainin enzimatik aktivitesi pH 3.5-8.0 aras1 aktive olan Cys25 and
His159 kalintilarinin olusturdugu katalitik ikili ile meydana gelmektedir. Katalitik
aktivite i¢in enzimin tiyol grubu indirgenmis formda olmak zorundadir. Yani
aktivasyon i¢in oldukc¢a indirgeyici ve asidik bir ortam gerekmektedir [5]. Papain
disinda, ananasin kokiiniin ve meyvesinin sularinda bulunan bir proteaz karisimi olan
bromealin, Ficus glabrata'nin kurutulmus lateksinden izole edilen fisin ve lisozomal

proteinazlar olan katepsinler de sistein proteazlara diger orneklerdir. Lizozomal
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katepsinler, hiicresel protein yikiminin dahil oldugu bir kac fizyolojik siiregten
sorumlu olan énemli bir grup enzimlerdir. Katepsinler asidik pH ortaminda aktifken,
bazilar1 da notral pH ortaminda aktiftirler. Osteoporoz, romatoid artrit, damar
sertligi, kanser, inflamatuar ve otoimmun hastaliklar gibi pek cok hastalik i¢in ilag
hedeflerinde umut vericidir. Kaspazlar ise, programli hiicre 6liimiinii diizenleyen

apoptotik diizeneklerin 6nemli bir unsurudur [5].

1.1.3.3.Aspartik Proteazlar

Asidik proteazlar olarak bilinen aspartik proteazlar, katalitik islevleri igin aspartik
asit kalintilarima bagimlidir.  Aspartik proteazlar genellikle pepstatin tarafindan
inhibe edilmektedir. Pepstatin genel olarak aspartik proteazlara etkili olsada ¢esitli
enzimler arasindaki etkileri farklidir. Ornegin; Pepsin A pepstatin tarafindan
tamamen inhibe olurken, kimozin ve gastrisin kismen inhibe olmaktadir. Tam inhibe
olmasi i¢in pepstatinin molaritesi arttirilmak zorundadir. Diger inhbibitdr ise pepsin
A’ya kars1 etkili Ascaris’den elde edilen potato cathepsin D inhibitoriidiir [55].
Ayrica, bakir iyonlarinin varliginda diazoasetil-DL-norldsin metil ester (DAN) ve
1,2-epoksi-3- (p-nitrofenoksi) propan (EPNP) gibi diazoketon bilesiklerine
duyarlidirlar [56].

Mikrobiyal aspartik proteazlar, Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve Neurospora
tarafindan iretilen pepsin benzeri enzimler ve Endothia ve Mucor sp. tarafindan
tiretilen rennin benzeri enzimler olmak tizere iki gruba ayrilabilir. Bir¢ok fungal asit
proteazinin,ilging bir O6zelligi, sigir tripsinogenini aktive edebilmesidir[57, 58].
Pepsin ve rennin de dahil olmak iizere memeli aspartik proteinazlari, hepsinin ortak

bir atasal genden evrimlestigini diistindiirmektedir[59].

Aspartik proteazlar genel olarak, 32-36 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahip, 320-360
amino asit kalintis1 igeren tek bir peptid zincirinden olusurlar [5]. Genis bir
yelpazede aktivite ve 6zgiinliik sergilemektedirler. Bunlara 6rnek olarak; memelilerin
sindirim sisteminde gorevli pepsin A, patojen ve maya viriilansina kars1 savunmada
gorevli candidapepsin, meme kanseri metastazinda gorevli kathepsin D, polen-pistil

etkilesimlerinde gorevli kardosin A, kan kontrollerinde gorevli rennin, hemoglobin
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bozunmasi ve HIV proteinlerinin olgunlasmasinde gorevli retropepsinler verilebilir
[5][60]. Diger aspartik proteazlara 6rnek olarak kimozin verilebilir. Kimozin, (EC
3.4.23.4) buzagilarin abomasumunda bulunan gastrik sindirim aspartik peptidazdir.
Dogal fonksiyonu buzagi midesinde bulunan siitiin koagiilasyonundan sorumlu
olmaktir. Boylece siit kolay sindirilebilir hale gelmektedir [61]. Hiicre iginde
preprokimozin olarak sentezlenmektedir. Pepsin ile, Phe42-Gly43 peptid bagindan
parcalanarak, pH 5.0’in altinda, otokatalik aktivasyon ile, kimozine doniisiir.
Optimum sicakligr 41°C’dir. 20°C’nin altinda ve 50°C’nin {izerinde pihtilastirma

giicli cok azdir [62, 63].

1.1.3.4.Metalloproteazlar

Metalloproteazlar, katalitik proteazlarin en g¢esitlisidir [64]. Bunlara, yiiksek
organizmalardan gelen kollajenazlar, yilan zehirlenmelerinden kaynaklanan
hemorajik toksinler ve bakterilerden gelen termolizin gibi ¢esitli kokenden enzimler
dahildir [65, 66]. Metalloproteazlar, faaliyetleri igin iki degerlikli bir metal iyonu
gerekliligi ile karakterizedir. Metalloproteazlar iki degerlikli metal iyonlar ile aktive
edilen bir su molekiiliiniin niikleofilik saldiristyla peptid baglarin1 hidrolize eden
kapsamli bir hidrolaz sinifin1 temsil etmektedir. Cogu metaloproteazin karakteristik
Ozelligi katalitik bir ¢inko(Zn) iyonudur. Bununla birlikte, bazi enzimlerde bu
fonksiyon, manganez(Mn), kobalt(Co), nikel(Ni) veya bakir(Cu) iyonlariyla
yapilmaktadir. Baz1 metalloproteazlarda iki metal iyonu birlikte katalitik olarak
etkimektedir. Metalloproteazlarin hepsi, EDTA gibi kenetleme maddeleri tarafindan
inhibe olmaktadir, ancak siilthidril ajanlar veya DFP tarafindan baskilanmazlar.
Yapilan caligmalarda; mantarlardan birka¢ metaloproteaz enziminin iiretildigi ve bu
enzimlerin ¢inko(Zn) ile aktivite olduklar1 bildirilmistir [67].

Endiistriyel uygulamalarda kullanilan tek metalloproteaz termolizindir. Termolizin
Bacillus thermoproteolyticus tarafindan tretilen  bir  hiicre dis1
metalloendoproteinazdir. Ug boyutlu yapisi ¢oziilmiistir (Matthews ve digerleri,
1972). Disiilfit kopriilerini igermeyen 34 kDa agirliginda tek bir peptiddir. Proteinin
iki katli lobu arasinda bulunan Zn atomu esansiyeldir ve dort adet Ca atomu proteinin

termostabilitesini saglamaktadir. 80°C’de yar1 omrii 1 saat olan termolizin oldukga
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stabil bir proteazdir. Proteazlarin katalizledigi bolgenin kimyasal yapisina gore

siiflandirilmalari Cizelge 1.2°de 6zetlendi.

Cizelgel.2. Proteazlarin katalizledigi bolgenin yapisina gore siniflandirilmalari

Proteaz Sinifi Serin Sistein Aspartik Metallo
Eski isim Serin Tiol Karboksil Metallo
Enzim EC3.4.21 EC 3.4.22 EC 3.4.23 EC 3.4.24
Numaralandirilmasi

Aktif site bileseni serin sistein aspartik Zn*?

pH aralig1 7-9 3-7 2-6 5-9
Sicaklik (°C) 20-80 25-70 40-70 40-60
Molekiiler Agirlik(kDa)  20-135 20-65 30-60 20-60
Inhibitor PMSF, DCI E-64, lodoacetate  Pepstatin EDTA
Lokasyon Hicre igi - dist  Lizozom Lizozom Hiicre i¢i -dis1
Ornekler Elastin, Plasmin Cathepsins B & L CathepsinD Gelatinase

1.2 Proteazlarin Fizyolojik Islevleri

Proteazlar kompleks fizyolojik fonksiyonlar1 yerine getirirler. Neredeyse tiim canli
organizmalarda bulunmalari onlarin yasamsal islevlerin yerine getirilmesindeki
onemlerini gostermektedir. Proteazlar, protein katabolizmasi, kan pihtilasmasi, hiicre
bliylimesi ve gocii, doku diizenlemesi gibi bir¢ok fizyolojik siirecte ve inflamasyon,
timoOr biliylimesi ve metastazi, zimojenlerin aktivasyonu, hormonlarin salinmasi,
farmakolojik olarak aktif peptidlerin salgilanmasi ve membranlardan salgi
proteinlerinin tasinmasi gibi patolojik siirecte de kritik bir rol oynamaktadirlar [6, 7].
Proteazlarin bu islevleri yerine getirme mekanizmalarr hakkinda bilgiler ¢cok siirh
olmakla birlikte bu konudaki arastirmalar hala devam etmektedir. Proteazlarin bazi

fizyolojik gorevleri sunlardir:
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1.2.1. Protein Sindirimi

Peptid baglarinin hidrolize edilmesi ve amino asitlere kadar ayrilmasi olayina protein
sindirimi denir. Protein sindirimi midede baslamaktadir. Burada HCI ve ve pepsinin
otokataliziyle pepsinojen pepsine aktiflesir. Pepsin bir endopeptidazdir. Proteinler
pepsinin etkisi ile az miktar aminoasit ve polipeptitlere ayrilirlar. Ince bagirsakta
tripsinojen; enterokinaz ve tripsinin otokatalizi ile, tripsine aktiflesir. Tripsin ise
inaktif olan kimotripsinojeni aktiflestirerek kimotripsine doniistiirtir. Tripsin ve
kimotripsin bir endopeptidazdir. Polipeptidler bir miktar aminoasite ve dncekinden
daha kiiciik polipeptidlere parcalanirlar. Daha sonra aminopeptidaz ve
karboksipeptidazlarin(ekzopeptidaz) etkisi ile serbest amino asitler ile dipeptid ve
tripeptid'lerden olusan bir karisim ortaya ¢ikar. Son basamakta dipeptidaz ve

tripeptidaz'lar araciligi ile karisim aminoasitlere pargalanir [68].

1.2.2. Protein Doniisiimii

Canli tiim hiicreler, protein sentezi ve yikimi yoluyla, belirli ve dengeli bir protein
dongiisiinii siirdiiriirler. Hiicre ici proteazlarin hiicre i¢in uygun protein dongiisiinii
gerceklestirmeye katkisi bilinmektedir. E. coli'de, Lon gen iirinii olan, ATP'ye
bagimli proteaz, anormal proteinlerin hidrolizinden sorumludur [69]. Okaryotlarda
hiicre i¢i proteinlerin dongiisii ayn1 zamanda ATP'ye bagimli proteazlar ile

gergeklestirilmektedir [7, 70].

1.2.3. Sporulasyon

Bazi bakteri sporlarinda, bazi mayalarin askosporlarinda, bazi funguslarin konidial
dischange evrelerinde yogun protein dongiisii bulunmaktadir. Sporulasyon i¢in
proteaz enziminin gerekliligi, proteaz inhibitorleri kullanilarak ispatlanmigtir [71].
Proteaz A aktivitesinin artigyla, maya diploidlerinin askospor olusturdugu
gozlenmistir [72]. Conidiobolus coronatus dan elde edilen alkali proteaz ile giilii bir

etkigozlenmistir [7, 73].
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1.2.4. Cimlenme

Uyku halindeki sporlar ¢imlenme igin gerekli olan amino asitlerden yoksundurlar.
Serin endoproteinazlar tarafindan uyku halinde bulunan sporlardaki proteinlerin
pargalanmasi ile yeni protein ve niikleotid sentezi i¢in gerekli amino asitler ve azot
olusturulmaktadir. Bu proteazlar sadece depolama proteinleri i¢in spesifiktir ve diger
spor proteinlerini etkilemez. Sporlarin ¢imlenmesi ile aktiviteleri hizla kaybolur[74].

Ekstraseliiler asit proteazlarmin, Dictyostelium discoideum sporlarinin  ve
Polysphondylium pallidum mikrosistlerinin ¢imlenmesi sirasinda hiicre duvarindaki

polipeptidlerin kirilmasina yardimci olduklart gézlemlenmistir [7, 75, 76].

1.2.5. Enzim Modifikasyonu

Enzimlerin zimojenik onciil formlarinin aktivasyonu ve bazi fizyolojik diizenleme-
kontrol islemlerinde proteazlar O6nem teskil etmektedir. Spesifik ve smirh
proteolizlere drnek olarak; hormonlarin {iretimi, kan pithtilasmasi, yumurtanin sperm
tarafindan fertilizasyonu verilebilir [7]. Candida albicans, Mucor rouxii, ve
Aspergillus nidulans ‘de kitin sentazin zimojenik formunun aktivasyonu igin sinirl
bir proteoliz gergeklesmektedir. Kex-2 proteazi (kexin;, EC 3.4.21.61) aslinda
mayalarda kesfedilmis bir enzim iken Okaryotik onciil enzim ailesinin prototipi
olarak ifade edilmektedir. Bu proteaz, salgilama yolunda bulunan integral membran
proteinlerinin ve prohormonlarin karboksil zincirindeki bir ¢ift bazik aminoasit
kalintisinin (6rnek: Lys-Arg or Arg-Arg) koparilmasiyla hidrolizini katalizlemektedir
[77]. Furin (EC 3.4.21.5), Kex-2 proteazinin rastlantisal olarak olarak kesfedilen
memelilerdeki homologu olan bir proteazdir. Yapisal salgi yolunda Arg-X-Lys veya
Arg-Arg kalintilar1 pargalayarak c¢ok ¢esitli oncili proteinlerin hidrolizini katalize
ettigi gosterilmistir [77]. Proteolitik inaktivasyonun, in vivo sartlardaki katalitik
aktivitesinin geri dondiiriilemez olmasi fizyolojik acidan 6nemli bir olaydir. Bircok
enzimin fizyolojik veya gelisimsel degisikliklere tepki olarak veya metabolik bir
degisimden sonra etkisiz hale getirildigi bilinmektedir. Mayalardan alinan proteinaz
A ve B formlari, proteinlerin kovalent modifikasyonunu iceren siiregteki proteoliz

mekanizmasinin  gosterilmesi  i¢in  isaretlenmistir.  Proteolitik  enzimlerin

17



modifikasyonunun, degismis fizyolojik fonksiyonlara sahip bir protein ile
sonuclandigi bilinmektedir. Orn; E. coli'den elde edilen 16sil-L-RNA sentetaz, dogal
enzimden kiiciik bir peptidin ¢ikartilmasiyla ve pirofosfat degisimiyle elde edilmistir
[6, 7].

1.2.6. Beslenme

Proteazlar, biiyiik polipeptidlerin daha kiiciikk peptidlere ve amino asitlere hidrolize
edilmesini katalizler, bdylece {riinlerin hiicreye emilimini kolaylastirirlar.
Ekstraseliiler enzimler, depolimerize edici etkileri nedeniyle beslenmede 6nemli bir
rol oynamaktadir. Mikrobiyal enzimler ve memeli ekstraselliiler enzimler oncelikle
hiicrelere beslenme olarak gerekli aminoasit havuzunu saglayarak hiicrelerin canli

kalmasina katilirlar [6].

1.2.7. Gen Ifadesinin Regiilasyonu

Gen ifadesinin modiilasyonunun proteazlar ile iliskili oldugu kanitlanmigtir [78].
Arastirmalara gore; ATP bagimli proteazin, represorii proteoliz etmesiyle, genin
represoriiniin inaktive oldugu goriilmiistiir. Bacillus thuringiensis RNA polymerase
B alt biriminin, transkripsiyonel 0Ozgiinliigiindeki bir degisim, proteolitik
modifikasyon ile iliskilendirilmistir [79]. Regililasyon ve translasyonunun
diizenlenmesinin, proteazlar tarafindan, ribozomal proteinlerin modifiye edilmesiyle

gerceklestigi one stiriilmektedir.

1.2.8. Diger Fizyolojik Gorevler

Proteazlar; 1s1 soku tepkisini, DNA hasarina kars1 SOS yanitini, bakteriyofajin yasam
dongiisiinli ve programlanmis bakteri hiicre 6liimiinii kontrol eden ¢esitli diizenleyici

proteinlerin parcalanmasina aracilik ederler [80, 81]. Son zamanlarda bakteriler ve

Okaryotlar arasinda korunan ATP'ye bagli proteazlara yeni bir fizyolojik islev
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atfedilmistir. Onlarin saperonlar olarak hareket ettikleri ve yalnizca proteoliz
islemlerine Onciilik etmedikleri, ayrica proteinlerin membranlara katilmasi ve
protein  komplekslerinin  pargalanmasini  veya oligomerlesmesini  sagladigi
diistiniilmektedir [82].

1.3.Proteazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlari

1.3.1. Biyomiihendislik

Subtilisin protein miithendisligi ¢alismalar i¢in bir paradigma haline gelmistir. Gen
klonlamasinin 1980'lerin basinda ortaya ¢ikmasindan bu yana subtilisinlerin genetik
manipiilasyonu ile ilgili birgok etkileyici calisma yapilmistir. Ornegin,
yonlendirilmis evrimle, Bacillus subtilis'ten elde edilen subtilisin E, 5 kusak
boyunca, mutagenez, rekombinasyon ve tarama calismalariyla, termofilik homologu
olan termitaza (Thermoactinomyces vulgaris'den elde edilen, subtisilinin bir iiyesi
olan enzim) islevsel olarak esdeger olacak sekilde donistiiriilmiistiir. Sonugta
olusturulan enzimin orijinal haline gore optimum sicakliginin 17 derece daha yiiksek,
yart omrii 200 kat daha fazla, sentetik substratlar1 hidrolize edebilme aktivitesinin
daha yiksek oldugu saptanmigtir. Bu deney yonlendirilmis evrimin termal
adaptasyon mekanizmalarim1 agiklamak i¢in giiclii bir ara¢ oldugunu ve enzim
aktivitesinden 6diin vermeksizin termostabilitenin manipiile edilmesinde etkin ve

verimli bir yaklagim olacagini1 gostermistir [83, 84].

1.3.2. Deterjan endiistrisi

Enzimlerin en bilylik endiistriyel uygulamalar1 deterjanlardadir. Deterjan enzimleri
icin bilylik bir gelisme, Alkalaz'in (Bacillus licheniformis'ten subtilisin Carlsberg'in
kullanilmasiyla) baslanmistir. Deterjanlara dahil edilen enzimler, diger bilesenlerin
varliginda tatmin edici katalitik aktiviteler sergilemelidirler. Bu nedenle,
deterjanlarda kullanilmaya potansiyel olarak uygun olan proteolitik enzimler, alkalin

pH'da, nispeten yiiksek sicakliklarda ve kenetleme maddeleri, agartici ve ylizey aktif
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cisimcikler varliginda dengeli olmalidir. Proteazlardan sadece serin proteazlar
potansiyel olarak deterjanlara dahil edilmeye uygundur. Bakteriyel subtilisinler erken
bir asamada deterjan uygulamalari i¢in en uygun olarak tanimlanmustir.

Deterjanlarda kullanilan ilk proteazlardan biri, B. licheniformis'ten elde edilen
subtilisin Carlsberg'dir. Bu enzim 275 amino asitten olusan tek bir polipeptid
zincirdir. B. lentus'tan elde edilen subtilisin, subtilisin Carlsberg’ye kiyasla daha
yiiksek pH'da (9-12) daha iyi bir aktivite profiline sahip oldugu icin siklikla

kullanilmaktadir. Sadece Avrupa’da yillik 900 ton saf subtisilin iiretilmesi ve

[4].

deterjanlarda kullanilan subtilisinlerin ¢ogunlugu Bacillus licheniformis, B. lentus, B.

kullanilmast  subtisilinlerin  6nemini ortaya koymaktadir Glintimiizde,
alcalophilus veya B. amyloliquefaciens (Subtilisin BPN ')' den izole edilirler [4].

Cizelge 1.3.”de ticari subtisilinlerin deterjanlarda kullanimi gosterilmistir [5].

Cizelge 1.3. Ticari subtisilinlerin deterjanlarda kullanimi1

Uriin ad1 Orjin Saf/Protein miithendisligi ile modifiye edilmis Mikroorganizma
Alcalase B. lichenformis  Saf B. lichenformis
(Novozymes)
Savinase B. clausii Saf B. clausii
(Novozymes)
Purafect B. lentus Saf B. subtilis
(Genencor)
Everlase B. clausii Protein mithendisligi ile modifiye edilmis B. clausii
(Novozymes)
Purafect OXP  B. lentus Protein mithendisligi ile modifiye edilmis B. subtilis
(Genencor)

B. halodurans  Saf B. halodurans
Esperase
(Novozymes)
Kannase B. lentus Protein miihendisligi ile modifiye edilmis B. clausii
(Novozymes)
Properase B. alkalophilus  Protein miihendisligi ile modifiye edilmis B. alkalophilus
(Genencor)
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Subtisilinlerin deterjan endiistrisindeki kullanimindaki bir sinirlandirma ise agartict
maddelerin subtisinlerin aktif bolgesinde bulunan metionin ve sistein kalintilarini
okside etmesidir. Bu engel, yonlendirmeli mutajenez ile metionin yerine serin ve ya
alanin gibi katalitik aktiviteyi olumsuz etkilemeyen kalintilarla yer degistirilerek
onlenmektedir. Oksidasyona dayanikli miihendislik iiriinii subtilisinlere 6rnek
Purafect OxP (Genencor) ve Everlase (Novozymes)dir. Birka¢ yildir piyasada
satilmaktadir [4].

1.3.3. Bira Endistrisi

Bira tiiketiciler tarafindan berrak ve parlak olarak tercih edilmektedir. Bira imalati
sirasinda ¢oziinmez proteinlerden olusan farkli bilesenler kullanilmaktadir. Bu durum
bulanik bir goriiniime neden olmaktadir. Ozellikle bira sogutuldugunda ise
proteinlerin ¢oziintirliikkleri diistiigii icin bulaniklik daha da artmaktadir. Genellikle
kaba papain veya bromelain (sistein proteaz) kullanilarak bu durum ¢6ziilmektedir ve
daha berrak, parlak biralar elde edilmektedir [5]. Ek olarak proteazlar maltin

matlastirilmasinda da kullanilmaktadir.

1.3.4. Firin Endiistrisi

Ekmek yapiminda yiiksek gliitenli bugday cesitleri kullanildiginda, gliitenin kismen
hidrolize edilmesi gerekmektedir. Bu durum i¢in ¢ogunlukla bromealin
kullanilmaktadir. Bromealin yiiksek tepkime hizina sahip, amilaz, pentosanaz gibi
yan aktiviteleri olmayan ve yiiksek sicakliga dayanabilen bir sistein proteazdir.
Boylece hamur daha hizli hazirlanabilmektedir. Ayrica bromealin, hamurun
gerilmesini engellemekte biskiivi ve pasta hamurlarinin hacminin yiikselmesini

saglamaktadir [5].
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1.3.5.Gida endiistrisi

Enzimatik hidroliz kimyasal metotlara kiyasla c¢ok tercih edilir. Ciinkii iyi
tanimlanmis hidrolizatlarin olugsmasini saglar. L-amino asitlerin yok edilmesini onler

ve zehirli maddelerin olusumunu engeller.

Sistein proteazlari, 6zellikle papain ve bromelain, miikemmel tat ve lezzete sahip
olan protein hidrolizatlarinin hazirlanmasi i¢in yaygin olarak kullanilir. Ciinkii bu
proteazlarin tatlari act degildir. Deniz {irlinleri, yumurta, sebze (soya, bugday, piring,
Aycicegi, susam ve musir ) Protein hidrolizatlar1 sadece tat ve lezzetin gelistirilmesini
saglamaz ayni zamanda protein asimilasyonunu da gelistirirler. Kazeinler ve peynir
altt suyu dogada bulunan 6nemli protein substratlarindan biridir. Kazein ve Peynir
alt1 suyu proteinlerin kopiik olusumunu arttirir ve stabil kopiik yapisi proteoliz

stirecinde indirgenebilir.

Ayrica, siit proteini hidrolizatlari, siit iiriinlerinin alerjik Ozelliklerini azaltir. Siit
proteini hidrolizatlar1 diyetetik yiyeceklerde ve sindirimi kolay bebek gidalarinda

bulunmaktadir.

Sistein proteazlar marine yapimi ve yumusatma prosediirlerinde basariyla
kullanilmaktadir. Yumusatma etin lifli proteini (kollajen ve elastin) arasindaki ¢apraz
baglarin koparilmasi ya da etin pargalara ayrilmasi ile gerceklestirilir. Bu isem igin

geleneksel enzim olarak papain, bromealin ve ya fisin kullanilmaktadir [5].

1.3.6.Yem endiistrisi

Bazi karisik yemlere papain(sistein proteaz) ilavesi, yemlerin kullanilabilirligi biiyiik
Olctlide arttirmaktadir. Ayni1 zamanda maliyetini de diisiirmektedir. Evcil hayvan gida
endistrisindeki Onemli bir uygulamasi ise hammaddeyi sivilastirmak ig¢in

kullanilmasidir. Boylece kabul edilebilir bir lezzet olugturulmaktadir [5].
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1.3.7. Yan iiriin olarak kullanim

Ornek olarak kitosan depolimerizasyonu verilebilir. Kitin, seliillozdan sonra diinyada
en yaygm olarak bulunan ikinci biyopolimerdir. Kitosan ise kitinin kismi
deasetilasyonuyla elde edilen, modifiye, dogal bir karbonhidrat polimeridir. Ticari
ham papain, bromelain ve fisin, kitosanin depolimerizasyonu igin yaygin olarak
kullanilmaktadir. Kitosanin depolimerizasyonu et triinlerinde kaplama materyali
olarak kullanilarak raf dmriinii uzatmak, ekmek ve yumurta gibi iiriinlerde koruyucu
bir bariyer olusturarak nem kaybini1 engellemek, ekmek, meyve ve doymamis yag
asitlerince zengin deniz ve et lriinleri gibi ¢esitli gidalarda antioksidan etki
gostererek bu lrlinleri oksidasyona karsi korumak, sosis, mayonez gibi {iriinler
emiilgator gorevi gormek ve meyve suyu endiistrisinde gerek durultma yardimci

maddesi gerekse asitligi diizenleyici olarak kullanilmaktadir [85].

1.3.8. Protein Geri Kazaniminin Arttirilmasi

Sistein proteazlar ile geri kazandirilan proteinler hem beslenme hem de islevsellik
acisindan fayda saglamaktadir. Ornek olarak balik atiklarinin ¢dziindiiriilmesi, yem

tiretimi i¢in kahverengi karideslerden karotenoproteinler ¢ikarilmasi verilebilir [5].

1.3.9. Deri Endistrisi

Deri dévmesi deri ve postlara gerekli yumusaklik ve doviilebilirligi saglamak i¢in
kullanilan bir tekniktir. Proteazlar1 iceren dolgu malzemesi, deri ve postlarda bulunan
proteinimsi yapilar1 pargalayarak bu amaca hizmet etmektedir. Papain ise bu
uygulamada siipiiriicii bir ajan olarak gorev yapmaktadir. Bununla birlikte, bu
uygulama ile, proteolitik siirecin, yalnizca belirli bir seviyeye kadar ilerlemesine izin

verilmektedir. Boylece derinin temel yapisinin tahrip edilmesi 6nlenmektedir.

Derinin killardan arinmasi islemi(dehairing) geleneksel bir yontem olarak sodyum

siilfat ve kireg ile saglanirken son yiizyilda ¢esitli enzimatik (proteaz ve amilaz
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aktiviteleri dahil) dehairing yontemleri gelismistir. Papainin bu islemlerde,
¢oziinebilir silikatlar (su cami) ile birlikte deriyi bronzlasgtirmak ig¢in iirlinlerin

piiriizsiiz ve parlak hale getirilmesi i¢in kullanilabilecegi belirlenmistir [5, 86].

1.3.10. Tekstil endiistrisi

Papain, ipek kozalarmin kaynatilmasi ve ipek islemeciginde kullanilmaktadir.
Ipekbocegi (Bombyx mori) kendisine yuva yapmak igin salgiladigi serisin maddesi
tipik bir zamk o&zelligindedir. Bu yapiskan ozelligi ile ipek telleri birbirine
yapismaktadir. Ipegin ¢ekilebilmesi icin serisin maddesinin yumusatilmasi
gerekmektedir. Papain bu asamada serisini hidrolize etmektedir, ancak ipek Ilif
proteinini etkilememektedir. Sonug¢ olarak, olduk¢a yumusak ve biiziismeyen ipek

elde edilmektedir [5, 87].

1.3.11. Kozmetik Sektoru

Papain lekeleri ve sivilceleri gidermeye, yiiziin pliriizsiiz hale getirilmesine yardimci
olmaktadir. Kan dolagimimi tesvik ederek cildi iyilestirmektedir. Papain ve
Bromelain, yiiz bakim iriinlerinde hafif peeling etkisi saglamak igin
kullanilmaktadir[5].

1.3.12. Organik Kimya
Papain, amino asitler sentezinde [5, 88] biyolojik olarak aktif peptitlerin yapiminda

[5, 89] antikanser ilaglarin yapiminda [5, 90]ve poliaspartat yapiminda [5, 91]

kullanilmaktadir.
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1.3.13. Farmositik ve tip

Bitkilerden izole edilen sistein proteazlarin bu alanlarda 6zel bir yeri bulunmaktadir.
1957 yilindan beri terapotik bir bilesik olarak kullanilan bromelain igin genis bir
yelpazede terapotik faydalari oldugu bildirilmistir. Bromealin'in temel uygulamalari,
geri doniisiimlii trombosit agregasyonu [92], anti-inflamatuar etki [93], sitokin ve
bagisikligin modiilasyonu [94], yanik cildin debridmanti [95], anti tiimor aktivite
[96], mukolitik 6zellik [97], sindirime yardimci [98] ve yaralarin iyilesmesidir [99].
Tibbi ve para-medikal uygulamada yaygin olarak kullanilan bir bagka enzim
papain'dir. Bu enzim yara debridmani, nekrotik dokunun alinmasi i¢in kullanilir. Sert
dokularin harici tedavisi, sigil ve yara dokusunun giderilmesi, akne tedavisi,
depilasyon, cilt temizleme tedavileri ve dis macununun bir bileseni olarak

kullanilmaktadir [100].

Lizozomal sistein proteazlari dejeneratif ve otoimmiin durumlarda Kritik enzimler
olarak bilinmektedir. Bu enzim grubunun enzimatik aktivitesinin eksikligi iki
hastalikta ortaya c¢ikmustir: psiknodisostoz, katepsin K eksikliginin sebep oldugu
iskelet kemik displazisi ve katepsin C deaktivitesinin neden oldugu bir
periodontopati olan Pappilon-Lefevre sendromudur [101]. Bununla birlikte, papain
benzeri sistein proteazlarinin patolojik hallerdeki baslica rolii eksiklikleriyle degil, bu
tiir enzimlerin asir1 ifadesi veya normal faaliyet alanlarinin disindaki aktiviteleri ile
ilgilidir. Sistein proteazlarmin fizyopatolojik islevlerinin anlagilmasi, yeni segici
terapotik ajanlarin tasarimina izin verecektir. Timor hiicresi invazyonu ve metastazi,
lizozomal proteazlar da dahil olmak {izere g¢esitli proteazlarin proteolitik aktiviteleri
ile iligkilidir. Bu durumlarda bazi katepsinlerin artmis ekspresyonu ve
inhibitorlerinin azaltilmis seviyeleri gozlenmistir. (Meme, gastrik, glioma ve prostat
kanserleri dahil olmak {izere bir¢ok insan kanserinde ve ozellikle agresif hiicrelerde)

[101].
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1.3.14. Peynir yapim

S1gir kimozini peynir liretiminde siit pihtilastirici bir madde olarak kullanilmaktadir.
Peynir yapiminda kimozin enziminin Oncelikli gorevi, miseli stabilize eden «-
kazeinin fenilalanin (105)-metiyonin (106) tek bir peptit bagini spesifik olarak
hidrolize ederek siitii pihtilagtirmaktir. Kazein dogada yalnizca siitte bulunan bir
proteindir ve siit proteinlerinin yaklasik % 80’ini olusturur. Baslica fraksiyonlari: a-
sl kazein, 0-s2 kazein, B-kazein ve k-kazeindir. Kazeine kalsiyum-kazeinat-fosfat
komplekside denilebilir. Bilesiminde % 2,9 kalsiyum, % 0,8 fosfor bulunur. Kazein
1s1ya karst oldukea direnclidir ancak asitlige kars1 duyarlidir. izoelektrik noktasinda
(pH 4,6-4,7) pihtilasir[102].Siitte kazeinin % 90’1 misel adi verilen kolloidal
parcaciklar halinde bulunur. Misel de alt misellerden olusmaktadir. Miselin ig¢
kisminda Ca*? iyonlarma duyarli olan a-sl ve PB-kazein fraksiyonlar1 daha fazla
bulunurken yiizey kisminda k-kazeinin hidrofil karakterli karbonhidrat kismi lokalize
olmustur. K-kazeinin % 90’1 misellerin ylizeyinde bulunmaktadir [102].

Alt misellerden olusmus bir kazein miselinin yapist Sekil 1.2°de gosterildi.
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Sekil 1.2. Kazeini olusturan alt misellerin yapisi

Taze siitte kazeinler stabil durumda olmaktadir ve net negatif elektriksel yiik

dagilimma sahiptir. Misellerin ylizeyindeki hidrofilik C-terminal ucu ayrilirsa
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(6rnegin kimozin ile) miseller ¢oziiniirliigiinii kaybederek kiimelesmeye baslamakta
ve kazein pihtisini olugsmaktadir. Peynir yapiminin birinci asamasinda asit proteazlar
ozellikle rennin (kimozin) k-kazeini fenilalanin (105)-metiyonin (106) arasindaki tek
bir peptid bagm hidrolize ederek para-k-kazein ve glikomakropeptide
doniistiirmektedir. Ikinci asamada agregasyon asamasinda, k-kazeinin proteolizi ile
stabilitesi bozulan kazein miselleri birbirleriyle birleserek misel topluluklar
olusturmaktadir. Ikinci sathada, modifiye olan misellerin bir araya gelmesi ile
gergeklesen jel olusumu, biiyiik oranda siitiin sicakligina ve kalsiyum miktarina bagh
olmaktadir. Pithtilagma orani ise, bilyiik oranda enzim konsantrasyonu ve aktivitesine
baglidir. Bu etkenlerin her ikisindeki artis, pihtilasma siiresini azaltrken, pihti
sikligmi arttirmaktadir. Uglincii asama ise meydana gelen misel kiimelerinin bir ag

gibi birleserek sikilagtigi, pihtinin sekillendigi jellesme asamasidir [62, 102].

Siitli  pihtilagtirmak amaciyla rennet yerine kullanilan en yaygimn mikrobiyal
proteazlar; Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus ve Cryphonectria parasitica
gibi kaynaklarin kiiltivasyonu ile elde edilirler ve sirden enzimine oldukca
benzemektedirler. Mikrobiyal rennetler hem ekonomik hem de sirden mayasi ile
tiretilen peynirlere yakin 6zellikte iiriin verimektedirler. Bu nedenle, siit pihtilastiric

olarak buzagi renneti yerine kullanilabilecek uygun kaynaklardir [62, 103].

1.3.15. Peptit sentezi

Peptidlerin biiyiik olcekli sentezi son birka¢ on yilda gida ve ila¢ endiistrileri i¢in
giderek daha da onem kazanmaktadir. Peptitlerin ana uygulamasi, diisiik kalorili
tatlandiricilar olarak kullanilmasidir. Buna ek olarak, birka¢ biyolojik olarak aktif

peptid hastaliklarin tedavisinde ilag olarak ilgi bulmustur.

Termolizin enzimatik peptid sentezi potansiyeli lizerinde calisilan enzimlerin biridir.
Bu amagla ilk kullanimindan beri laboratuarda kapsamli bir sekilde incelenmistir ve
biiyiik 6lcekli N-karbobenzoksi-L-aspartil-L-fenilalanin metil esteri (Z-Asp- Phe-
OMe)(aspartamin  Onciilidiir),  yapay tatlandirici olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir [104]. Aspartam, diisiik esterolitik aktivitesinden Otiirli, peptidin
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tatli tadinda esas olan metil ester grubunun korunmasina neden olmaktadir.
Enzimatik peptid sentezinin kapsamini genisletmek i¢in yeni enzimler arastirilmistir.
Vibrio sp. 'den vimelysin ad1 verilen bir metaloproteaz diisiik sicakliklarda ve daha
yiiksek solvent konsantrasyonlarinda aspartam sentezi igin termolizinden daha iyi

oldugu kanitlanmistir [105].

1.3.16. Lezzet arttirici

Metaloproteazlarin (¢ogunlukla diger proteazlarla kombinasyon halinde) ¢ok 6nemli
bir diger endiistriyel uygulamasi, hidrolize gida proteinleri ve lezzet arttirict
peptitlerin retilmesidir. Soya ve bugday hidrolizatlari, ¢orba ve soslarin lezzet
artirrminda kullanilmaktadir ve siit proteini hidrolizatlar1 peynir endiistrisinde tercih
edilmektedir. Et hidrolizatlari, et {riinlerinin, ¢orbalarin, tadinin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir. Enzimatik siireglerin bir avantaji, istenmeyen yan iiriinlerin saglik

tizerindeki olumsuz etkilerinin az olusudur [5].

1.4. Yontemler

1.4.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu bir ¢ok molekiiler ¢aligmalarin ilk adimidir. DNA izolasyonunda
kullanilan teknikler birka¢ faktore gore degiskenlik gostermektedir. Bu faktorler;
hedef DNA, kaynak organizma, DNA’nin izole edilecegi materyal, istenen saflik ve
arastirilacak bir sonraki uygulama yontemidir (PZR, klonlama, isaretleme, blotlama,
RT-PZR, cDNA sentezi vs.). DNA izolasyonu lizis, piirifikasyon(saflagtirma) ve
presipitasyon(¢oktiirme) olmak iizere 3 temel asamadan olugmaktadir. Lizis; hiicre
membraninin pargalanmasi, DNA’y1 hidrolize eden DNAaz’larin inhibe edilmesi ve
DNA’nin stabil ve yapisinin bozulmadan hiicre disina ¢ikarilmasii kapsamaktadir.
Hiicrelerin  pargalanmast  materyale gore degismekle birlikte mekanik
parcalama(havan ile ezme, sonikatdr ile parcalama, homogenizatdr ile pargalama),

kimyasal pargalama(SDS, CTAB gibi detejanlar ile pargalama), enzimatik
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pargalama(lizozim)ile olmaktadir. Piirifikasyon seliiller ve histon proteinlerinin
uzaklastirilmasini, presipitasyon ise organik fazdan ayrilan DNA’nin ¢oktiiriilmesini

kapsamaktadir. Lizis asamasinda kullanilan bilesenler ve gorevleri sunlardir:

Tampon(Tris): Ortamin pH’sin1 diizenleyerek DNA’nin stabil kalmasini saglar.
Deterjan(SDS): Hiicre membranindaki lipitleri tutma &zelligine sahiptir.
Membranlarin eritilmesini ve pargalanmasini saglarlar.

Selasyon ajani(EDTA): EDTA (+2) degerlikli metal iyonlarin1 baglamaktadir. Mg*?;
DNA’y1 hidrolize edebilen DNAaz enziminin kofaktérii roliindedir. EDTA Mg*?
iyonlarini tutarak DNAazlar1 inhibe etmektedir.

Proteinaz K: Serin tip proteazdir. DNAaz ve proteinlerin peptit baglarini hidrolize
ederek inhibe etmektedir.

Piirifikasyon asamasinda kullanilan bilesenler ve gorevleri sunlardir:

Organik  ¢dziiciiler(Fenol/kloroform/izoamilalkol): ~ Fenol  hidrofobik hiicre
bilesenlerini (membran lipitleri, hidrofobik polipeptidler,) tutma 6zelligine sahiptir.
Ust fazda hidrofilik bilesenlerin(niikleik asit, tuz) alt fazda ise fenol ile ¢oziiliir
durumda olan proteinlerin yer almasini saglamaktadir. Ancak az bir oranda su ile
karigabilme o0zelligine sahiptir. DNA’ya zarar vermesini Onlemek i¢in klorofom
eklenmektedir. Kloroform su ile karismamakta ve fenolii de alt fazda tutmaya
yardime1 olmaktadir. izoamilalkol ise yiizey gerginligini azaltarak iist ve alt faz
arasinda kabarcik olusmasini onlemekte ve kloroformu stabilize etmektedir.
Piirifikasyon asamasinda kullanilan bilesenler ve gorevleri sunlardir:

NaCl: Yiiksek konsantrasyonlu tuz (salting out) kullanilarak segici ¢oktiirme
yapilabilmektedir.

%70’1ik etanol: DNA’nin konsantre hale gelmesini saglamaktadir.

Isopropanol: DNA’nin konsantre hale gelmesini saglamakatadir[106, 107].

1.4.2. PZR ve Temel Asamalari
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), DNA dizilerinin in vitro kosullar altinda

cogaltilmas1 esasina dayanmaktadir. PZR teknigi, temelde {i¢ asamadan

olusmaktadir.
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1.4.2.1 DNA Zincirinin A¢ilmasi (Denaturation)

Kalip DNA, 92-95 °C’de 1-2 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki DNA iplikg¢ikleri
birbirlerinden ayrilip tek sarmal haline gelmektedir. DNA zincirini ayirmak i¢in, bazi

durumlarda 5-10 dakika 6n 1sitma yapmak gerekebilir.

1.4.2.2. Primerlerin DNA Zincirlerine Baglanmasi (Annealing)

Reaksiyon sicakligmnin, 37-65 °C’ye diisiiriilerek oligoniikleotid yapidaki
primerlerinin agilan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye
baglanmasi islemidir. Bu islem, {iretilecek baz uzunluguna bagli olarak 30-60

saniyede ger¢eklesmektedir [108].

1.4.2.3. Primer Uzamasi (Primer Extesion)

Sicakliga dayanikli DNA polimeraz (genellikle Tag DNA Polimeraz) ile ve enzimin
kofaktorii olan MgClz varliginda primerler hedef zincir boyunca uzatilir. Tag DNA
polymerase 72 °C sicaklikta daha iyi ¢alistigi ig¢in genel olarak tiim g¢ogaltma
islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir [109]. Sentezin yonii, 5’ugtan 3’uca dogru olup,
primerin serbest 3’hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etki
yapmalariyla, fosfodiester baglariin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu

saglanir.

Uc basamaktan (denaturation, annealing, primer extension) olusan islem, bir PZR
dongiisiinii temsil etmektedir. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek
baslangigtaki DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA bdlgesi ¢ogaltilmaktadir. PZR
sonucunda elde edilen DNA dirlinleri agaroz veya poliakrilamit jellerde
yiriitiildiikten sonra, ethidium bromide (EtBr) veya giimiis nitrat (GN) ile boyanarak
gozlemlenmektedir [110].
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1.4.3. PZR Temel Bilesenleri ve PZR Optimizasyonu

PZR’da kullanilan temel bilesenler hedef DNA veya RNA (templeyt), taq DNA
polimeraz enzimi, primerler, deoksiniikleotitler, tampon sivi ve Mg*? iyonlar1 ve

distile sudur.

PZR Optimizasyonunda, reaksiyon yalnizca PZR bilesenlerinden degil optimal
olmayan bir¢ok kosuldan kaynaklanabilir. (PZR c¢alismasi yapilan ortam, DNA
zincirinin agilmasi, primer baglanmasi, primer uzamasi, dongl sayist vs). PZR
calismalarinda primerlerin baglanma sicakligi ve Mg*? konsantrasyonu ¢alisma

verimini onemli 6l¢giide etkileyen parametrelerdendir [111, 112].

1.4.3.1.DNA/RNA Ornegi

Izole edilen DNA/RNA 6rneginin saflik kontriilii yapiimalidir.

1.4.3.2. Tag DNA Polimeraz Enzimi

100 ul reaksiyon igin Onerilen Tag DNA polimeraz enzim konsantrasyonu 1-2.5
tinitedir. Fakat enzim gereksinimi kullanilan kalip DNA veya primere gore
degisebilmektedir. Enzim konsantrasyonun diisiik olmas1 durumunda iirtin(DNA) az,

yiiksek olmasi durumunda spesifik olmayan bantlar ortaya ¢ikabilmektedir[113].

1.4.3.3. Primerler

Primer tasarimi yapilirken dort bazin da esit oranda kullanimina 6zen gosterilmeli,
primerler tekrarli bolgeler igermemeli ve primer ciftlerinin 3’ uclar1 birbirlerine
komplementer yapida olmamalidir. Primerlerin yapisinda %50-60 kadar G+C bazlari

bulunmasi, hedef DNA ile daha kuvvetli baglarin kurulmasina yardimci olmaktadir.
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Tipik primer uzunlugu 16-30 baz arasinda degismekte fakat genel olarak 18-24 baza

(niikleotid) sahip primerler kullanilmaktadir.

Primer konsantrasyonunun genel olarak 0.1-0.5 uM arasinda olmasi tavsiye
edilmektedir. Yiiksek primer konsantrasyonlari primer-dimer olarak adlandirilan
spesifik olmayan bantlarin olusumuna yol agmaktadir. Primerlerin baglanma
sicakligini hesaplamak i¢in bir formiil gelistirilmistir. Bu formiil Tm= 4 (G+C) + 2
(A+T) seklinde ifade edilmistir.

1.4.3.4. ANTP (Deoksiniikleotid trifosfat)

Final konsantrasyonlar1 20-200 uM arasinda olmali ve 4 niikleotit de ayni oranda
bulunmalidir. Hedef olmayan alanlarda yanlis baglanmalar1 azaltmak i¢in uygun

olan en diisiik ANTP konsantrasyonu kullanilmalidir.

1.4.3.5. Tampon

PZR uygulamalarinda genel olarak 10-50 mM arasinda Tris-HC] tampon ¢ozeltisi
(pH 8.3-8.8) kullanilmaktadir [110].

1.4.3.6. Magnezyum (Mg*?)

Mg*? iyonlari; ANTP’ler ile ¢oziinebilir kompleksler olustururlar, polimeraz enzimi
aktivitesini uyarirlar, ¢ift iplikli DNA’nin erime derecesini (Tm) arttirirlar ve primer-
templeyt DNA hibridizasyonunu saglarlar. Bu nedenle Mg*?’un PZR’1n &zgiinliigii
ve iiriin verimi iizerinde ¢ok dnemli bir etkisi vardir. Diisiik Mg*? konsantrasyonu
{iriin olusumunda azalmaya, yiiksek Mg*? konsantrasyonu ise spesifik olmayan {iriin
olusumuna neden olmaktadir. PZR reaksiyon karisiminda ortalama 0.5-2.5 mM Mg*

olmas1 gereklidir [108, 113].
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1.4.3.7. Su

Otoklavlanmis ve niikleaz ve ya diger inhibitér maddeleri icermeyen distile su

kullanilmaktadir.

1.4.4. ARDRA (Amplifiye edilmis rDNA Restriksiyon Analizi)

Temeli 16S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmasi esasina dayanan PZR-RFLP esasli bir
yontemdir. 16S rDNA bolgesi, evrensel primerler veya tiir spesifik primerler
kullanilarak ¢ogaltilmaktadir. Daha sonra yine spesifik restriksiyon enzimlerin
kullanimi ile amplifiye edilen bolgeler kesilmektedir [114]. Sonug olarak farkli DNA
dizileri farkli yerlerden kesilmektedir [115].

Restriksiyon enzimlerinin se¢imi, ¢ogaltilmis bdlgenin niikleotit kompozisyonuna
gbre yapilmaktadir, bu se¢im ayrica genis sayida tiiriin net bir ayrimi i¢in gerekli
olmaktadir. Olusan fragmentler agaroz jelde goriintiilenerek karsilagtirmali olarak
siniflandirmaya tabi tutulmaktadir. 16S rDNA bolgesi korunmus ve tiirler arasi
degisken dizilere sahip oldugundan dolayr mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda
onemli belirtegler olarak kullamilmaktadir. Baz1 yakin tiirler arasinda ayrim elde
edebilmek i¢in birden fazla restriksiyon profilinin karsilastirilmasi 6nemlidir [116].
Calismada kullanilan restriksiyon enzimlerinin kesim yerleri Cizelge 1.4.’te

gosterildi.

Cizelge 1.4. Restriksiyon Enzimlerinin Kesim Yerleri

Enzimlerin Kesim Yerleri

Alul Haelll(BsuRl): Tagql
5 ...AG|CT...3’ 5°...GG|CC...3’ 5°...T|CGA...3’
3’...TC1GA...5 3’...CC1GG...5 3’...AGC1T...5’
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1.4.5.Elektroforik Analiz

Elektroforetik analiz; elektriksel bir alanda, ortamda ¢oziinmis molekiillerin elektrik

yiiklerine gore go¢ etmeleri prensibine dayanir.

1.4.5.1.Agaroz Jel Elektroforezi

Elektriksel bir alanda, makromolekiillerin, net yiikleri, pH’st ve molekiiler
agirliklarina gore ayrilma prensibine dayanmaktadir.Bircok 6nemli biyolojik
makromolekiil (6rn. proteinler, ve niikleik asitler) iyonlasabilen gruplara sahiptir ve
pH’ya bagl olarak ¢6zeltide katyon(+) ya da anyon(-) bigiminde bulunurlar. Net
yiikiin Ozelligine bagh olarak, yiikli partikiiller katota(-) veya anoda(+) dogru
hareket etmektedir. Ornegin, elektrik alanmnin uygulandig: jel nétral pH’da ise, DNA
ornekleri, negatif yiikli fosfat gruplarn icerdikleri i¢in, anoda dogru hareket
etmektedir. Agaroz kirmizi bir alg olan Agar agardan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Is1 ile muamele edildiginde ¢o6ziinen, sogutuldugunda jelimsi bir sekil
alan bir yapiya sahiptir. Jelin konsantrasyonu degistirilerek jelin por c¢api
ayarlanabilmektedir. Tamponlar ise akimi ileten iyonlar1 tasimaktadir ve pH’1 sabit
bir degerde tutmaktadir. DNA molekiillerinin elektroforezinde yaygin olarak Tris-
Borat-EDTA (TBE) tamponu kulanilmaktadir. Sonug¢ olarak makromolekiiller
molekiiler agirliklarina ve miktarlarina gore (biiyiik olanlar yavas, kii¢iik olanlar hizli
ilerler) ayrilirlar. Lineer DNA molekiillerinin ayrimi i¢in tavsiye edilen agaroz jel

konsantrasyonu Cizelge 1.5.’te gosterildi [117].

Cizelge 1.5.Agaroz jel konsantrasyonlar1 ve ayirim araliklari

% Agaroz DNA biiyiikliik aralig1 (bp)
0.75 10.000-15.000

1 500-10.000

1.25 300-5000

15 200-4000

2.0 100-2500

25 50-1000
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1.4.5.2. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

SDS poliakrilamit jel elektroforezi ile bir proteinin molekiiler agirligi ve altbirimleri
belirlenmektedir. Proteinler icerdikleri amino asitlere bagli olarak net bir yiike
sahiptirler. Protein molekiilii iceren bir ¢ozeltiye elektrik alan uygulandiginda;
protein net yiikiine, bliylikliigline ve bi¢cimine bagl olarak belirli bir hizla hareket
etmektedir. SDS poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) yonteminde proteinlerin
hareket ettigi ortamda ¢ok sayida c¢apraz bag igeren poliakrilamit jel
kullanilmaktadir. Jel sentetik bir madde olan akrilamit ile akrilamit tiirevi olan N-N’-
metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle olugsmaktadir. Polimerlesme reaksiyonunda
akrilamit molekiilleri yan yana baglanarak diiz zincirler olusturmaktadir. Bisakrilamit
molekiilleri ise iki akrilamit zinciri arasinda capraz baglanmalar olusturmaktadir.
Boylece agimsi bir yapt meydana gelmektedir. Polimerlesme derecesi sicaklik, pH,
amonyum persiilfat (APS) ve N,N,N’,N’-tetrametil-etilendiamin (TEMED) miktarina
gore farklilik gostermektedir. Polimerlesme i¢in; serbest radikal olusumuna sebep
olan APS reaksiyon baslatici, TEMED ise katalizor olarak rol oynamaktadir.
Proteinler giiglii bir eksi yiik tasiyan bir deterjan, sodyum dodesilsiilfat ya da SDS
iceren bir ¢ozelti i¢cinde bulunmaktadir. Boylece proteinlerin dogal yapilart SDS ile
bozuldugu i¢in hepsi ayn1 konformasyonda, ayn1 oranda SDS bagladiklar: i¢in hepsi
ayni eksi yiike sahiptir. Ayrica, proteinlerdeki S-S baglarmi kirmak amaciyla
betamerkaptoetanol gibi bir indirgeyici ajan da kullanilmaktadir. Sonu¢ olarak
protein karisim Ornekleri elektriksel alanda anoda(+) dogru hareket ederler ve
molekiiler agirliklarina gore (bliylik olanlar yavas, kiigiik olanlar hizli hareket
etmektedir) ayrilirlar. Diisiik derisimde hazirlanan ayrirma jellerinin gdzenekleri
daha biiyilk oldugu i¢in daha biiyiik molekiiler agirlikli biyomolekiillerin
ayrilmasinda kullanilir. Ayrima jellerinin derisimleri ve ayrabildigi molekiiler

agirlik araliklart Cizelge 1.6.’da gosterildi [118-120].

35



Cizelge 1.6. Jel derigimi konsantrasyonlar1 ve ayirimlari

Jel Derisimi(%) Molekiiler Agirlik Araligi (kDa)
5 60-212 kDa

10 18-78 kDa

15 15-45 kDa

1.4.6. Kromatografik Yontemler

Kromatografi bir karisimdaki bilesiklerin birbiriyle karismayan farkli iki faz
arasindaki dagilimlartyla ayrilmalarini saglayan fiziksel bir ayirma yontemidir. Bu
fazlardan bir tanesi genellikle hareketsiz olan sabit bir faz iken; digeri sabit faz
boyunca bu fazin {izerinden akan hareketli fazdir. Spesifik bir proteinin bir
karisimdan izole edilebilmesi i¢in bu proteinin kendine 6zgii fiziksel ve/veya
kimyasal ozelliklerinin bilinmesi ve bu bilgiler dogrultusunda uygun saflastirma
yonteminin secilmesi gereklidir. Farkli yiike sahip proteinler iyon degisim
kromatografisi, polar ve polar olmayan proteinler hidrofobik kromatografi, belirli bir
bilesik ile birlesme egilimi gosteren proteinler afinite kromatografisi ve farkl
boyuttaki proteinler de jel filtrasyon kromatografisi ile etkili bir sekilde
ayrilabilmektedir [121].

1.4.6.1. Iyon Degisim Kromatografisi

Biitiin proteinler yapilarinda yer alan amino asitlerin yan zincirlerinin yiizeylerinde
coziiciiler ile etkilesimi arttiran ve bdylece ¢oziiniirliiklerini etkileyen yiiklii gruplar
bulunmaktadir. Fizyolojik pH degerlerinde bazi gruplar katyonik (pozitif yiikld,
ornegin lizin) iken digerleri anyoniktir (negatif yiiklii, 6rnegin aspartat). Belirli bir
proteinin net yiikii; onun yapisindan kaynaklanan bu gruplar arasindaki dengeye ve
pH’sina bagl olarak degismektedir. Bu durum proteinlerin izoelektrik nokta (pl)
degerlerini de temsil etmektedir. Proteinlerin ayirma islemlerinde de bu yiik

farklihgindan  yararlamlmaktadir [122]. Iyonik yiik ayrimi iyon degisim
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kromatografisi ile ger¢eklesmektedir. Iyon degisim kromatografisi; yiiksek
kapasitesi, nispeten diisiikk maliyeti ve titiz temizleme sisteminden dolay1 proteinlerin
saflagtirilmasinda yaygin ve ideal bir yontemdir [123]. Bu yontem ile kiigiik ve orta
boyuttaki proteinleri (70 kDa kadar) etkili bir sekilde ayrilmaktadir. Ayrica bu
yontem immunoglobulin, plasmid DNAst ve virus gibi olduk¢a biiyiik
biyomolekiillerin ~ ayrilmasinda da  kullamlmaktadir [124]. Iyon degisim
kromatografisinde ~ ayirma  islemi,  hareketli  fazda  bulunan  yiikli
molekiiller(tampon+06rnek) ve sabit fazda (kolon dolgu maddesi) yer alan zit yiiklii

molekiiller ile arasindaki tersinir adsorpsiyona bagli olarak gerceklesmektedir.

1.4.6.1.1. Iyon Degisimi Kromatografi ile Ayirma islemi

Ayirma isleminin ilk asamasinda sabit fazin pH ve iyonik gii¢ acisindan
dengelenmesi i¢in kolon, tampon ¢dzelti ile yikanmaktadir. Ornek kolona
yiiklenmektedir. Genellikle 6rnek ve matriks arasindaki etkilesimi arttirmak igin
ornek disiik iyonik giicte verilmektedir.(I<p0.05M).Bu islemin ardindan kolon sabit
tampon c¢ozelti ile yikanarak recgineye spesifik ilgisi olmayan proteinler kolondan
uzaklastirilmaktadir. Ancak ornek igerisinde sabit faz ile farkli diizeyde etkilesim
gosteren birgok protein bulunabilmektedir. Yikama c¢ozeltisinin iyonik giiciliniin
yavas yavas arttirlldigt kademeli yikama asamasi ile sabit faza zayif diizeyde
baglanan proteinler kolondan ayrilmaktadir. Ayirma isleminin sonuna dogru artan
iyonik glice sahip ¢ozelti ile de recineye siki bir sekilde baglanan proteinler kolondan
ayrilmaktadir. Diizenli araliklarla toplanan protein fraksiyonlarinin absorbans veya
floresans degerleri kaydedilerek bir eliisyon profili olusturulmakta ve ilgili proteinin

yerinin tespiti saglanmaktadir [125, 126].

1.4.6.1.2.1yon Degisimi Kromatografisinde Saflasirmay: Etkileyen Faktorler

1.4.6.1.2.1. Kullanilan Matriks ve Ozellikleri
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Matriksler (Sabit faz) genellikle seliiloz, dekstran ve regine gibi polimerlerden
olugmaktadir. Katyon degisim ve anyon degisim olmak tizere iki temel gruba
ayrilmaktadirlar. Katyon degisim recinelerinin yiizeylerinde negatif yiiklii gruplar
bulunmaktadir. Proteinler pl degerinin altindaki pH degerinde pozitif yiike sahip
oldugu i¢in katyon degisim kromatografisi pozitif ylikli proteinleri baglamak
amaciyla kullanilmaktadir. Anyon degisim reginelerinin yiizeylerinde ise pozitif
yiiklii gruplar bulunmaktadir. Proteinler pI degerinin iizerindeki pH degerinde negatif
yiike sahip oldugu i¢in anyon degisim kromatografisi de negatif yiiklii proteinleri
baglamak amaciyla kullanilmaktadir. Bu iyon degisim matriksleri ayrica giiclii veya
zayif iyon degistiricileri olarak da iki gruba ayrilmaktadir. Giiglii iyon degisim
ligandlar1 genis pH araliginda yiik 6zelliklerini ve buna bagli olarak iyon degisim
kapasitelerini koruyabilirken; zayif iyon degisim ligandlar1 degisen pH’ya bagh
olarak kapasitelerinde belirgin bir degisim gostermektedir [127]. Iyon degisim

reginelerinden bazilar1 ve 6zellikleri Cizelge 1.7’de gosterildi.

Cizelge 1.7. Iyon degisimi regineleri ve dzellikleri

Iyon Degistirici Tiird Fonksiyonel Grubu

Katyon

Siilfopropil (SP) Giiglii ~ -O-CH2-CHOH-CH2-0-CH2-CH2-CH2S03

Metil siilfonat (S) Gigli  -O-CH2-CHOH-CH2-0O-CH2-CHOH-CH2S03
Karboksimetil (CM) Zayif -O-CH2-COOAnyon

Anyon

Dérdiinciil amonyum (Q) Giglii.  -O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CHOH-CH2N+(CH3)3

Dérdiinciil aminoetil (QAE) ~ Giigli  -O-CH2-CH2-N+(C2H5)2-CH2-CHOH-CH3
Dietilaminoetil (DEAE) Zayif  -O-CH2-CH2-N+H(CH2CH3)2

1.4.6.1.2.2. Tampon Tuzlar1 ve pH araliklar

Hareketli fazin pH degeri proteinlerin iyonik yiiklerini ve ¢oziiniirliiklerini etkiledigi

i¢in saflagtirilmak istenen proteine uygun tampon tuzlar1 segilmelidir.
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1.4.6.1.2.3. Tuz konsantrasyonu

Hareketli fazin pH degerinin yani sira tuz konsantrasyonunun da saflastirma iizerine
onemli bir etkisi bulunmaktadir. Genellikle 0 M’dan 1 M’a artan konsantrasyondaki
gradient tampon ¢ozeltiler ve bu ¢ozeltilere uygun pH degerinde bilesikleri etkili bir

sekilde ayirmaktadir.

1.4.6.1.2.4. Kolon Akis Hizi

Akis hizinin olmasi gereken degerden fazla olmasi durumunda ayrilmasi istenen
molekiiliin kolon dolgu materyalindeki yiik ile etkilesime girme sans1 azalmaktadir.

Boylece bilesigin hacmi de az olmaktadir.

1.4.6.1.2.5. Sicakhk

Kullanilan iyon degisim materyalinin ¢esidine bagli olarak degisen bir etkiye sahip
olmaktadir. Artan sicaklik degeri, bilesigin iyon degisim matriksindeki sabit
iyonlarile  etkilesimini  arttirarak  bilesigin ~ matrikse  diflizyon  hizim

arttirmaktadir.Boylece ayrilan hacim fazla olmaktadir [121].

1.5. Tezin Amaci

Bu tezin amaci; Kirikkale’den proteaz iireticisi mikroorganizmalarin izole edilmesi,
tanimlanmast ve proteaz enzimlerinin biyoteknolojik  uygulanabilirliginin
belirlenmesidir. Bu amagla Kirikkale Universitesi'nin atiklarinin  depolandigi
bolgeden toprak 6rnegi alindi. Toprak Ornekleri skimmilk agar besiyerine yayma
ekim yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda koloni etrafinda
zon olusturan izolatlar proteaz iireticisi olarak kabul edildi. izolatlarm tanimlanmasi
amaciyla; makroskobik, mikroskobik, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler

ozellikleri belirlendi. Ureme egrileri saptandi. Daha ileri tanimlama i¢in DNA
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izolasyonu, PZR ile 16S rRNA analizi, PZR optimizasyonu ve ARDRA analizleri
yapildi. Sonuglar agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi. Tanimlanan izolatlar;
optimum iireme kosullarinda enzim iiretim besiyerine ekildi. Inkiibasyon sonunda
+4°C’de 5.000 rpm’de, 20 dakika santrifiij edilerek siipernatan ham homojenat
olarak kullanildi. Ham homojenatin proteaz aktivitesi (U/mL) hesaplandi. En yiiksek
proteaz aktivitesi gosteren izolatinoptimum proteaz iiretiminin gergeklestigi kosullar
belirlendi. Enzimin biyoteknolojik uygulanabilirliginin belirlenmesi amaciyla;
enzimin ¢esitli parametrelerdeki (sicaklik, pH, metal iyonlar1, kimyasallar, organik
coziiciiler, inhibitorler, substrat O6zgiilliigii) proteaz aktivitesi hesaplandi. Enzim
santrifiigasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve DEAE Sefaroz Iyon Degisimi
Kromatografisi ile saflastirildi. Her saflastirma basamaginin proteaz aktivitesi(U/mL)

ve protein miktar1 (ug/mL) hesaplandi.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1. MATERYAL

2.1.1. Referans Suslar

Proteaz aktivitelerinin izole edilen izolatlarla karsilastirllmasi ve ARDRA
yonteminde kontrol sus olarak kullanilmak iizere; Bacillus subtilis ATCC 6633 ve
Bacillus cereus ATCC 10876 referans suslar1 galismalara dahil edildi.

2.1.2. Proteaz Ureticisi izolatlar

Proteaz {ireticisi izolatlar Kirikkale Universitesi Kampiis yakinlarinda, organik
atiklarca zengin toprak 6rneginden izole edildi.

2.1.3. Kullanilan Besiyerleri

2.1.3.1. Nutrient Agar besiyeri

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi c¢aligmalarinda genel iiretim besiyeri olarak
kullanildi. Besiyeri igerigi; pepton (5 g/L), et oziitii (3g/L), agar (12g/L), distile su
(1000 mL)’dir. Gerekli miktarda besiyeri hazirlandiktan sonra, otoklavda 121 °C, 1.5
atm basingta sterilize edildi.

2.1.3.2. Nutrient Broth besiyeri

Mikroorganizmalarin tanimlanmasi c¢alismalarinda genel tretim besiyeri olarak

kullanildi. Besiyeri icerigi; Pepton (5 g/L), et 6ziitli (3g/L), distile su (1000 mL)’dir.
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Gerekli miktarda besiyeri hazirlandiktan sonra, otoklavda 121 °C, 1.5 atm basingta

sterilize edildi.

2.1.3.3. Skimmilk Agar Besiyeri

Proteaz tireticisi mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla ayirt edici besiyeri olarak
kullanildi. Sing ve ark’nin uygulamis oldugu besiyeri modifiye edilerek hazirlandi
[128].Besiyeri igerigi; pepton (10g/L), et 6ziitii (3 g/L), maya 6ziitli ( 3 g/L), NaCl (5
g/L), agar (15 g/L), skimmilk (20 g/L), distile su (1000 mL)’dir. Gerekli miktarda
besiyerihazirlandiktan sonra, otoklavda 121 °C, 1.5 atm basincta sterilize edildi.

Skimmilk U.V altinda steril edildikten sonra besiyeri igerigine eklendi.

2.1.3.4. N1 Agar Besiyeri

Stok kiiltiiriiniin saklanmasi amaciyla zenginlestirici besiyeri olarak kullanildi[129].
Besiyeri igerigi; pepton (10 g/L), et oziiti (10 g/L), maya oziitii (5 g/L), glikoz (1
g/L), agar (15 g/L), distile su (1000 mL)’dir. Gerekli miktarda besiyeri
hazirlandiktan sonra, otoklavda 121 °C, 1.5 atm basingta sterilize edildi.

2.1.3.5. Gliserollii Besiyeri

Proteaz iireticisi mikroorganizmalarin uzun siireli saklanmasi amaciyla hazirlandi.
Besiyeri icerigi: %20 gliserol bulunan Nutrient Broth besiyeridir. Gerekli miktarda
besiyeri hazirlandiktan sonra, otoklavda 121 °C, 1.5 atm basingcta sterilize edildi.

2.1.3.6. Enzim Uretim Besiyeri

Gessesse ve ark. (1997) tarafindan belirlenen sivi besiyeri modifiye edilerek

kullanild1[130].Besiyeri igerigi; kazein ( 5 g/L), pepton ( 5 g/L), maya oziitii (2 g/L),
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NaCl (5 g/L), MgSO. (0.2 g/L), CaCly (0.1 g/L), KzHPO4 (1g/L), distile su (1000

mL)’dir. Gerekli miktarda besiyeri hazirlandiktan sonra, otoklavda 121 °C, 1.5 atm

basingta sterilize edildi.

2.1.4. Kullanilan Cozelti ve Reaktifler

2.1.4.1. 2N NaOH Tampon Cozeltisi

Besiyeri pH’lariin ayarlanmasi i¢in hazirlandi. 8 gr NaOH tartilip 100 mL distile

suda ¢ozdiirtildi.

2.1.4.2. IN HCI Tampon Cozeltisi

Besiyeri pH’larinin ayarlanmasi i¢in hazirlandi. 8.31 mL %37’lik HCI alinip son

hacim 100 mL’ye tamamlandi.

2.1.4.3. 50 mM Fosfat Tamponu (pH 7.3)

Diyaliz islemlerinde kullanildi. 6.8 g KH2PO4 tartildi, 8.7 g KoHPO4 tartildi, 1000

mL distile suda ¢oziildi.

2.1.4.4. 10 mM NaCl iceren 50 mM Fosfat Tamponu (pH 7.3)

Kromatografi islemlerinde kullanildi. 0.292 gr NaCl tartildi, 500 m M 50 mM fosfat
Tamponu (pH 7.3) igerisinde ¢oziildii.
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2.1.4.5. 100 mM NaCl i¢eren 50 mM Fosfat Tamponu (pH 7.3)

Kromatografi islemlerinde kullanildi. 2.92 gr NaCl tartildi, 500 m M 50 mM fosfat

Tamponu (pH 7.3) igerisinde ¢oziildii.

2.1.4.6. 1M NaCl iceren 50 mM Fosfat Tamponu (pH 7.3)

Kromatografi islemlerinde kullanildi. 29.22 gr NaCl tartildi, 500 m M 50 mM fosfat

Tamponu (pH 7.3) igerisinde ¢oziildii.

2.1.4.7. Metil Red Reaktifinin Hazirlanmasi

0.1 g metil kirmizis1 maddesi tartildi. 300ml %95’lik etanol igerisinde ¢ozildii.

200ml distile su eklenerek son hacim 500mL’ye tamamlandi.

2.1.4.8. Voges-Proskauer Reaktifinin Hazirlanmasi

%S5’1ik a-naftol ¢ozeltisi; (5 g) a-Naftol bir miktar (10-15 mL) saf etil alkol i¢inde

¢oziildi. Saf etil alkol ile son hacim 100 mL’ye tamamlandi. %40’lik KOH ¢ozeltisi;

40g KOH tartildi. 100mL distile su igerisinde ¢oziildii.

2.1.4.9. %3’liikk H2O2 Hazirlanmasi

Katalaz testi i¢in hazirland1. %30’luk hidrojen peroksitten (H202) 1 mL alinip 10

mL’ye distile su ile tamamlandi.
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2.1.4.10. %5’lik Malasit Yesili Cozeltisinin Hazirlanmasi

Spor boyama i¢in hazirlandi. 5 g malasit yesili oksalat, 100 mL distile su ile yavasca

eklenerek ¢oziildi, filtreden gegirilerek kullanildi.

2.1.4.11. Bradford Reaktifinin Hazirlanmasi
Toplam protein miktarmin tayininde kullanildi. 100 mg Coomassie Blue G-250

tartildi. 50 mL%95°1lik etanol ve 100 mL%85’1lik fosforik asit eklendi. Son hacim
1000 mL’ye tamamland.

2.1.5. DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon ve Cézeltiler

2.1.5.1. 50 mM Tris-EDTA tamponu (pH 8.0)

0,3 g Tris ve 0,008g EDTA tartild1, 250 mL distile suda ¢oziildii.

2.1.5.2. %10’luk SDS

1 g SDS tartilarak 10 mL distile suda ¢oziildii.

2.1.5.3. SM NaCl cozeltisi

2 g NaCl tartilarak 10 mL distile suda ¢6ziildii.
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2.1.5.4. CTAB / NaCl ¢ozeltisi

0,41 g NaCl 9 mL distile suda ¢6ziildii. Uzerine 1 g CTAB yavasca eklendi. Toplam

hacim distile su ile 10 mL ye tamamlandi.

2.1.5.5. Kloroform/Izoamilalkol Cézeltisi

9,6 mL kloroform ile 0,4 mL izoamilakol karistirildi.

2.1.5.6. Kloroform / izoamilalkol / Fenol Cozeltisi

10 g fenol 10 mL 1M Tris-HCI (pH 8.0) tamponunda ¢6ziildii. 2 saat beklendi. Siire
sonunda olusan st faz uzaklastirildi. Alt faza yeniden 10 mL 1M Tris-HCI (pH 8.0)
tamponu eklendi. 5-6 dakika beklendi. Ust faz uzaklastirildi. Bu islem 3-4 kez
tekrarlandi.

2.1.5.7. %70’lik etanol

7 mL %100 etanol ile 3 mL distile karistirildi.

2.1.6. Agaroz Jel Elektoroforezinde Kullamlan Cozeltiler
2.1.6.1. 10X TBE tamponu
108 g Trisma Base, 55 g Borik asit ve 40 mL 0,5M EDTA ddH20 ile 1000mL’ye

tamamlandi. Agaroz jel elektroforezi i¢in 1X konsantrasyonda seyreltilerek
kullanildi.
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2.1.6.2. Agaroz Cozeltisi Hazirlanmasi

%1°1lik agaroz ¢ozeltisi 30 mL hacim alan elektroforez tablasi igin; 0.3 g agaroz
tartiip 30 mL 1X TBE ile karistirilarak mikrodalgada ¢oziildi. %1.5’luk agaroz
¢ozeltisi i¢in; 30 mL hacim alan elektroforez tablasi icin; 0.45 g agaroz tartilip 30
mL 1X TBE ile karstirilarak mikrodalgada ¢oziildii. %2.5’luk agaroz ¢ozeltisi igin;

30 mL hacim alan elektroforez tablasi i¢in; 0.75 g agaroz tartilip 30 mL 1X TBE ile

karistirilarak mikrodalgada ¢oziildii.

2.1.6.3. Etidium Bromide Cozeltisi

0,05mg EtBr tartilip 100 mL distile suda ¢oziildii.

2.1.6.4. 6x Yiikleme Tamponu (10 mL)

4 g sukroz, 0,25 g brom fenol mavisi 4 mL distile suda ¢6ziildii. Uzerine 6 mL 10X
TBE tamponundan eklendi.

2.1.7. Proteaz Aktivitesi Hesaplanmasinda Kullanilan Cozelti ve Tamponlar
2.1.7.1. TCA Cozeltisi

1,633g TCA ve 1,89 sodyum asetat 98mL distile suda ¢ozildi. 1,88ml asetik asit

100mL distile suyun igerisinde ¢oziilerek bu ¢ozeltiden TCA ve sodyum asetat

¢ozeltisine 2 mL eklendi ve son hacim 100mL’ye tamamlandi.
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2.1.7.2. 50mM Glisin-NaOH Tamponu (pH 9.0)

0,375 g glisin 90 mL distile suda ¢6ziildii. 2N NaOH ¢6zeltisi ile pH9.0’a ¢ikarilarak

son hacim 100mL’ye tamamlandi.

2.1.7.3. 2N NaOH Cézeltisi (pH 9.0)

8 g NaOH 100 mL distile suda ¢ozdiirtldii.

2.1.7.4. %0.6’Iik kazein ¢ozeltisi

0,6 g kazein 100mL 50mM glisin-NaOH tamponuna (pH 9.0) eklendi.

2.1.7.5. 0,5M Na2COs Cozeltisi

3g Na,CO3 100 mL distile suda ¢oziildii.

2.1.7.6. 1N Folin-Ciocalteu Cozeltisi

2N Folin-ciocalteu reaktifi 1:1 oraninda distile su ile karistirildi.

2.1.8. SDS PAGE Analizinde Kullanilan Cozeltiler

2.1.8.1. (%30’luk)Akrilamid Bisakrilamid Karisim

29,2 g akrilamid ve 0.8 g bisakrilamid tartildi, 100 mL distile suda ¢6ziildii.
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2.1.8.2. 1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)

9,085 g Tris tartilip 40 mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCI soliisyonu ile pH8.8’¢

getirildi. Toplam hacim 50 mL ‘ye tamamlandi.

2.1.8.3. APS (%610)

1 g amonyum persiilfat tartilip 10 mL distile suda ¢oziildii.

2.1.8.4. SDS(%10)

2 g SDS tartilip 20 mL distile suda ¢o6ziildii.

2.1.8.5.0.5 M Tris-HCI (pH6.8)

3 g Tris tartilip 40 mL distile suda ¢oziildii. 1 N HCI soliisyonu ile (pH 6.8)’e

getirildi. Toplam hacim 50 mL ‘ye tamamlandi.

2.1.8.6. Gliserol(%650)

5 mL gliserol 5 mL distile suda ¢oziildi.

2.1.8.7. Brom fenol mavisi(%1)

1 g brom fenol mavisi 100 mL distile suda ¢oziildii.
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2.1.8.8. Tespit Cozeltisi

500 mL %95 etanol, 100 mL asetik asit, 400 mL distile ile su karistirildi.

2.1.8.9. Tespit Yikama Cozeltisi

500 mL metanol, 100 mL asetik asit, 400 mL distile su ile karistirildi.

2.1.8.10. Coomassie Brillant Blue boya Cozeltisi

0.5 gCoomassie Brillant Blue tartildi, 100 mL metanol, 50 mL asetik asit, 350 mL

distile su ile karistirildi.

2.1.8.11.Boya Giderimi Cozeltisi

500 mL metanol, 100 mL asetik asit, 400 mL distile su ile karistirildi.
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2.2. METOT

2.2.1. Proteaz Ureticisi Mikroorganizmalarin Izolasyonu

2.2.1.1. Ornek Alimu

Kirikkale Universitesi Kampiisii yakinlarinda, organik atiklarin bulundugu bolgeden
(39.8768315 — 33.4404054), toprak yiizeyinin 2 cm derinliginde, toprak Ornegi

alindi.

Toprak ornegi, steril bir falkon tiipliniin igerisine,steril spatula yardimiyla konuldu.
Stabilitesinin korunmasi i¢in 1g toprak ornegine 1mL steril serum fizyolojik (%0.9
NaCl) eklendi. Bu oran ana stok olarak hazirlandi. Ana stok +4°C’de muhafaza

edilerek saklandi.

2.2.1.2. Proteaz Ureticisi Mikroorganizmalarin izolasyonu

Proteaz iireticisi mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla, ana stoktan steril serum
fizyolojik (%0.9 NaCl) ile 1/10 seri seyreltmeler yapildi. Her bir seyreltilmis tiipten
100 puL alinarak boliim 2.1.3.3.’de anlatilan SkKimmilk Agar Besiyeri’ne yayma ekim
yapildi ve 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda, etrafinda
proteolitik zon olusturan koloniler, proteaz iireticisi olarak kabul edildi. izolatlar,
icerisinde %10 skimmilk bulunan Nutrient Agar’a tek koloni yontemiyle ekilerek

saflastirildi.

2.2.1.3. Stok Kiiltiiriin Saklanmasi

Stok kiiltiirler igin bolim 2.1.3.4.’de anlatilan N1 agar besiyeri hazirlandi.
Saflagtirilan izolatlar N1 agar besiyerine ekilerek 37°Cde 24 saat inkiibasyon

sonucunda etiivden alinarak +4°C ‘de saklandi. Uzun siireli saklama i¢in bdliim

2.1.3.5.’de anlatilan gliserollii besiyeri kullanildi. Nutrient Brothbesiyerinde 18 saat
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(logaritmik faz) inkiibe edilen izolatlar, gliserollii besiyerine ekilerek -20°C’de

saklandi.

2.2.2.Proteaz Ureticisi Mikroorganizmalarin identifikasyonu

2.2.2.1. Mikroorganizmalarin Makroskobik Ozelliklerinin Belirlenmesi

izole edilen ve saflastirilan proteaz iireticisi izolatlarm identifikasyonu igin, ilk
olarak makroskobik 6zellikleri incelendi. Bunun igin; N1 agar besiyerinde 37°C ‘de
24 saat inkiibe edilen mikroorganizmalarin olusturduklart koloni morfolojileri
incelendi.Koloni morfolojileri i¢in; koloni tipi, koloni yiizey dokusu, koloni sekli,

koloni kenarlarinin sekli, koloni yiiksekligi, koloni rengi gibi 6zellikler arastirildi.

2.2.2.2.Mikroorganizmalarin Mikroskobik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Makroskobik oOzellikler belirlendikten sonra mikroskobik oOzellikleri incelendi.

Mikroskobik 6zellikler i¢in; gram boyama ve spor boyama yapildi.

2.2.2.2.1.Gram Boyama

Sivi bakteri kiiltiriinden bir damla lamin iizerine alindi, yayildi ve bunzen bekinin
tizerinde kurutularak tespit edildi. Fiksasyon isleminin tamamlanmasiyla hazirlanan
preparatin iizerine kristal viyole damlatilarak 1 dakika beklendi. Siire sonunda
preparat yikandi.Lugol damlatildi ve 1 dakikabekletildi. Siire sonunda preparat
yikand1.%96’lik etil alkol damlatildi ve 15 saniye bekletilerek yikandi. Son olarak
bazik fuksin damlatilarak 30 saniye bekletildi ve yikandi.Preparat mikroskopta
(100X) immersiyon yagi damlatilarak incelendi. Gram negatif bakteri hiicreleri

pembe, gram pozitif bakteri hiicreleri mor olarak gdzlemlendi.
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Gram boyama ile birlikte, izolatlarin gram 6zelligi, hiicrelerin sekli(kok, basil, spiral
vs) ve dolayli olarak spor varligina bakildi (sporlar boyaya direngli olduklar1 igin

boyayi hiicre i¢ine almazlar ve seffaf goriiniirler.)

2.2.2.2.2. Spor Boyama

Spor boyama i¢in Schaffer fulton yontemi kullanildi [131]. Sivi ortamda {iretilen
bakteri kiiltiirinden bir damla lamin {izerine alindi, yayildi ve bunzen bekinin
tizerinde kurutularak tespit edilidi. Fiksasyon isleminin tamamlanmasiyla hazirlanan
preparatin iizerine bolim 2.1.4.10°da anlatilan %5’lik malasit yesili boya
¢ozeltisindendamlatildive kisik ateste 5 dakika 1sitildi. Islem sonunda preparat
yikandi. Bazik fuksin damlatildi ve 30 saniye beklendi. Siire sonunda preparat
yikandi ve immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta (100X) incelendi. Endosporlar
yesil renk, vejetatif kisim ise pembe renkte gézlemlendi.

Spor boyama ile birlikte; spor varligi, spor sekli, spor pozisyonu (sentral,

subterminal, terminal vs.) gibi 6zelliklere bakildi.

2.2.2.3.Mikroorganizmalarin Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin fizyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in gelisim gosterdikleri
sicaklik ve pH aralifi ve optimal gelisim gosterdikleri sicaklik ve pH kosullart

belirlendi. Ureme egrileri ¢izildi.

2.2.2.3.1. Sicaklik ve pH’in Mikroorganizma Uremesine Etkisinin Belirlenmesi

17°C, 27°C, 37°C ve 50°Colmak iizere 4 farkli sicaklik degeri arastirildi ve her bir
sicaklik degerinde farkli pH kosullarinda (pH 5.0, pH 7.0, pH 9.0 ve pH 12.0)
besiyerleri hazirlandi. Besiyeri pH’lar1 2N NaOH ve 1N HCI tampon ¢ozeltileri ile
ayarlandi. Mikroorganizmalar %5 inokulum ile Nutrient Broth besiyerinde 24 saat

inkiibe  edildi.  Inkiibasyonlar1  tamamlandiginda;  bulaniklik  olusturup

53



olusturmamalarina gore Kalitatifolarak gelisimleri gozlemlendi.Kontrol olarak saf
Nutrient Broth besiyeri kullanildi.

Optimal gelisim gosterdikleri sicaklik ve pH kosulunun belirlenmesi i¢in; her bir
tireme ortamindanmikroplakalara 200uL alinarak, 620nm’deki absorbans degerleri
plak okuyucuda (Biotek, PowerWave XS2) okundu. En yiiksek degerin elde

edildigiortam kosulu optimum olarak kabul edildi.

2.2.2.3.2. Ureme Egrisinin Belirlenmesi

Bir gece canlandirilan taze kiltiirler 25 mL’lik erlenlere %5 inokulum ile ekildi.
Inkiibasyon 37°C’de gerceklesti. Belirli saatlerde (6. saat, 12. saat, 16. saat, 18. saat,
19. saat, 24. saat) kiiltiirden 300uL 6rnek alinarak mikroplakaya aktarildi ve 620
nm’de absorbanslar1 okundu. Elde edilen OD degerleri ile ireme egrisi grafigi

olusturuldu.

2.2.2.4.Mikroorganizmalarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
Mikroorganizmalarin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi iginindol testi, metil
kirmizist testi, Voges Proskauer testi ve sitrat testi(IMViC), katalaz testi, nisasta
hidroliz testi ve jelatin hidroliz testi yapildu.

2.2.2.4.1. Indol Testi

Incelenecek bakteri kolonisinden 1 &ze alindi, 5 mL Dev Triptofan Broth besiyerine
ekim yapildi. 37°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere 0.5 mL

kovacs ayiracindan damlatildi. Kirmizi renk halka olusumu pozitif, ayiracin kendi

rengi olan sar1 renk olusumu ise negatif olarak kabul edildi.
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2.2.2.4.2. Metil Red Testi

Incelenek bakteri kolonisinden 1 dze alindi, 5 mL steril MR —VVP Broth (Merck
105712) besiyeri igeren tiiplereekim yapildi. 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiiplere 1 mL bdlim 2.1.4.7°de anlatilan metil kirmizisi
reaktifinden damlatildi. Kirmizi renk olusumu pozitif, sari renk olusumu negatif

olarak degerlendirildi.

2.2.2.4.3. Voges-Proskauer Testi

Incelenek bakteri kolonisinden 1 6ze alindi, 5 mL steril MR —VP Broth (Merck
105712) besiyeri igeren tiiplere ekim yapildi. 37°C’de 48 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda tiiplere 3mL boliim 2.1.4.8.’de anlatilan %5’lik a-naftol
¢oOzeltisi ardindan 1mL %40’lik KOH ¢ozeltisi damlatildi. Kirmizi renk olusumu

pozitif, sar1 renk olusumu negatif olarak degerlendirildi.

2.2.2.4.4. Sitrat Testi

SmL SIMMONS citrate agar (Merck 102501) besiyeri igeren tiipler otoklavlandi.
Yatik agar olacak sekilde sogumaya birakildi. Soguyan tiiplere incelenecek bakteri
kiiltiiriinden bir 6ze alinarak besiyeri yiizeyine ekim yapildi. 37°C’de 5 giin inkiibe
edildi. inkiibasyon sonucunda besiyerinin mavi olmasi pozitif, yesil olmasi negatif

olarak degerlendirildi.

2.2.2.4.5. Nisasta Hidrolizasyon Testi

Mikroorganizmalar %10 nisasta igeren Nutrient Agar’a ekildi. 37 °C’de 2 giin inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonucubirka¢ damla Lugol ayiract damlatildi. Mavi-mor renk

olusumuAmilaz(-) negatif, lugoliin kendi rengi olan sar1 renk olusumu ise Amilaz (+)

pozitif olarak degerlendirildi.
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2.2.2.4.6. Jelatin Hidrolizasyon Testi

SmL %10 jelatin iceren Nutrient Broth iceren tiiplere igne uclu 6ze iledik olarak
ekim yapildi. 37°C‘de 7 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler
buzdolabina kaldirildi ve 1-2 saat sogumasi igin bekletildi. Siire sonunda sivi ortam

jelatin hidrolizi (+), kat1 ortam jelatin hidrolizi (-) olarak degerlendirildi.

2.2.2.4.7. Katalaz Testi

Nutrient Agar besiyerinde 37°C’de 1 giin inkiibe edilen kiiltiirden bir 6ze alindi ve
lam {izerine aktarildi. Uzerine boliim 2.1.4.9.°da anlatilan %3’liik H0;
cozeltisinden3 damla eklendi. 10 saniye igerisinde gaz kabarciklarmin goriilmesi

katalaz (+), goriilmemesi (-) olarak degerlendirildi.

2.2.2.5. Mikroorganizmalarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.2.5.1. DNA lzolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Cutting ve Horn (1990) protokoliine gore yapildi [107].
Protokole gore; 25 mL Nutrient Broth sivi besiyerine tek koloniden ekim yapilip
37°C’de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 1,5 mL bakteri Kkiiltiirleri
santrifiij tiiplerine konuldu ve 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bakteri
kiiltiirii eklenmesi ve santrifligasyon islemi 2-3 kez tekrarlandi. Santrifiij sonrasi
pelete 400 uL. 50 mM Tris-EDTA tamponu (pH 8.0)eklenerek vortekslendi. 30 puL
SDS ve 3 uL proteinaz K konuldu ve 37°C’de 1 saat bekletildi. Siire sonunda 100 uL.
5M NaCl ¢ozeltisi eklendi ve tiipler birkag kez alt-iist edildi. 80 uL. CTAB / NaCl
cozeltisi eklenerek 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Tiipte meydana gelen toplam
hacim kadar kloroform/izoamilalakol ¢ozeltisi konuldu. 10,000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi.Bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Siipernatan temiz tiipe aktarildi.
Stipernatanin toplam hacminin 0.6 kati kadar izopropanol eklendi. Tiipler alt-iist

edildi. 15,000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Pelete 50 pL %70’lik etanol
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konularak kurutuldu. Uzerine 50 uL 50 mM Tris-EDTA tamponu (pH 8.0) eklenerek
izole edilen DNA, +4 °C’de saklandi.

Izole edilen DNA molekiillerinin saflig1 ve biitiinliigii agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edildi. Bunun i¢in 4puL boya ¢ozeltisi 2uLDNA 06rnegi ile karigtirilarak
kuyucuklara yiikleme yapildi. DNA 6rnekleri 1kb Ladder (ThermoFisher Scientific
Cat NO: M7508) kullanilarak %1’lik agaroz jelde, 80 voltta, 1 saat olacak sekilde

agaroz jel elektroforezinde yiirtitiildii.

2.2.2.5.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

izole edilen DNA o6rneklerinin 16S rRNA gen bélgesi, PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ile amplifiye edildi. Primer olarak 16S rRNA gen sekansina (GenBank)
gore sentezlenmis olan iki evrensel oligoniikleotid primer cifti,

27 F primer: 5' CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ve
1492 R primer: 5-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’
kullanild1 [132, 133]. Primerlerin Tm &zellikleri ve literatiir verileri baz alinarak bir
PZR karistmi ve PZR programi olusturuldu. PZR karisiminin  hazirlanmasi

Cizelge2.1.” de, termal dongii programi Cizelge 2.2.’de gosterildi.

Cizelge 2.1.PZR programi

PZR Reaktifleri Miktar (uL)
10X PZR Buffer 1,5 uL
dNTP (2.5mM) 0,7 uL
MgCl; (25 mM) 1,2 uL
Tag DNA Polimeraz (5U/uL) 0,1 uL
Primer F (10 pmol/uL) 0,5 uL
Primer R (10 pmol/uL) 0,5 uL
dH,0 8,5 uL
DNA 2,0 uL
Toplam 15 uL
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Cizelge 2.2. PZR termal dongii programi

Asamalar Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On Isitma 95 °C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 45 saniye

Primerlerin Baglanmasi 50 °C 45 saniye 28

Uzama 72 °C 1 dakika

Zincir Sentezi ve Sogutma 72 °C 5 dakika 1

PZR sonucunda elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. 4uL boya
cozeltisi 3 pL PZR irlini ile kanstirilarak kuyucuklara yiiklendi. 1kb’lik
(ThermoFisher Scientific Cat NO: M7508) DNA markeri kullanildi. Yiiriitme %
1.5’luk agaroz jelde, 80 Volt’ta, 1 saat gerceklesti.Siire sonunda jel, jel
dokiimantasyon sisteminde goriintiilenerek, bantlarin varligi ve biiyiikliikleri

belirlendi.Elde edilen PZR trtinleri-20°C’de sakland.

2.2.2.5.3. PZR Optimizasyonu

PZR optimizasyonu i¢in farkli baglanma sicakliklart ve farkli MgCl2
konsantrasyonlari arastirildi. Baglanma sicakliklari; 50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C
ve 55°C; MgClxfinal konsantrasyonlari ise 1.0 mM, 1.33 mM, 1.67 mM, 2 mM ve
2.33 mM olarak belirlendi.

PZR optimizasyonu sonucunda elde edilen iriinler agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiildii.4pL boya ¢ozeltisi 3 uL PZR iirlinii ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi.
1kb’lik (ThermoFisher Scientific Cat NO: M7508) DNA markeri kullanildi.
Yiirtitme% 1.5’luk agaroz jelde, 80 Volt’ta 1 saat gerceklestirildi. Siire sonunda jel,
jel dokiimantasyon sisteminde goriintiilenerek, bantlarin varligi ve blyiikliikleri

belirlendi. Elde edilen PZR iiriinleri sekans analizi yapilana kadar -20°C’de sakland.
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2.2.2.5.4. 16S rRNA geni dizi analizi ve Filogenetik Analiz

PZR irtinlerinin 16S rRNA gen bélgelerine yonelik sekans analizi, Medsantek
firmasindan hizmet alimi ile seklinde yapildi. Sekans analizi sonucunda elde edilen
DNA dizilerinin, daha once calisilmis mevcut referans suslarla homolojilerinin
aragtirtlmasi i¢in, National Center of Biotechnology Information (NCBI) internet
sitesindeki BLAST programi kullanildi. 16S rRNA veritabanindaki sonuglar ile
kiyaslandi. Filogenetik analiz i¢in GenBank veritabanindan ilk 14 farkl: tiir secildi.
Izolat ve standart suslarin 16S rRNA gen dizileri MEGA 7.0 programinda Muscle
secenegi kullanilarak hizalandi. Filogenetik agag, MEGA 7.0 programi kullanilarak
neighbour-joining metodu ile olusturuldu ve izolatlarin birbirleriyle yakinlik
dereceleri ortaya konuldu[134]. Uzaklik matriksi Jukes ve Cantor ‘un (1969)
algoritmas1 temel alinarak hesaplandi[135]. Sonuclar istatiksel giivenilirlik igin

Bootstrap numunelemesi (1000 replicates) ile degerlendirildi.

2.2.2.5.5. ARDRA(Amplifiye edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi)

Amplifiye edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi’de Alul, Haelll ve Tagl,
restriksiyon enzimleri (ThermoFisher Cat. NO:ER0011, ERO0151, ER0671)
kullanildi. Kalip DNA olarak ise 16S rRNA geninin 27F-1492R primerleriyle
cogaltilmasiyla elde edilen PZR friinleriincelendi. PZR friinleri restriksiyon
enzimleriyle ayr1 ayri kesim reaksiyonuna tabi tutuldu.

Alul (10U/pL) enziminin kesim reaksiyonunda firma tarafindan temin edilen 10X
Tango Buffer kullanildi. Inkiibasyon 37°C’de 3 saat gergeklestirildi. Haelll
(10U/uL) enziminin kesim reaksiyonunda firma tarafindan temin edilen 10X Buffer
R kullamldi. Inkiibasyon 37°C’de 3 saat gergeklestirildi. Tagl (10U/uL) enziminin
kesim reaksiyonunda firma tarafindan temin edilen 10X Buffer Taql kullanildu.
Inkiibasyon 65°C’de 3 saat gergeklestirildi. Restriksiyon enzimlerinin kesim

protokolii Cizelge 2.3’de gdsterildi.
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Cizelge 2.3. Restriksiyon enzimlerinin kesim protokolii

Restriksiyon Enzimi Miktar(uL)
Alul (10U/uL)

Haelll (10U/pL) 2uL
Taql (10U/uL)

Reaksiyon Tamponu

10X Tango Buffer

10X Buffer R 2 ul
10X Buffer Taql

PZR iiriinii 10 uL
dH.0 18 uL

Amplifiye edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi sonucunda elde edilen
tirtinlerin 7pL’si ile 5 pL boya ¢ozeltisi karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. 100 bp
Ladder BIOMATIK (Cat NO: M7213) kullanildr. Yiiriitme % 2.5’luk agaroz jelde,
100 Volt’ta, 1 saat gergeklestirildi. Siire sonunda jel, jel dokiimantasyon sisteminde
goriintiilenerek, bant sayilar1 ve biyiikliikleri belirlendi. Enzim kesim bantlarinin
sayis1 ve biiyiikliigiine gore izolatlar, standart bakteriler ile karsilastirildi ve belirli

taksonomik gruplara ayrildi [136].

2.2.2.5.6. Agaroz jel elektroforezi

DNA izolasyonu, PZR ve PZR optimizasyonu ve ARDRA yonteminden sonra elde
edilen o6rnekler agaroz jel elektroforezine yiiklendi. DNA izolasyonu igin %1°lik,
PZR ve PZR optimizasyonu i¢in %1.5’luk, ARDRA yo6ntemi i¢in %2,5’luk agaroz
kullanildi. Hazirlanan agaroz c¢ozeltileri mikrodalgada ¢o6zdiiriildii. Sogumaya
baslayinca 7 uL EtBr ¢ozeltisi eklendi. Elektroforez tablasina kenarindan yavasca
akitildi. Hava kabarcigi olusmamasmna dikkat edildi. Taraklar yerlestirildi.
Polimerizasyon i¢in 30 dakika beklendi. Siire sonunda taraklar ¢ikarildi. Elektroforez
tankina uygun miktar 1X TBE konuldu. Yiiklemeler kuyucuklara yapildi. Voltaj ve

saat ayarlar1 diizenlenip cihaz galistirildi.
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2.2.3. Proteaz Enzimi Uretimi

Mikroorganizmalar Nutrient Broth besiyerinde 37°C’de 18 saat(logaritmik faz)
inkiibe edildi. Mikroplaka okuyucada 620 nm’de absorbanslar1 0.1-0.3 OD araliginda
esitlendi. %5 inokulum ile bolim 2.2.3.6’de anlatilan enzim iretimi besiyerine
ekildi. 27°C, pH7.0’de, 160 rpm’de, 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda kiiltiirler +4°C’de 5000 rpm’de, 20 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatan ham homojenat olarak adlandirildi. Ham homojenat proteaz kaynagi
olarak kullanildi.

2.2.3.1. Proteaz Aktivitesinin Kalitatif Hesaplanmasi

Proteaz iiretiminin kalitatif analizi i¢inbolim 2.2.3.6’de anlatilan besiyeri kullanildu.
Izolatlar, zon c¢aplarmin iyi belirlenebilmesi igin besiyerinin ortasmna ekildi.
Inkiibasyon 27°C’de, pH7.0, 72 saat gergeklesti. Inkiibasyon sonunda olusan

proteolitik zon ¢aplart mm cinsinden 6lgiilerek karsilagtirildi.

2.2.3.2. Proteaz Aktivitesinin Kantitatif Hesaplanmasi

Proteaz aktivitesinin belirlenmesinde Takami ve ark. (1989) uygulamis oldugu
yontem kullanildi. Kazein %0.6 oraninda 50 mM glisin-NaOH(pH9.0) tamponu
icerisine eklendi. Proteaz kaynagi igeren ham homojenatin 0.1 mL’si, olusturulan
kazeinli glisin-NaOH ¢ozeltisinin 0.5 mL’si ile bir tiipe eklenerek 20 dakika 37°C’de
inkiibe edildi. Siire sonunda hidroliz reaksiyonunun durdurulmasi i¢in 0.5mL TCA
¢ozeltisi eklendi ve 20 dakika oda kosullarinda inkiibe edildi. Siire sonunda +4°C’de
12.000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Olusan siipernatanin 25 pL’si mikroplakaya
alindi. Uzerine sirastyla 125 pL 0.5 M NapCOs ve 25 uL 1IN Folin-Ciocalteu’s
Phenol reaktifi eklendi. 30 dakika oda kosullarinda inkiibe edildi. Mikroplaka

okuyucudaabsorbans degerleri 660 nm’de okundu. Kor tiip olarak igerisinde ham
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homojenat bulunmayan ¢ozelti kullanildi. Her 6l¢iim 3 kez tekrar edilerek ortalama
degeri alindi. Bulunan degerler proteaz aktivitesinin hesaplanmasi i¢in kullanilan

formiilde OD(optik yogunluk) kismina yazildi.

2.2.3.2.1. Enzim Unitesi Tanim

Bir {inite proteaz aktivitesi (U/mL); 37 °C’de, pH9.0’da gergeklesen hidroliz
reaksiyonunda %0.6 kazeinden 1 dakikada 1 pg tirozinin agiga ¢ikmasi igin gerekli
enzim miktari olarak tanimlandi. Aktivitenin hesaplanmasi i¢in

Proteaz Aktivitesi (U/mL) = [(OD660/egim)X Toplam Hacim (mL)]/[Enzim
Hacmi(mL) X Inkiibasyon Siiresi(dak)] 1)

formiilii uygulandi.

2.2.3.2.2. Tirozin Standart Grafigi

Proteaz aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan tirozinin mikromolar ekstinksiyon
katsayisinin belirlenmesi amaciyla tirozin standart grafigi olusturuldu. Ana stok
10mg/mL hazirlandi. Tirozin, 50 mM glisin-NaOH(pH 9.0) tamponunda ¢oziildii.
Stok ¢ozeltiden 5, 10, 20, 50,100, 150 ve 200 pg/mL olacak sekilde seyreltmeler
yapildi. Seyreltmelerden 25uL almarak mikroplakaya aktarildi. Uzerine sirasiyla 125
uL 0.5 M NaCOs ile 25 pL IN Folin-Ciocalteu’s Phenol (Sigma F9252) ¢ozeltisi
eklendi. Oda sicakliginda 30dakika bekletildi. Kor tiip olarak 50 mM pH9.0 glisin-
NaOH tamponu kullanildi. Siire sonunda absorbans degerleri mikroplak okuyucuda
660 nm’de Olgiildii. Her ol¢ciim 3 kez tekrar edilerek ortalama degerleri
alindi.Tirozinin mikromolar ekstinksiyon katsayisi, okutulan absorbansa karsi pM
tirozin konsantrasyon egrisinin egiminden hesaplandi.Bu deger proteaz aktivitesi

hesabinda kullanildi.
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2.2.4. Optimum Proteaz Uretiminin Gerceklestigi Kosullarin Belirlenmesi

Proteaz ireticisi mikroorganizmalarin tanimlanmasiyla, bu mikroorganizmalardan
optimum  proteaz  enziminintiretilidigi ~ kosullar  arastirildi.  Arastirilan
kosullar;optimum sicaklik ve pHkosullari, optimum inkiibasyon siiresi, optimum

inokulum orani ve optimum besiyeri ortamidir.

2.2.4.1. Proteaz Uretiminde Optimum Sicakhk ve pH Kosullarimin Belirlenmesi

Mikroorganizmalar Nutrient Broth besiyerinde 37°C’de 18 saat(logaritmik faz)
inkiibe edildi. Mikroplaka okuyucada 620 nm’de absorbanslart 0.1-0.3 OD araliginda
esitlendi. % 5 inokulum ile boliim 2.1.3.6’de anlatilan enzim tiiretimi besiyerine
ekildi. 17°C, 27°C, 37°C ve 50°Colmak tizere 4 farkli sicaklik kosulu belirlendi, her
bir sicaklik degerinde farkli pH kosullarinda (pH7.0, pH9.0, pH 12.0) besiyerleri
hazirlandi. Mikroorganizmalar bu kosullarda, 24 saat, 48 saat ve 72 saat olmak {lizere,
160 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda proteaz aktiviteleri boliim 2.2.3.2°de
anlatilan formiil kullanilarak hesaplandive proteaz enziminin optimum iretildigi

sicaklik ve pH kosullar1 belirlendi.

2.2.4.2. Proteaz Uretiminde Optimum Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Mikroorganizmalar Nutrient Broth besiyerinde 37°C’de 18 saat(logaritmik faz)
inkiibe edildi. Mikroplaka okuyucada 620 nm’de absorbanslart 0.1-0.3 OD araliginda
esitlendi. % 5 inokulum ile boliim 2.1.3.6’de anlatilan enzim tiiretimi besiyerine
ekildi ve optimum sicaklik ve pH kosulu olan 27°C, pH7.0 ve 160rpm’de 24 saat, 48
saat ve 72 saat inkiibe edildi.inkiibasyon siirelerisonunda proteaz aktiviteleri boliim
2.2.3.2°de anlatilan formiil kullanilarak hesaplandive proteaz enziminin optimum

iiretildigiinkiibasyon siiresi belirlendi.
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2.2.4.3. Proteaz Uretiminde Optimum Inokulum Miktarinin(%) Belirlenmesi

Mikroorganizmalar Nutrient Broth besiyerinde 37°C’de 18 saat(logaritmik faz)
inkiibe edildi. Mikroplaka okuyucada 620 nm’de absorbanslar1 0.1-0.3 OD araliginda
esitlendi. %1, %5, %10 ve %?20inokulum ile bolim 2.1.3.6’de anlatilan enzim
tiretimi besiyerine ekildi ve optimum sicaklik, pH ve inkiibasyon siiresi kosullari
olan 27°C, pH7.0, 160rpm ve 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda proteaz
aktiviteleri bolim 2.2.3.2’de anlatilan formiil kullanilarak hesaplandive proteaz

enziminin optimum {iretildigi inokulum orani belirlendi.

2.2.4.4. Proteaz Uretiminde Optimum Besiyeri Ortaminin Belirlenmesi

Mikroorganizmalar Nutrient Broth besiyerinde 37°C’de 18 saat (logaritmik faz)
inkiibe edildi. Mikroplaka okuyucada 620 nm’de absorbanslart 0.1-0.3 OD araliginda
esitlendi Absorbanslar1 esitlenen kiltiirler%5 inokulum ilehazirlanan farkli
besiyerlerine ekildi ve optimum sicaklik, pH ve inkiibasyon siiresi kosullari
olan27°C, pH7.0, 160 rpm ve 72 saat inkiibe edildi.Kontrol besiyeri olarak enzim
liretim besiyeri segildi.Inkiibasyon sonunda proteaz aktiviteleri boliim 2.2.3.2°de
anlatilan formiil kullanilarak hesaplandi.ilk olarak literatiir taramasi sonucu
belirlenen enzim iretimi besiyerinin proteaz iiretimini tesvik edici 6zelligi belirlendi.
Bu amagla enzim iiretimi besiyeri Nutrient Broth besiyeri ile proteaz aktiviteleri
acisindan karsilastirildi. Optimum besiyeri ortaminin belirlenmesi i¢in farkli
besiyerleri hazirlandi. Bu besiyerleri; optimize edilmis enzim iretim besiyeri, tek
azot kaynagi bulunan modifiye enzim {iretim besiyeri, karbon kaynagi bulunan

modifiye enzim lretimi besiyeridir.

2.2.4.4.1. Optimize Enzim Uretim Besiyeri

Enzim iiretim besiyerinin optimizasyonu i¢in; diger bilesen konsantrasyonlar: sabit
kalmak sartiyla, her bir bilesenin, besiyeri igerisindeki konsantrasyonlar1 degistirildi.

Konsantrasyonlar; o bilesenin besiyerinde hi¢ bulunmamasi, enzim iiretim

64



besiyerindeki konsantrasyonunun 2 kati ve 5 kati konsantrasyonunda bulunmasi
olmak iizere toplamda 3 farkli konsantrasyon orani arastirildi. Kontrol besiyeri olarak
enzim iretim besiyeri secildi. Inkiibasyon sonunda proteaz aktiviteleri boliim

2.2.3.2’de anlatilan formiil kullanilarak hesaplanda.

2.2.4.4.2. Tek Azot Kaynag Bulunan Modifiye Enzim Uretim Besiyeri

Enzim tiiretimi besiyerindeki inorganik bilesenler sabit kalmak sartiyla, organik
kaynaklarin yerine tek azot kaynaklarmin eklenmesiyle modifiye enzim iiretim
besiyeri olusturuldu. Organik azot kaynaklar1 (pepton, maya, et 6ziitii, jelatin, kazein,
skimmilk, tre, tripton ve soya unu) 5 g/L ve 12g/L olmak iizere 2 farkli
konsantrasyonda incelendi. Kontrol olarak enzim iretim besiyeri kullanildi.
Inkiibasyon sonunda proteaz aktiviteleri bolim 2.2.3.2’de anlatilan formiil

kullanilarak hesaplandi.

2.2.4.4.3. Karbon Kaynag Bulunan Modifiye Enzim Uretim Besiyeri

Enzim tiretimi besiyerindeki tiim bilesenler sabit kalmak sartiyla, besiyerine karbon
kaynaklarinin ilavesiyle modifiye enzim {retim besiyeri olusturuldu. Karbon
kaynaklar1 (glikoz, nisasta, laktoz, fruktoz, siikkroz ve galaktoz) 1 g/L ve 5 g/L olmak
tizere 2 farkli konsantrasyonda eklendi. Kontrol olarak enzim iretim besiyeri
kullanildi. Inkiibasyon sonunda proteaz aktiviteleri boliim 2.2.3.2°de anlatilan formiil

kullanilarak hesaplandi.
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2.2.45. RFLKO03 Kodlu izolatin Proteaz Aktivitesinin Referans Suslar ile

Karsilastirilmasi

Bacillus cereus ATCC 10876 ve Bacillus subtilis ATCC 6633 izolatlarinin ayni
inkiibasyon kosullarindaki proteaz aktiviteleri bolim 2.2.3.2.°de anlatilan formiil

kullanilarak hesaplandi ve RFLKO3 kodlu izolat ile karsilastirildi.

2.2.5. Enzim Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.5.1.Enzimin Aktif Oldugu Sicakhik Arahginin Belirlenmesi

Enzimin aktif oldugu sicaklik araligmin belirlenmesi amaciyla, iiretilen proteaz
enzimi 17°C, 27°C, 37°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°Csicaklik degerlerinde 20 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda proteaz aktivitesi bolim 2.2.3.2°de
anlatilan formiil kullanilarak hesaplandi. Kontrololarak,50 mM glisin-NaOH(pH 9.0)

tamponu kullanildi. Tiim Sl¢iimler 3 kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi.

2.2.5.2.Enzimin Aktif Oldugu pH Arahgimn Belirlenmesi

Enzimin aktif oldugu pH araliginin belirlenmesi amaciyla, iiretilen proteaz enzimi
pH7.0, pH8.0, pH9.0, pH10.0, pH11.0 ve pH12.0kosullarinda 20 dakika inkiibe
edildi.inkiibasyon siiresi sonunda proteaz aktivitesi boliim 2.2.3.2°de anlatilan formiil
kullanilarak hesaplandi.Kontrol olarak, 50 mM glisin-NaOH(pH 9.0) tamponu

kullanildi. Tiim 6l¢iimler 3 kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi.
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2.2.5.3.Metal iyonlarimin Enzimin Cahsmasina Etkisinin Belirlenmesi

Proteaz kaynagi igeren ham homojenatin 0.1 mL’si, %0.6 kazein iceren glisin-NaOH
¢ozeltisinin(pH9.0)0.5 mL’si ile bir tiipe eklendi. Bu ¢6zeltiye son konsantrasyon 2
mM ve 10 mM olacak sekilde gesitli metal iyonlar1 (tek iyon degerlikli; Li*, Na* ve
K*iki degerlikli; Co*2, Zn*?, Fe*?, Sr*2, Mn*?, Pb*2 Ni*?, Cu*2, Mg*?, Ca*? ve Mg*2ii¢
degerlikli; AI'®, Cr*® ve Fe®) ilave edildi. 37°C’de, 20 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda proteaz aktivitesi boliim 2.2.3.2°de anlatilan formiil
kullanilarak hesaplandi. Kontrol olarak, metal iyonu olmayan ortamkullanildi. Tim

Ol¢iimler 3 kez tekrarlanarak ortalama degerler alindi.

2.2.5.4. Organik Coziiciilerin Enzimin Calismasina Etkisinin Belirlenmesi

Proteaz kaynagi iceren ham homojenatin 0.1 mL’si, %0.6 kazein igeren glisin-NaOH
¢ozeltisinin(pH 9.0)0.5 mL’si ile bir tiipe eklendi. Bu ¢ozeltiye son konsantrasyon
%10 ve %25 olacak sekilde gesitli organik ¢oziiciiler (Toluen, Heptan, Metanol,
Aseton, DMSO, Etanol, 2-propanol, Hekzan, Asetonitril ve Benzen) ilave edildi.
37°C’de, 20 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda proteaz aktivitesi
boliim 2.2.3.2°de anlatilan formiil kullanilarak hesaplandi. Kontrol olarak,icerisinde
organik ¢oziicli bulundurmayan tiip kullanildi. Tiim olgiimler 3 kez tekrarlanarak

ortalama degerler alindi.

2.2.5.5.Cesitli Kimyasallarin Enzimin Calismasina Etkisinin Belirlenmesi

Proteaz kaynagi iceren ham homojenatin 0.1 mL’si, %0.6 kazein igeren glisin-NaOH
¢ozeltisinin(pH 9.0)0.5 mL’si ile bir tiipe eklendi. Bu ¢ozeltiye son konsantrasyon
%1 ve %5 olacak sekilde cesitli kimyasallar (Oksitleyici ajan H20», deterjan olarak
ise SDS) ilave edildi.37°C’de, 20 dakika inkiibe edildi.Inkiibasyon siiresi sonunda

proteaz aktivitesi boliim 2.2.3.2°de anlatilan formiil kullanilarak hesaplandi. Kontrol
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olarak, igerisinde H>O, ve SDS bulunmayan tiip kullanildi.Tim ol¢timler 3 kez

tekrarlanarak ortalama degerler alindi.

2.2.5.6.Inhibitérlerin Enzimin Cahsmasina Etkisinin Belirlenmesi

Proteaz kaynagi iceren ham homojenatin 0.1 mL’si, %0.6 kazein iceren glisin-NaOH
¢ozeltisinin(pH 9.0)0.5 mL’si ile bir tiipe eklendi. Bu ¢ozeltiye son konsantrasyon
2mM ve SmM olacak sekilde ¢esitli inhibitorler (PMSF, DPPH ve EDTA) ilave
edildi. 37°C’de, 20 dakika inkiibe edildi.inkiibasyon siiresi sonunda proteaz aktivitesi
boliim 2.2.3.2°de anlatilan formiil kullanilarak hesaplandi. Kontrol olarak, icerisinde
inhibitér bulunmayan tiip kullanildi. Tiim 6l¢iimler 3 kez tekrarlanarak ortalama

degerler alindu.

2.2.5.7. Substrat Ozgiilliigii

Proteaz kaynagi iceren ham homojenatin 0.1 mL’si, %0.6 substrat igeren glisin-
NaOH ¢ozeltisinin(pH 9.0)0.5 mL’si ile bir tiipe eklendi. 37°C’de, 20 dakika inkiibe
edildi. Substrat olarak kazein, jelatin, BSA, ovalbumin ve soya unu kullanildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda proteaz aktivitesi boliim 2.2.3.2°de anlatilan formiil
kullanilarak hesaplandi.Kontrol olarak, kazeinin kullanildig: tiip kabul edildi. Tim

Ol¢timler 3 kez tekrarlanarak ortalama degerler alind1.

2.2.6. Enzimin Kismi Saflastirilmasi

Enzimin kismi saflagtirilmasi i¢in sirasiyla; Santrifiigasyon, Coktiirme, Diyaliz ve
Iyon Degisimi Kromotografisi islemleri uygulandi. Her bir basamak sonunda,
saflagtirilan enzimin proteaz aktivitesi hesaplanarak saflastirmanin proteaz

aktivitesine etkisi aragtirildi.
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2.2.6.1. Santrifiigasyon

Mikroorganizmalar Nutrient Broth besiyerinde 37°C’de 18 saat(logaritmik faz)
inkiibe edildi. Mikroplaka okuyucada 620 nm’de absorbanslar1 0.1-0.3 OD araliginda
esitlendi. Absorbanslari esitlenen mikroorganizmalar, %5 inokulum ile enzim tiretimi
besiyerine ekildi. 27°C, pH7.0’de, 160 rpm’de, 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda kiiltiirler +4°C’de 5.000 rpm’de, 20 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatan ham homojenat olarak adlandirild1 ve saflastirma islemlerine ham

homojenat {izerinden devam edildi.

2.2.6.2. Coktiirme

Proteaz enziminin saflastirilmas1 ve konsantre edilmesi; ham homojenat iizerine
gradient (%30-80) (NH4)2SO4 (amonyum siilfat) eklenmesi ile gergeklestirildi[137].

Eklenmesi gereken amonyum siilfat(NH4)2SO4 miktar1 su formiile gore hesaplandi:

(NH4)2SO4 Miktar1 (g/ 100 mL)= [ 50,6 x (S2—S1) ]/[(1-0,3 X S2)] 2
S2: Son Konsantrasyon

Si: 11k konsantrasyon

100 mL ham homojenat igin 16.68 gr amonyum siilfat (NH4)2SO4 tartildi ve yavas
yavas eklenerek ¢oziildii. Islem +4 °C ‘de yaklasik 4 saatte gerceklesti.Siire sonunda
11.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Stipernatandan proteaz aktivitesi ve protein
miktar1 hesaplamalart i¢in 2 mL Ornek santrifiij tiiplerine alindi. Pelet ise en az
miktarda 50 mM fosfat tamponuyla (pH 7.3) ¢oziilerek buzdolabinda saklandi.
Stipernatan sivisina (98 mL) %80 ¢oktlirme i¢in gerekli olan amonyum siilfat miktar
eklendi. Islem +4 °C ‘de bir gece boyunca gergeklesti. Siire sonunda 11.000 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi. Siipernatandan proteaz aktivitesi ve protein miktari
hesaplamalari i¢in 2 mL 6rnek santrifiij tiiplerine alindi. Pelet ise en az miktarda 50
mM fosfat tamponuyla (pH 7.3) ¢ozdiiriilerek buzdolabinda saklandi. Tiim peletler
birlestirilerek diyaliz islemine gecildi.
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2.2.6.3. Diyaliz

Calismada  kullanilandiyaliz ~ torbasi,(SIGMA  Cat NO:D9527)  molekiil
agirhigi>12.000Da proteini muhafaza edecek oOzellige sahiptir.Kullanomdan 6nce
hazir hale getirilmesi i¢in iirlin bilgilerinde yer alan prosediire gore iglemler yapildi.
Kullanilacak uzunluktaki diyaliz torbas1 kesildi ve gliseroliin uzaklagmasi4 saat akan
su ile yikandi. Kiikiirtbilesiklerinin uzaklasmasi i¢in 80 °C’de 1 dakika %0.3’liikk
sodyum siilfit soliisyonunda kaynatildi. 60 °C’deki sicak su ile 2 dakika yikandi.
Asitlendirilme % 0.2k (v / v) silfirik asit ile gergeklestirildi.Asidin
uzaklagtirilmasi i¢in sicak su ile durulandi.Diyaliz torbasi kullanilmaya hazir hale

getirildi.

Diyaliz islemi i¢in; diyaliz torbasmna %30’luk ve %80’lik amonyum siilfat
coktiirmesi iglemlerinde elde edilen toplam pelet konuldu. Yiikleme yapilirken
diyaliz torbasinin tamponun {izerinde durabilmesi ve manyetik baliktan zarar
gérmemesi i¢in biraz hava boslugu birakilmasmna dikkat edildi. 500 mL’lik bir
behere diyaliz torbasina yiiklenen 6rnek hacminin 100 kati 50 mM fosfat tamponu
(pH7.3) eklendi. Diyaliz islemi +4 °C’de,diyalizin ilk 12 saatinde her 6 saatte bir,12
saatin sonunda gece boyu diyalize birakildi. Diyaliz siiresinde manyetik karistiricinin

devir hizinin yiiksek olmamasina ve diyaliz torbasinin tampon igerisinde olmasina

dikkat edildi.

2.2.6.4. Iyon Degisimi Kromotografisi

Diyaliz igslemi sonucu kismi saflastirilmis olan enzim ¢ozeltisi DEAE-Sefaroz iyon
degistiriciden geg¢irildi. Bunun i¢in 20mm capinda ve 400mm yiiksekligindefiltreli
kolon kullamldz.Ilk olarak kolon 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) ile yikandi. 50 mL
kolon dolgu maddesine(DCL6B100 SIGMA)10 kati hacminde 50 mM fosfat
tamponu (pH7.3) eklendi. Karisimdan 50 mL alinarak filtreli kolona kenarindan,
hava kabarcigi olusmayacak sekilde, yavasca bosaltildi. Uzerine konulan dolgu
maddesinin 5 kati olacak sekilde, 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) eklendi. Ust fazin

olusmasi beklendi. Ust faz dolgu maddesini kurutmayacak sekilde ¢ok az birakilarak
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bosaltildi. Uzerine diyaliz enzim ¢ozeltisi yavasca ortasina yiiklendi. Uzerine 10 mL
50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) eklendi. Bu tampon ayni1 zamanda NaCl igermeyen
tampon c¢ozeltisi olarak kabul edildi. Kolon vanasi agilarak santrifiij tiiplerine 1
mL/dakika akitildi. Her santrifiij tlipiiniin {izerine sus kodu, NaCl konsantrasyonu ve
fraksiyon numarasi yazildi. Bosaltildiktan sonra tizerine 10 mL 10 mM NacCl
¢ozeltisi igeren 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3)eklendi. Kolon vanasi agilarak
santrifiij tiiplerine 1 mL/dakika akitildi. Bosaltildiktan sonra iizerine 10 mL 100 mM
NaCl ¢6zeltisi igeren 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) eklendi. Kolon vanasi agilarak
santrifiij tiiplerine 1 mL/dakika akitildi. Bosaltildiktan sonra iizerine 10mL 1 M NaCl
¢ozeltisi iceren 50 mM fosfat tamponu (pH 7.3) eklendi. Kolon vanasi agilarak
santrifiij tiiplerine 1 mL/dakika akitildi.En son kolon 50 mM fosfat tamponu pH 7.3
ile yikanarak fraksiyonlar aktivite ve protein miktar1 hesaplanmasi {izerine

buzdolabinda saklandi.

2.2.6.5.Toplam Protein Miktarimin Hesaplanmasi

Toplam protein miktar1 Bradford yontemine gére hesaplandi [138].

Saflagtirma adimlar1 sonrasinda elde edilen protein 6rneklerinden 50 pL almarak
mikroplakaya aktarildi. Uzerine 250 pL bolim 2.1.4.11°de anlatilan Bradfordf
reaktifi eklendi. 3 dakika bekletildikten sonra 595 nm’de absorbanslari okutuldu.
Elde edilen absorbanslar protein miktari hesaplanmasi i¢in yararlanilan formiilde
yerine yazilarak protein miktarlar1 hesaplandi. Protein miktariin hesaplanmasinda

Protein Miktar1 (ug/mL)= [(Ases/ Egim)] / 1000 (3)

formila kullanildi.

2.2.6.5.1. BSA Standart Grafigi

BSA(Bovin Serum Albumin) mikromolar ekstinksiyon katsayisinin belirlenmesi

amaciyla BSA standart grafigi olusturuldu. Ana stok 1mg/mLhazirlandi. BSA, distile
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suda ¢ozdiiriildi. Stok ¢ozeltiden 10, 25, 50, 75, 100, 150,200 pg/mL olacak sekilde
seyreltmeler yapildi. Hazirlanan seyreltmelerden 50uL alinarak mikroplakaya
aktarildi. Uzerine 250uL Bradford reaktifi eklendi. 3 dakika bekletildikten sonra 595
nm’de absorbansi 6l¢iildii. Kor tlip olarak distile su kullanildi. Her 6l¢iim 3 kez
tekrar edilerek ortalama degerleri alindi.BSA mikromolar ekstinksiyon katsayisi,
okutulan absorbansa karst1 puM BSA konsantrasyon egrisinin egiminden

hesaplandi.Bu deger protein miktar1 hesabinda kullanilda.

2.2.6.6. SDS-PAGE
Saflagtirilan enzimin molekiil kiitlesi ve saflik kontroliiniin tespiti i¢in ham ekstrakt,

diyaliz sonras1t 6rnek ve DEAE seliilloz kolonundan eliie edilen 6rnekler sodyum

dodesil siilfat poliakrilamit jel elektroforezinde yiiriitiildi (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4.SDS PAGE analizi

T‘;(?n”ggr\]/& " Bilesenler Miktar (mL)
Akrilamid Bisakrilamid Karisimi1 (%30’ luk 3,3mL
1.5 M Tris-HCI (pH:8.8) 2,5mL
Ayirma Jeli
(%10°1uk) APS (%10’1uk) 0,1 mL
TEMED 0,005 mL
SDS(%10’1uk) 0,1 mL
Su 4 mL
Akrilamid Bisakrilamid Karigimi (%30’luk) 1,35 mL
0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8) 2,5mL
Ornek Yiikleme APS (%10’luk) 0,1 mL
Jeli (%4’lik)  TEMED 0,005 mL
SDS(%10’1uk) 0,1 mL
Su 6 mL
Glisin: 48,3 gr
Yiiriitme SDS: 3gr
Tamponu (5x)  Tris: 9 gr )
Su: 600 mL
0.5 M Tris-HCI (pH: 6.8) 0,6 mL
- . Gliserol(%50) 2,5mL
Omﬁ;‘r:‘ggjme SDS(%10°uk) 2 mL
P Brom fenol mavisi(%1) 1mL
Su 3,9mL
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SDS-PAGE analizi i¢in ilk olarak tim SDS-PAGE aparatlar1 alkol ile yikanip
durulandi. %10’luk ayirma jelinin hazirlanmasinda en son TEMED eklendi. Ayirma
jeli(%10°luk) hizli bir sekilde 1 mm araligindaki iki cam arasindaki bosluktan pipet
yardimiyla camlarin %4’line kadar dokiildii. Biitanol ile iizeri diizlestirildive oksijen
temast engellendi. 1 saat ayirma jelinin polimerlesmesi beklendi. Polimerizasyon
gerceklestikten sonra biitanol kurutma kagidiyla uzaklastirildi. Ornek yiikleme jeli
(%4°1ik) hazirlandi. Bilesenlerinden TEMED en son eklendi ve hizli bir sekilde
dokiildii. Taraklar yerlestirildi. Polimerizasyon i¢in 30 dakika beklendi.
Polimerizasyon gergeklestikten sonra camlar elektroforez tankina yerlestirildi.
Elektroforez tankina yeterli miktarda yiiriitme tamponu(1x) konuldu. 10 pL &rnek
ayni miktardaki Ornek yiikleme tamponu c¢ozeltisi ile birlestirilerek5 dakika
kaynatildi. Denatiire olan proteinler taraklar c¢ikarildiktan sonra kuyucuklara
yiiklendi. Marker olarak protein standarti(ThermoFisher (Cat. NO:LC6801)
kullanildi. Yiiritme 150Volt’ta 1 saat gergeklestirildi.

Siire sonunda jeller iki cam arasindan c¢ikarilip tespit ¢ozeltisine konuldu. 1 saat
tespit edilen jel tespit yikama c¢ozeltisine alindi. Bir siire yikandiktan sonra
Coomassie Brillant Blue boya ¢ozeltisine aktarildi. Hafifce karistirilarak 4 saat
boyunca Coomassie Brillant Blue boya ¢ozeltisi icerisinde jeller boyandi. Siire
sonunda jeller boya giderme ¢ozeltisine alindi. Jellerin rengi agilana ve bantlar belli
olana kadar yaklasik 1 saat boya giderimi saglandi. Jeller bantlarin sayr ve
bliytikliiklerinin belirlenmesi i¢in karanlik alandaki beyaz 1s18in iizerine alinarak

fotograflandi.
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3. BULGULAR

3.1. Proteaz Ureticisi Mikroorganizmalarin izolasyonu

3.1.1. Ornek Alim

Proteaz {ireticisi mikroorganizmalarin izolasyonu amaciyla, toprak 6rneginin ana
stogundan steril serum fizyolojik ile 1/10 seri seyreltmeler yapildi. Her bir
seyreltilmis 6rnekten 100 uL alinarak ayirt edici besiyeri olarak kullanilan skimmilk

agar besiyerine yayma ekim yapildi.

37°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda, etrafinda proteolitik zon olusturan koloniler,
proteaz iireticisi olarak belirlendi. Caligmada 10 seyreltilmis toprak &rneginin
yayma ekimi basarili bir sonug verdi. Koloni etrafindaki zonlar karigmamis, koloniler
saflagtirllmaya uygun birbirinden uzak ve sik olustu. Koloni etrafindaki zonlarin
biiytikliiklerine gore 6 farkli koloni secildi.6 izolat RFLKO01, RFLKO03, RFLKOG,
RFLKO07, RFLKO0S ve RFLK12 olarak kodlandi. izolatlar skimmilk agar besiyerine
tek koloni yontemiyle ekilerek saflastirildi.

Sekil 3.1. a) izolatlarin izolasyonu b) RFLK07 nin saflastirilmas:
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3.2. Proteaz Ureticisi izolatlarm identifikasyonu
3.2.1.Izolatlarin Makroskobik Ozelliklerinin Belirlenmesi
Saflastirilan proteaz iireticisi izolatlarin identifikasyonu i¢in, ilk olarak makroskobik

ozellikleri incelendi. N1 agar besiyerinde, 37°C’de 24 saat inkiibe edilen izolatlarin

olusturduklar1 koloni morfolojileri incelendi (Cizelge 3.1).

Cizelge3.1.izolatlarm koloni morfolojileri

K.MORFOLOJiSI RFLKO01 RFLKO3 RFLKO6 RFLKO7  RFLKO8 RFLK12

Koloni tipi R tip R tip R tip Stip R tip R tip
K.ylizey dokusu  Kirigik Kirigik Kirigik Diiz Kirisik Kirisik

K. sekli Filamentéz Filamentéz Filament6z Yuvarlak  Filament6z Filamentoz
K. kenar sekli Piirtizli Piiriizli Piirtizli Diiz Piirtizla Piirtizli
K.ytiksekligi Kabarik Kabarik Kabarik Konveks  Kabarik Kabarik

K. rengi Acik sar1 Acik sar1 Acik sar1 Sar1 Acik sar1 Agik sar1

RFLKO1, RFLKO03, RFLKO06, RFLKO08 ve RFLK12 izolatlar1 birbirlerine benzer
koloni yapilar1 olugturdu. RFLKO7 ise digerlerinden farkli yapida koloni morfolojisi

meydana getirdi.

3.2.2.izolatlarin Mikroskobik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Saflastirilanizolatlarin identifikasyonu ic¢in, makroskobik ozellikler belirlendikten

sonra mikroskobik 6zellikleri incelendi. Gram boyama ve sporboyama yapildi.
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3.2.2.1. Gram Boyama

Saflasturilan biitiin izolatlar basil hiicre sekline sahipti. RFLKO01, RFLKO03, RFLKO06,
RFLKO8 ve RFLK12 izolatlar1 gram (+) 6zelliginde iken gram boyama sonuglarinda
dolayli olarak spor yapilart da gozlendi. RFLKO7 kodlu izolat gram (-)
ozelligindeydi ve spor yapist gozlenmedi (Cizelge 3.2, Sekil 3.2.).

Cizelge3.2. Gram boyama sonuglari

GRAM BOYAMA RFLKO1 RFLKO3 RFLKO06 RFLKO7 RFLKO08 RFLK12

Gram 6zelligi + + + - I +
Hiicre sekli Basil Basil Basil Basil Basil Basil
Spor varligi(dolaylr) + + + 4 + +

Sekil 3.2. a) RFLKOS izolatinin gram (+) boyamasi b) RFLK07 izolatinin gram (-) boyamasi

3.2.2.2. Spor Boyama

RFLKO1, RFLK03, RFLK06, RFLKO08 ve RFLK izolatlarinda spor yapisi1 gozlendi.

Tiim izolatlarda sporlar elipsoidal sekle sahipti. Sporlar ¢ogunlukla subterminal
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konumundaydi. RFLKO06 kodlu izolat i¢in spor konumu merkezdeydi. RFLKO7
kodlu izolatta spor yapist gozlenmedi.Spor boyama ile ilgili sonuglar Cizelge3.3.
veSekil 3.3’de gosterildi.

Cizelge3.3. Izolatlarm spor boyama sonuglari

SPOR BOYAMA RFLKO1 RFLKO3 RFLKO6  RFLKO7 RFLKO8 RFLK12

Spor varlig1 + + + - + +
Spor sekli elipsoidal elipsoidal elipsoidal - elipsoidal elipsoidal
Spor pozisyonu subterminal  subterminal sentral - subterminal  subterminal

Sekil 3.3.RFLKO1 (a) ve RFLKO03 (b) izolatlarinin spor boyamast

3.2.3.izolatlarn Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin gelisim gosterdigi sicaklik ve pH araligi belirlendi. Ek olarak optimum
gelisim gosterdigi sicaklik ve pH kosullart 620nm’de verdikleri absorbansa gore

bulundu.En yiiksek tiremenin oldugu kosul optimum olarak kabul edildi.
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RFLKO1 kodlu izolat 17°C’de higbir pH kosulunda iiremedi, 50°C’de pH 7.0’de
tiredi. Optimal tireme sicakligi ve pH kosulu ise 37°C’ ve pH 7.0 olarak saptandi
(Sekil 3.4) Mezofilik 6zellik gosterdigi bulundu.

RFLKO3 kodlu izolat 17°C’de pH 7.0 ve pH 9.0 da iiredi, 50°C’de higbir pH
kosulunda iiremedi. Optimal iireme sicakligi ve pH kosulu ise 37°C’ ve pH 7.0
olarak saptand1 (Sekil 3.5). Mezofilik 6zellik gosterdigi bulundu.

RFLKO6 kodlu izolat 17°C’de higbir pH kosulunda iiremedi, 50°C’de pH 7.0’de
tiredi. Optimal iireme sicakligi ve pH kosulu ise 37°C’ ve pH 7.0 olarak saptandi
(Sekil 3.6). Mezofilik 6zellik gosterdigi bulundu.

RFLKO7 kodlu izolat 17°C’de pH 7.0 ve pH 9.0 da, 50°C’de pH 7.0’de {iredi.
Optimal tireme sicakligi pH kosulu ise 37°C’ ve pH 5.0 olarak saptandi (Sekil 3.7).
Mezofilik 6zellik gosterdigi bulundu.

RFLKO8 kodlu izolat 17°C’de pH 7.0 ve pH 9.0 da iiredi, 50°C’de higbir pH
kosulunda tiremedi. Optimal tireme sicakligi ve pH kosulu ise 37°C’ ve pH 7.0
olarak saptandi (Sekil 3.8). Mezofilik 6zellik gosterdigi bulundu.

RFLK12 kodlu izolat ise 17°C’de pH 5.0 ve 50°C’de ise pH 7.0 ve pH9.0’da iiredi.
Optimal iireme sicaklig1 ve pH kosulu ise 27°C ve pHS5.0 olarak saptandi (Sekil 3.9).
Mezofilik 6zellik gosterdigi bulundu.

Sonug olarak; RFLKO1 ve RFLKO06 izolatlarinin, RFLKO03 ile RFLKO0S8 izolatlarinin
benzer fizyolojik ozellikler gosterdigi, RFLKO7 ve RFLKI12 izolatlarmin ise
digerlerinden farkl fizyolojik 6zellikler gosterdigi goriildii.
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3.2.3.1. Ureme Egrisinin Belirlenmesi

RFLKO1, RFLKO03, RFLKO06, RFLK08 ve RFLK12izolatlar1 ilk 16 saat logaritmik
fazda iiredi, 16. saatten sonra ise durgunluk fazina girdi. RFLKO07 kodlu izolat ise
optimal iireme sicakligindan (pH 7.0’da 27°C) daha yiiksek bir sicaklikta inkiibe
edildigi i¢in ilk 16 saat adaptasyon fazi, 24.saate kadar logaritmik faz, 24. saatten
sonra ise durgunluk fazina girdigi goriildi.(Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil
3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15)

ul l1ss 1177 1207 1202 12
12 - 106

1 0,819

OD (620nm)

6.saat 12.saat 16.saat 17.saat 18.saat 19.saat  24.saat
inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 3.10. RFLKO1 kodlu izolatin tireme egrisi

_ 1,103 1,075 , ,
1,2 0,094 1,036 1,07 1,069
1 - 0,862
g 0,8 -
S
g/ 0,6 -
[a) 4
o 0,4
0,2 41 00

O T T T T T T T 1
O.saat 6.saat 12.saat 16.saat 17.saat 18.saat 19.saat 24.saat

inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 3.11. RFLKO03 kodlu izolatin lireme egrisi

82



1,2 - o4 0986 1,031 1024 1,02 1,019

11 0,822
0,8 -
c
o
S 06 -
[a)

0 04 -
02 4 0,0

0 T T T T T T T 1
O.saat 6.saat 12.saat 16.saat 17.saat 18.saat 19.saat 24.saat

inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 3.12. RFLKO06 kodlu izolatin lireme egrisi
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Sekil 3.13. RFLKO07 kodlu izolatin lireme egrisi
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Sekil 3.14.RFLKO08 kodlu izolatin lireme egrisi
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Sekil 3.15.RFLK12 kodlu izolatin iireme egrisi

3.2.4. Izolatlarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Izolatlarin biyokimyasal zelliklerinin belirlenmesi icin; indol testi, metil kirmizist
testi, voges proskauer testi ve sitrat testi (IMVIC testi), katalaz testi, nisasta hidroliz
testi ve jelatin hidroliz testi yapildi. Sonuglar Cizelge 3.4’de verildi.

RFLKOI1, RFLKO03, RFLK06, RFLKS8 ve RFLK12’nin indol, voges proskauer, sitrat,
katalaz ve jelatin hidroliz testi ayni sonucu verdi. Metil Red testinde RFLKO03 kodlu
izolat digerleri negatif ¢ikmisken, pozitif ¢ikti. Nisasta hidroliz test sonucu RFLKO1,
RFLKO03 ve RFLKO06 kodlu izolatlarinda pozitif (+); RFLK07, RFLK08 ve RFLK12
kodlu izolatlarinda ise negatif (-) olarak gozlendi. RFLKO7 kodlu izolat ise
cogunlukla diger izolatlara zit sonuglar verdi. Sonuglara ait baz1 goriintiiler Sekil

3.16 ve Sekil 3.17°de verildi.

Cizelge 3.4.1zolatlarin biyokimyasal test sonuglari

BIYOKIMYASAL

TESTLER RFLKO1 RFLKO03 RFLK06 RFLKO7 RFLK08 RFLK12
Indol testi - - - + - -
Metil kirmizist testi - + - - - -
Voges proskauer testi + + + + + +
Sitrat testi + + + + + +
Katalaz testi + + + - + +
Nisasta hidroliz testi + + + - - -
Jelatin hidroliz testi + + + - + +

84



Sekil 3.17. a) Katalaz testi, b) Jelatin hidrolizasyon ve c) Nisasta hidrolizasyon testi sonuglart

3.2.5.Mikroorganizmalarin Molekiiler Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.5.1. DNA izolasyonu
1kb DNA Ladder (BIOMATIK (Cat. NO:M7508) kullamlarak yapilan DNA

yiirlitmesinde tiim izolatlarda DNA bant1 goriildii. DNA bantlar1 10.000bp’den daha
yiiksek bir baz giftine sahipti (Sekil 3.18.).
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Sekil 3.18.Kromozomal DNA jel goriintiisii

3.2.5.2.PZR ve PZR Optimizasyonu

6 izolatin, 16S rRNA gen dizilerine spesifik 27F forward primeri ve 1492R reverse
primeri ile gergeklestirilen PZR reaksiyonlar1 sonucunda, yaklasik 1500bp’lik bir
16S ribozomal RNA gen bolgesini ¢ogaltildi. Gen bolgesinin yaklagik baz gifti
uzunluklan Cizelge 3.5.’de gosterildi.

Cizelge 3.5.16S rRNA gen bolgesinin baz ¢ifti uzunluklar1 (bp)

Izolatlar Baz ¢ifti Uzunlugu (bp)

RFLKO1 1326
RFLKO03 1280
RFLKO06 1311
RFLKO7 1335
RFLKO08 1306
RFLK12 1318

PZR optimizasyonu i¢in farkli baglanma sicakliklart ve farkli MgCl2
konsantrasyonlar1 arastirildi. Baglanma sicakliklari; 50°C, 51°C, 52°C, 53°C, 54°C
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ve 55°C, final MgClzkonsantrasyonlart ise 1.0 mM, 1.33 mM, 1.67 mM, 2 mM ve
2.33 mM’dur.

RFLKO1,RFLKO6,RFLKO7,RFLK12 kodlu izolatlarin optimum baglanma
sicakliklart 54°C, RFLKO03 50°C, RFLK12 52°C olarak belirlendi. MgCl.
konsantrasyonlart ise RFLKI12 (1.67 mM) harig, 1.33 mM bulundu. PZR
optimizasyonu sonucu belirlenen optimum baglanma sicakligi ve optimum MgCl»

konsantrasyonu Cizelge 3.6.’da verildi. Sonuglara ait jel goriintiileri ise Sekil 3.19,
Sekil 3.20, Sekil 3.21., Sekil 3.22., Sekil 3.23. ve Sekil 3.24°te gosterildi.

Cizelge 3.6.0ptimum baglanma sicakligi ve MgCl. konsantrasyonlari

Izolatlar Optimum Baglanma Sicakligi Optimum MgCI2 Konsantasyonu
RFLKO1 54°C 1.33mM
RFLKO3 50°C 1.33 Mm
RFLKO06 54°C 1.33mM
RFLKO7 54°C 1.33mM
RFLKO08 52°C 1.33mM
RFLK12 54°C 1.67 mM

i
l

1 NO'LU BRNEK 1 NOLU ORNEK

Sekil 3.19.RFLKO1 kodlu izolatin PZR Optimizasyonu
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Wil
imm

1.67 mM

2mMm

3 NO'LU ORNEK 255y 3 NO'LU ORNEK

6 NO'LU ORNEK  25mm 6 NO'LU ORNEK

Sekil 3.21.RFLKO06 kodlu izolatin PZR Optimizasyonu

| [TARM!

7 NO'LU ORNEK 7 NO'LU ORNEK

Sekil 3.22. RFLKOQ7 kodlu izolatin PZR Optimizasyonu
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8 NO'LU ORNEK 8 NO'LU ORNEK

Sekil 3.23.RFLKO08 kodlu izolatin PZR Optimizasyonu

12 NO'LU GRNEK 12 NO'LU ORNEK

Sekil 3.24.RFLK12 kodlu izolatin PZR Optimizasyonu

3.2.5.3. Filogenetik Analiz
Izolatlarin 16S rRNA gen sekans analizi ve filogenetik sekans analizine gore;
RFLKO1 soy agacina gore en yakin tiir olarak Bacillus mojavensis olarak tanimlandi.

Uzaklik matriksine gore en kiigiik tiir yakinlik degeri 0.0088°dir (Sekil 3.25. ve
3.26.).
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RFLKO3 soy agacina gore en yakin tiir olarak Bacillus thuringiensis olarak
tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en kiiclik tiir yakinlik degeri 0.06992’dir.
Bacillus tonoyensis ile ayn1 degere sahiptir (Sekil 3.27. ve3.28.) .

RFLKO6 soy agacina gore en yakin tiir olarak Bacillus mojavensis olarak tanimlandi.
Uzaklik matriksine gore en kiigiik tiir yakinlik degeri0.00804°tiir (Sekil 3.29. ve
3.30.).

RFLKO7 soy agacina gore en yakin tiir olarak Aeromonas salmonicida olarak
tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en kiiciik tiir yakinlik degeri 0.02076’dir (Sekil
3.31.ve 3.32)).

RFLKO8 soy agacina gore en yakin tiir olarak Bacillus anthracis olarak tanimlandi.
Uzaklik matriksine gore en kiigiik tiir yakinlik degeri 0.00885tir (Sekil 3.33. ve
3.34.).

RFLK12 soy agacina gore en yakin tiir olarak Bacillus stratosphericus olarak
tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en kiigiik tiir yakinlik degeri 0.0624 tiir. Bacillus

aerius ve Bacillus altitudinis ile ayn1 degere sahiptir (Sekil 3.35. ve3.36.).

90



RFLKO01 - Uzakhk Matriksi

NR_112725.1 Bacillus mojavensis 0,00880
NR_104873.1 Bacillussubtilis 0,00935 | 0,00054
NR_115063.1 Brevibacterium halotolerans | 0,00935 | 0,00054 | 0,00108
NR_115929.1 Bacillus axarquiensis | 0,00935 | 0,00054 | 0,00108 | 0,00000
NR_115282.1 Bacillus malacitensis 0,00935 | 0,00054 | 0,00108 | 0,00000 | 0,00000
NR_104949.1 Bacilius tequilersis 0,01047 | 0,00162 | 0,00108 | 0,00108 | 0,00108 | 0,00108
NR_113994.1 Bacillus vallismortis 0,01103 | 0,00246 | 0,00162 | 0,00162 | 0,00162 | 0,00162 | 0,00162
NR_116022.1 Bacilius amyloliquefaciens | 0,01104 | 0,00246 | 0,00162 | 0,00270 | 0,00270 | 0,00270 | 0,00271 | 0,00108
NR_116240.1 Bacillus methylotrophicus | 0,01216 | 0,00435 | 0,00380 | 0,00489 | 0,00489 | 0,00489 | 0,00380 | 0,00325 | 0,00216
NR_112723.1 Bacillus atrophaeus 0,01217 | 0,00325 | 0,00271 | 0,00379 | 0,00379 | 0,00379 | 0,00350 | 0,00216 | 0,00216 | 0,00435
NR_115325.1 Bacilius nematocida 0,01218 | 0,00325 | 0,00271 | 0,00380 | 0,00380 | 0,00380 | 0,00380 | 0,00246 | 0,00217 | 0,00326 | 0,00326
NR_147274.1 Bacillussiamensis 0,01390 | 0,00490 | 0,00435 | 0,00545 | 0,00545 | 0,00545 | 0,00435 | 0,00380 | 0,00271 | 0,00274 | 0,00490 | 0,00384
NR_116996.1 Bacilius licheniformis | 0,02148 | 0,01218 | 0,01162 | 0,01274 | 0,01274 | 0,01274 | 0,01276 | 0,01332 | 0,01218 | 0,01448 | 0,01105 | 0,01449 | 0,01506
NR_113993.1 Bacillus sonorensis 0,02265 | 0,01332 | 0,01276 | 0,01388 | 0,01385 | 0,0138% | 0,01390 | 0,01445 | 0,04332 | 0,01562 | 0,01218 | 0,01563 | 0,01621 | 0,00216

Sekil 3.25. RFLKO1 izolatinin uzaklik matriksi

NR_116929.1 Bacilus axarquensis strain LMG 22476 163 ibosomal RNA gene parial sequence
NR_115262.1 Bacilus malacitensis strain CR-95 168 nibosomal RNA gene partial sequence

NR_115063.1 Brevibacterium halotolerans strain DSM 8802 165 nbosomal RNA gene complete sequence
RFLK01
NR_112725.1 Bacilus mojaensis strain NBRC 15718 165 ribasomal RNA gene parial sequence
NR_104919.1 Bacilus tequlensis strain 10b 16 ribosomal RNA gene partal sequence

NR_116325.1 Bacilus nematacida strain B-16 16S ibosomal RNA gene parial sequence
NR_116240.1 Bacilus methylokrophicus strain CBMB205 163 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_t17214.1 Bacilus siamensis strain PD-A10 165 rbosomal RNA gene partial sequence

NR_112723.1 Bacillus atrophacus strain NBRC 13539 16 ribosomal RNA gene parial sequence

— NR_118996.1 Bacillus lichenformis slrain DSM 13 165 ibosomal RNA gene complete sequence

own,
0000

L NR_113993.1 Bacilus sonorensis strain NBRC 101234 165 nibosomal RNA gens parial sequence
RFLKO01 - Soy Agaci

Sekil 3.26.RFLKO1 izolatinin soy agaci goriintiisii
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NR_104873.1 Bacilus subtis subsp. inaquosorum strain BGSC 3A28 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR_113994.1 Bacilus vallismortis strain NBRC 101236 168 ribosomal RNA gene paial sequence
NR_116022.1 Bacilus amyldiquefaciens strain BCRC 11601 165 Aibosomal RNA gene parial sequence




RFLKO03 - Uzakhk Matriksi

NR_112780.1 Bacillus thuringiensis 0,06992
NR_121761.1 Bacillus tayonensis 0,06992 | 0,00000
NR_074540.1 Bacillus cereus 0,07099 | 0,00099 | 0,00099

NR_117414.1 Bacillus marcorestinctum 0,07105 | 0,00099 | 0,00099 | 0,00157

NR_041248.1 Bacillus anthracis 0,07212 | 0,00197 | 0,00197 | 0,00099 | 0,00296

NR_113990.1 Bacillus mycoides 0,07428 | 0,00395 | 0,00395 | 0,00454 | 0,00494 | 0,00594

NR_024607.1 Bacillus weihenstephanensis | 0,07428 | 0,00395 | 0,00395 | 0,00494 | 0,00494 | 0,00594 | 0,00000

NR_113991.1 Bacillus pseudomycoides 0,07664 | 0,00694 | 0,00694 | 0,00595 | 0,00794 | 0,00495 | 0,01093 | 0,01093

NR_116644.1 Bacillus gaemokensis 0,07882 | 0,01094 | 0,01094 | 0,01154 | 0,01195 | 0,01295 | 0,01094 | 0,01094 | 0,00994

NR_125530.1 Bacillus manliponensis 0,09094 | 0,01996 | 0,01996 | 0,01895 | 0,02098 | 0,01794 | 0,02198 | 0,02198 | 0,01898 | 0,02509

NR_074914.1 Bacillus cytotoxicus 0,09224 | 0,02505 | 0,02505 | 0,02404 | 0,02608 | 0,02301 | 0,02913 | 0,02913 | 0,01996 | 0,02813 | 0,02502

NR_133704.1 Bacillus tianshenii 0,11552 | 0,04593 | 0,04593 | 0,04489 | 0,04701 | 0,04382 | 0,04802 | 0,04802 | 0,04495 | 0,04917 | 0,04375 | 0,05216

NR_041942.1 Bacillus acidicola 0,11867 | 0,04896 | 0,04896 | 0,04752 | 0,05004 | 0,04684 | 0,05317 | 0,05317 | 0,04369 | 0,04672 | 0,05217 | 0,04583 | 0,05766
NR_043015.1 Bacillus litoralis 0,12336 | 0,05432 | 0,05432 | 0,05327 | 0,05541 | 0,05219 | 0,05434 | 0,05434 | 0,05334 | 0,05974 | 0,04493 | 0,05872 | 0,04908 | 0,05231

Sekil 3.27.RFLKO3 izolatinin uzaklik matriksi

NR_133704.1 Bacillus tiansheni strain YIM M13235 165 ribosomal RNA partial sequence

NR_043015.1 Bacillus ftoralis strain SW-211 165 ribosomal RNA gene parial sequence

NR_041942.1 Bacillus acidicola strain 105-2 165 nibosomal RNA gene complete Sequence
NR_074914.1 Bacillus cytotoxicus strain NVH 39198 165 ribosomal RNA gene complete sequence
NR_125530.1 Bacillus manliponensis strain BL4-6 163 nibosomal RNA gene partial sequence
NR_113991.1 Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232 16S ribosomal RNA gene parial sequence
NR_16644.1 Bacillus gaemokensis strain BL3-6 16S ribasomal RNA gene parial sequence

,— NR_113990.1 Bacillus mycoides strain NBRC 101226 165 ribosomal RNA gene partial sequence
=t NR_024697.1 Bacillus wethenstephanensis strain DSM 11621 165 ribosomal RNA gene partial sequence
— NR_074540.1 Bacillus cereus ATCC 14579 165 ribosomal RNA (mA) gene complete sequence

- NR_041248.1 Bacillus anthracis strain ATCC 14578 165 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_112780.1 Bacilus thuingiensis strain NBRC 101235 165 ribosomal RNA gene partial sequence
_[ NR_121761.1 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 16S ribosomal RNA gene complete sequence

NR_t17414.1 Bacillus marcorestinctum strain LQQ 165 ribosomal RNA gene partial sequence
RFLK03

— RFLKO03 - Soy Agaci
0oy

Sekil 3.28. RFLKO03 izolatinin soy agac1 goriintiisii
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RFLK06 - Uzakhk Matriksi

NR_112725.1 Bacillus mojavensis 0,00804
NR_104873.1 Bacillus subtilis 0,00849 | 0,00044
MNR_115063.1 Brevibacterium halotolerans | 0,00849 | 0,00044 | 0,00087
MR_115929.1 Bacillus axarquiensis 0,00849 | 0,00044 | 0,00087 | 0,00000
MR_115282.1 Bacillus malacitensis 0,00849 | 0,00044 | 0,00087 | 0,00000 | 0,00000
NR_104919.1 Bacillus tequilensis 0,00940 | 0,00131 | 0,00087 | 0,00087 | 0,00087 | 0,00087
NR_113994.1 Bacillus vallismortis 0,00985 | 0,00175 | 0,00131 | 0,00131 | 0,00131 | 0,00131 | 0,00131
NR_116022.1 Bacillus amyloliquefaciens | 0,00986 | 0,00175 | 0,00131 | 0,00219 | 0,00219 | 0,00219 | 0,00219 | 0,00087
NR_112723.1 Bacillus atrophaeus 0,01078 | 0,00263 | 0,00219 | 0,00307 | 0,00307 | 0,00307 | 0,00307 | 0,00175 | 0,00175
NR_115325.1 Bacillus nematocida 0,01079 | 0,00263 | 0,00219 | 0,00307 | 0,00307 | 0,00307 | 0,00307 | 0,00175 | 0,00175 | 0,00263
NR_116240.1 Bacillus methylotrophicus 0,01125 | 0,00307 | 0,00263 | 0,00351 | 0,00351 ( 0,00351 | 0,00263 | 0,00219 | 0,00131 | 0,00307 | 0,00219
MNR_117274.1 Bacillus siamensis 0,01219 | 0,00396 | 0,00352 | 0,00440 | 0,00440 | 0,00440 | 0,00351 | 0,00307 | 0,00219 | 0,00397 | 0,00308 | 0,00175
NR_118996.1 Bacillus licheniformis 0,01789 | 0,00940 | 0,00894 | 0,00985 | 0,00985 | 0,00985 | 0,00986 | 0,01031 | 0,00940 | 0,00848 | 0,01125 | 0,01078 | 0,01172
NR_113993.1_Bacillus sonorensis 0,01885 | 0,01031 | 0,00986 | 0,01076 | 0,01076 | 0,01076 | 0,01078 ( 0,01123 | 0,01031 | 0,00939 | 0,01218 | 0,01170 | 0,01264 | 0,00175

Sekil 3.29.RFLKO06 izolatinin uzaklik matriksi

—_

NR_113929.1 Bacillus axarquiensis strain LMG 22476 165 ribosomal RNA gene parial sequence
NR_115262.1 Bacillus malactensis strain CR-95 165 ribosomal RNA gene parial sequence

NR_115063.1 Brevbacterium halotolerans strain DSM 8802 165 ribosomal RNA gene complete sequence
NR_112125.1 Bacillus mojavensis strain NBRC 15718 165 ribosomal RNA gene partial sequence

RFLKO06

L pvons)
00010

i

NR_104919.1 Bacillus tequilensis strain 10b 165 nbosomal RNA gene partial sequence
NR_104873.1 Bacillus subtiis subsp. inaguosorum strain BGSC 3A28 165 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_1139%4.1 Bacillu vallismorts strain NBRC 101236 16S nibosomal RNA gene partial sequence

NR._116022.1 Bacillus amyloliquefaciens strain BCRC 11601 16S ribosomal RNA gene partial sequence

NR_116325.1 Bacillus nematocida strain B-16 168 ribosomal RNA gene partial sequence

Sekil 3.30.RFLKO6 izolatinin soy agaci goriintiisii
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RFLK06 - Soy Agact

NR_116240.1 Bacillus methylotrophicus strain CBMB205 165 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_17274.1 Bacillus siamensis strain PD-A10 165 ribosomal RNA gene parial sequence
NR_112723.1 Bacillus atrophaeus strain NBRC 15539 168 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_118996.1 Bacillus licheniformis strain DSM 13 165 ribosomal RNA gene complete sequence
NR_113993.1 Bacillus sonorensis strain NBRC 101234 16 ribosomal RNA gene parial sequence




RFLKO7 - Uzakhk Matriksi

NR_118547.1 Aeromonas salmonicida 0,02076

NR_104935.1 Haemophilus piscium 0,02259 | 0,00178

NR_116935.1 Aeromonas piscicola 0,02259 | 0,00178 | 0,00000

NR_026089.2 Aeromonas bestiarum 0,02259 | 0,00178 | 0.00000 | 0.00000

NR_118042.1 Aeromanas encheleia 0,02350 | 0,00267 | 0,00445 | 0,00445 | 0,00445

NR_115351.1 Aeromonas molluscorum 0,02350 | 0,00267 | 0,00445 | 0,00445 | 0,00445 | 0,00000

NR_116880.1 Aeromonas rivuli_strain 0,02444 | 0,00356 | 0,00535 | 0,00535 | 0,00535 | 0,00624 | 0,00624

NR_112837.1 Aeromonas sobrig 0,02628 | 0,00535 | 0,00714 | 0,00714 | 0,00714 | 0,00804 | 0,00804 | 0,00178

NR_136829.1 Aeromonas aquatica 0,02717 | 0,00624 | 0,00445 | 0,00445 | 0,00445 | 0,00356 | 0,00356 | 0,00983 | 0,00983

NR_118946.1 Aeromonas eucrenophila 0,02906 | 0,00804 | 0,00984 | 0,00984 | 0,00984 | 0,00535 | 0,00535 | 0,01165 | 0,01165 | 0,00535

NR_025317.1 Aeromonas popojfii 0,02307 | 0,00804 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00625 | 0,00803 | 0,00983 | 0,00446 | 0,00986

NR_043885.1 Aeromonas bivalvium 0,03002 | 0,00895 | 0,01075 | 0,01075 | 0,01075 | 0,00715 | 0,00715 | 0,00715 | 0,00804 | 0,00805 | 0,00087 | 0,00535

NR_118043.1 Aeromonas tecta 0,03088 | 0,00983 | 0,01163 | 0,01163 | 0,01163 | 0,00714 | 0,00714 | 0,01344 | 0,01344 | 0,00714 | 0,00715 | 0,01165 | 0,01166

NR_074841.1 Aeromonas hydrophila 0,03277 | 0,01164 | 0,00984 | 0,00984 | 0,00984 | 0,00894 | 0,00894 | 0,01527 | 0,01708 | 0,00894 | 0,01074 | 0,01167 | 0,01621 | 0,01617

Sekil 3.31.RFLKO07 izolatinin uzaklik matriksi

NR_118946.1 Aeromanas eucrenaphila strain NCIMB 74 165 ribosomal RNA gene complete Sequence
NR_118043.1 Aeromonas tecta strain CECT 7062 165 ribosomal RNA partial sequence
NR_136629.1 Aeromonas aquatica strain AE235 163 ribasomal RNA patial sequence
R _074841.1 Aeromanas hydrophil strain ATCC 7966 16 ribosomal RNA gene complete sequence
R _118042.1 Aeomanas encheleia strain CECT4342 168 ribosomal RNA gene parial sequence
NR_115351.1 Aeromonas molluscorum strain LMG 22214 168 ribosomal RNA gene complete sequence
NR_025317.1 Aeromonas popofi strain LMG 17541 165 nbosomal RNA gene parial sequence
NR_043685.1 Aeromanas bivahium strain 863E 165 nbosomal RNA gene partial sequence
— NR_116880.1 Aeromonas muli strain DSM 22539 165 ribosomal RNA gene partial sequence
L NR_112837.1 Aeromonas sobria strain JCM 2139 165 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_104935.1 Haemophilus piscium strain CIP 106116 165 ribosomal RNA gene complete sequence

R _026089.2 Aeromanas bestiarum srain CIP 74.30 168 ribosomal RNA gene complete sequence
_[ NR_116935.1 Aeromonas piscicola strain $1.2 165 ribasomal RNA gene partial sequence
NR_116547.1 Aeromonas salmonicida strain ATCC 33658 165 ribasomal RNA gene complete sequence
RFLK07

RFLKO07 - Soy Agact

Sekil 3.32. RFLKO07 izolatinin soy agaci goriintiisii
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RFLKO08 - Uzakhk Matriksi

MNR_041248.1 Bacillus anthracis 0,00885
NR_074540.1 Bacillus cereus 0,00984 | 0,00098
NR_114581.1 Bacillus thuringiensis 0,01083 | 0,00195 | 0,00098
NR_121761.1 Bacillus toyonensis 0,01083 | 0,00195 | 0,00098 | 0,00000

NR_117414.1 Bacillus marcorestinctum 0,01283 | 0,00391 | 0,00293 | 0,00195 | 0,00195

NR_113991.1 Bacillus pseudomycoides 0,01383 | 0,00490 | 0,00588 | 0,00687 | 0,00687 | 0.00884

NR_113990.1 Bacillus_mycoides 0,01580 | 0,00685 | 0,00587 | 0,00489 | 0,00489 | 0,00489 | 0,01180

NR_024697.1 Bacillus weihenstephanensis | 0,01580 | 0,00685 | 0,00587 | 0,00489 | 0,00489 | 0,00489 | 0,01180 | 0,00000

NR_116644.1 Bacillus gaemokensis 0,02288 | 0,01380 | 0,01280 | 0,01181 | 0,01181 | 0,01182 | 0,01082 | 0,01082 | 0,01082

NR_125530.1 Bacilius maniiponensis 0,02685 | 0,01774 | 0,01875 | 0,01975 | 0,01975 | 0,02176 | 0,01877 | 0,02274| 0,02274 | 0,02583

NR_074914.1 Bacillus cytotoxicus 0,02994| 0,02077  0,02178 | 0,02279 | 0,02279 | 0,02481 | 0,01776| 0,02782| 0,02782 | 0,02683 | 0,02275

NR_133704.1 Bacillus tianshenii 0,04764 | 0,03920  0,04025 | 0,04128 | 0,04128 | 0,04131 | 0,04031 | 0,04231 | 0,04231 | 0,04343 | 0,04325 | 0,04639

NR_041942.1 Bacillus acidicola 0,05176 | 0,04224  0,04330 | 0,04433 | 0,04433 | 0,04642 | 0,03914 | 0,04951| 0,04951 | 0,04316 | 0,05164 | 0,03919 | 0,05702
NR_118437.1 Bacillus marisfiavi 0,05289 | 0,04334 | 0,04440 | 0,04543 | 0,04543 | 0,04753 | 0,04022 | 0,04854 | 0,04854 | 0,04219 | 0,05274 | 0,04744 | 0,04755 | 0,02682

Sekil 3.33.RFLKO08 izolatinin uzaklik matriksi

RFLKO0§

NR_041248.1 Bacilus anthracis strain ATCC 14578 16S nbosomal RNA gene partal sequence
NR_074540.1 Bacillus cereus ATCC 14579 165 nbosomal RNA (mmA) gene complete sequence
NR_121761.1 Bacillus toyonensis strain BCT-7112 16S ribosomal RNA gene complete sequence
NR_114561.1 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR_117414.1 Bacilus marcorestinctum strain LQQ 163 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_113990.1 Bacillus mycoides strain NBRC 101228 16S ribosomal RNA gene parial sequence
NR_024697.1 Bacillus weihenstephanensis strain DSM 11821 165 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_116644.1 Bacillus gaemokensis strain BL3- 16S rbosomal RNA gene parial sequence
NR_113991.1 Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232 165 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_125530.1 Bacillus manliponensis strain BL4-6 16S ribosomal RNA gene parial sequence
NR_074914.1 Bacillus cytotoxicus strain NVH 39198 165 nbosomal RNA gene complete sequence
NR_133704.1 Bacillus tianshenii strain YIM M13235 16S ribosomal RNA partial sequence

= NR_041942.1 Bacillus acidicola strain 105-2 165 ribosomal RNA gene complete sequence

— NR_118437.1 Bacillus marisfiav strain TF-11 163 nbosomal RNA gene partial sequence

. RFLKO08 - Soy Agaci

Sekil 3.34. RFLKOS izolatinin soy agaci gortintiisii
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RFLK12 - Uzakhk Matriksi

NR_118439.1 Bacilius oerius 0,00624

NR_042336.1 Bacillus stratosphericus 0,00624 ( 0,00000

MNR_042337.1 Bacillus aititudinis 0,00624 | 0,00000 | 0,00000
NR_041794.1 Bacilius safensis 0,00982 | 0,00355 | 0,00355 | 0,00355
NR_043242.1 Bacillus pumilus 0,01072 | 0,00444 | 0,00444 | 0,00444 | 0,00089

NR_112723.1 Bacillus atraphaeus 0,03086 | 0,02438 | 0,02438 | 0,02438 | 0,02621 | 0,02713
NR_102783.1 Bacillus subtilis 0,03178 | 0,02529 | 0,02529 | 0,02529 | 0,02713 | 0,02804 | 0,00623

NR_116240.1 Bacillus methylotrophicus 0,03271 | 0,02621 | 0,02621 | 0,02621 | 0,02804 | 0,02896 | 0,00534 | 0,00266

NR_116022.1 Bacillus amyloliquefaciens | 0,03273 | 0,02622 | 0,02622 | 0,02622 | 0,02806 | 0,02898 | 0,00355 | 0,00266 | 0,00178

NR_104919.1 Bacillus tequilensis 0,03456 | 0,02804 | 0,02804 | 0,02804 | 0,02804 | 0,02896 | 0,00713 | 0,00266 | 0,00533 | 0,00534

NR_024696.1 Bacillus vallismortis 0,03458 ( 0,02806 | 0,02806 | 0,02806 | 0,02806 | 0,02898 | 0,00355 | 0,00445 | 0,00355 | 0,00177 | 0,00355

NR_112725.1 Bacillus mojavensis 0,03551 | 0,02898 | 0,02898 | 0,02898 | 0,03082 | 0,03175 | 0,00623 | 0,00355 | 0,00623 | 0,00444 | 0,00266 | 0,00444

NR_117274.1 Bacillus siamensis 0,03553 | 0,02900 | 0,02900 | 0,02900 | 0,03084 | 0,03177 | 0,00803 | 0,00534 | 0,00267 | 0,00445 | 0,00802 | 0,00624 | 000892
NR_043268.1 Bacillus idriensis 0,03942 ( 0,03283 | 0,03283 | 0,03283 | 0,03097 | 0,03190 | 0,04793 | 0,04504 | 0,04598 | 0,04601 | 0,04410 | 0,04412 | 0,04695 | 0,04888

Sekil 3.35.RFLK 12 izolatinin uzaklik matriksi

—,_: NR_116240.1 Bacillus methylotrophicus strain CBMB205 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR_17274.1 Bacillus siamensis strain PD-A10 16S ribosomal RNA gene parial sequence
NR_116022.1 Bacillus amyloliquefaciens strain BCRC 11601 165 ribosomal RNA gene partial sequence

NR_112723.1 Bacillus atrophaeus strain NBRC 15539 165 ribosomal RNA gene partial sequence
l: NR_024696.1 Bacillus vallismortis strain DSM 11031 165 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_102783.1 Bacillus sublils strain 168 163 ribosomal RNA gene complete sequence

_': NR_112725.1 Bacillus mojavensis strain NBRC 15718 165 ribosomal RNA gene partial sequence
NR_104919.1 Bacillus tequilensis strain 10b 16S ribosomal RNA gene partial sequence

— NR_041794.1 Bacillus safensis strain FO-36b 168 ribasomal RNA gene partial sequence
— NR_043242.1 Bacillus pumilus strain ATCC 7061165 rbosomal RNA gene partial sequence
NR_118439.1 Bacillus aerius strain 24K 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR_042336.1 Bacillus stratosphericus strain 41KF2a 165 ribosomal RNA gene partial sequence

NR_042337.1 Bacillus altitudinis strain 41KF2b 165 ribosomal RNA gene parial sequence
B

NR_043268.1 Bacillus idriensis strain SMC 4352-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence

RFLK12 - Soy Agaci
p———
000

Sekil 3.36. RFLK12 izolatinin soy agaci goriintiisii
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3.2.5.4 ARDRA

ARDRA analizi, 16S rRNA geninin, 27F-1492R primerleriyle ¢ogaltilmasiyla elde
edilen PZR iirtinlerinin, restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonunda, kalip DNA
olarak kullanilmasiyla gerceklestirildi. Hem standart suglarin hem de izolatlarin PZR
reaksiyonu ile ¢cogaltilan 16S rRNA gen bolgesi, Alul, Haelll veya Taql restriksiyon

enzimleri ile kesildi ve olusan kesim iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile belirlendi.

Bacillus cereus ATCC 10876 referans susu Alul enzimi kesim reaksiyonunda,
yaklasik olarak 650bp, 225bp, 125bp olmak tizere 3 farkli bant profili olusturdu.
Haelll enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 650bp, 500bp, 325bp ve 125bp
olmak tizere 4 farkli bant profili olusturdu. Tagl enzimi kesim reaksiyonunda,

yaklasik olarak 850bp, 575bp vel25bp olmak {izere 3 farkli bant profili olusturdu.

Bacillus subtilis ATCC 6633 referans susu Alul enzimi kesim reaksiyonunda,
yaklasik olarak 650bp, 225bp, 125bp olmak lizere 3 farkli bant profili olusturdu.
Haelll enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 650bp, 500bp, 325bp ve 125bp
olmak tizere 4 farkli bant profili olusturdu. Tagl enzimi kesim reaksiyonunda,

yaklasik olarak 850bp, 575bp vel25bp olmak iizere 3 farkli bant profili olusturdu.

RFLKO1 kodlu izolat Alul enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 500bp,
300bp ve 125 bp olmak iizere 3 farkli bant profili olusturdu. Haelll enzimi kesim
reaksiyonunda, yaklasik olarak 750bp, 500bp, 325bp ve 125bp olmak tizere 4 farkli
bant profili olusturdu.Taql enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 525bp,
450bp, 350bp ve 200bp olmak iizere 4 farkli bant profili olusturdu.

RFLKO3 kodlu izolat Alul enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 650bp,
225bp ve 125bp olmak lizere 3 farkli bant profili olusturdu.Haelll enzimi kesim
reaksiyonunda, yaklasik olarak 650bp, 500bp, 325bp ve 125bp olmak iizere 4 farkli
bant profili olusturdu.Tagl enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 850bp,
575bp vel25bp olmak {izere 3 farkli bant profili olusturdu.
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RFLKO6 kodlu izolat Alul enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 500bp,
300bp ve 125 bp olmak tizere 3 farkli bant profili olusturdu.Haelll enzimi kesim
reaksiyonunda, yaklasik olarak 750bp, 500bp, 325bp ve 125bp olmak tizere 4 farkli
bant profili olusturdu. Taqgl enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 525bp,
450bp, 350bp ve 200bp olmak iizere 4 farkli bant profili olusturdu.

RFLKO8 kodlu izolat Alul enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 650bp,
225bp ve 125bp olmak lizere 3 farkli bant profili olusturdu.Haelll enzimi kesim
reaksiyonunda, yaklasik olarak 650bp, 500bp, 325bp ve 125bp olmak tizere 4 farkli
bant profili olusturdu.Tagl enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 850bp,
575bp vel25bp olmak {izere 3 farkli bant profili olusturdu.

RFLK12 kodlu izolat Alul enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 500bp,
300bp ve 200bp olmak tizere 3 farkli bant profili olusturdu. Haelll enzimi kesim
reaksiyonunda, yaklasik olarak 750bp, 500bp, 325bp ve 125bp olmak iizere 4 farkli
bant profili olusturdu. Tagl enzimi kesim reaksiyonunda, yaklasik olarak 1000bp,
350bp ve 200bp olmak tizere 3 farkli bant profili olusturdu.

ARDRA analizlerinin jel goriintiileri Sekil 3.37, Sekil 3.38 ve Sekil 3.39°da
gosterildi. Jel goriintiilerine Ladder’dan itibaren sirasiyla;

1)Referans sus; Bacillus cereus ATCC 10876

2)Referans sus: Bacillus subtilis ATCC 6633

3)RFLKO1 (Bacillus mojavensis)

4)RFLKO03(Bacillus thuringiensis)

5)RFLKO06(Bacillus mojavensis)

6)RFLKO08(Bacillus anthracis)

7)RFLK12(Bacillus stratosphericus) yiiklendi.
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LHHerey v

I

Sekil 3.37.Alul enzimi ile kesim reaksiyon sonucunun jel goriintiisii

e Rl Rl b

Sekil 3.38.Haelll enzimi ile kesim reaksiyon sonucunun jel goriintiisii

QoA WN W

Sekil 3.39.Taql enzimi ile kesim reaksiyon sonucunun jel goriintiisii

99



3.3. Proteaz Enzimi Uretimi

3.3.1. Proteaz Aktivitesinin Kalitatif Belirlenmesi

Izolatlarin skimmilk agar besiyerinde, 27 °C’de, pH 7.0, 72 saat inkiibasyonlar1
sonucu olusturduklart zon ¢aplart Cizelge 3.7.’deve Sekil 3.40°de gosterildi.En

biyiik zon g¢apt RFLKO7(Aeromonas salmonicida), en kiigiik zon g¢ap1
RFLKO08(Bacillus anthracis)’de goriildii.

Sekil 3.40. a) RFLKO03 ve b) RFLK12 izolatlarinin proteaz iiretimi sonucu zon ¢aplar1 (mm)

Cizelge3.7.1zolatlarinin zon ¢aplari(mm)

[zolatlar RFLKO1 RFLKO3 RFLKO06 RFLKO7 RFLKO08 RFLK12
Zon Cap1 19 mm 24mm 23mm 33mm 12,5 mm 16mm
(mm)
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3.3.2.Proteaz Aktivitesinin Kantitatif Belirlenmesi

Proteaz aktivitesinin Kkantitatif belirlenmesi amaciyla tirozin standart grafigi
olusturuldu (Sekil 3.41).

0,4
0,35
0.3 y = 0,0016x + 0,0499
‘E 0,25 R? = 0,9946
0,2

0,15 *
0,1

OD(660n

0,05

0 50 100 150 200 250
Konsantrasyonlar (ug/mL)

Sekil 3.41. Tirozin Standart Grafigi
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3.4. Optimum Proteaz Uretiminin Gerceklestigi Kosullarin Belirlenmesi

3.4.1. Proteaz Enziminin Optimum Uretildigi Sicakhk ve pH Kosullarinin Belirlenmesi

Proteaz Aktivitesi (U/mL
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Sekil 3.42.RFLKO1(Bacillus mojavensis)proteaz enziminin optimum iiretildigi sicaklik ve pH kosullar
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Sekil 3.43. RFLKO3(Bacillus thuringiensis) proteaz enziminin optimum {iretildigi sicaklik ve pH kosullar
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Proteaz Aktivitesi (U/mL)
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Proteaz Aktivitesi (U/mL)

90

80

70

60

50

40

30

20

10

17,187

24,
saat

33,343

48.
saat

41,25

72.
saat

pH 7.0

15,812

24,
saat

44,343

_——— 48,812

48.
saat

o

o

o

— 24,75

72.

saat

pH 9.0
17 °C

24,
saat

48.
saat

72.
saat

pH 12.0

24.

saat

45,031

48.
saat

56,375

72.
saat

pH 7.0

27,843

24,
saat

63,593

48.
saat

82,156

o

o

o

36,781

72.
saat

pH 9.0

27°C

24,
saat

48.
saat

72.
saat

pH 12.0

24,
saat

40,562
38,843

33,343

48.
saat

72.
saat

pH 7.0

24.

saal

Sicaklik ve pH Kosullar

37,125

—_— 39,187

48.
t|saat

o

o

o

I 32,312

72.

saat

pH 9.0
37°C

24,
saat

48.
saat

72.
saat

pH 12.0

24.

saat

49,156

48.
saat

—_— 38,843

o

o

o

o

o

o

72.

saat

pH 7.0

24,
saat

pH 9.0

48.
saat

72.
saat

50°C

24,
saat

48.
saat

72.
saat

pH 12.0

Sekil 3.45. RFLKO7(Aeromonas salmonicida) proteaz enziminin optimum tretildigi sicaklik ve pH kosullari
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Sicaklik ve pH Kosullari

Sekil 3.46. RFLKO08(Bacillus anthracis) proteaz enziminin optimum iiretildigi sicaklik ve pH kosullari
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Sicakhik ve pH Kosullar

Sekil 3.47. RFLK12(Bacillus stratosphericus) proteaz enziminin optimum tretildigi sicaklik ve pH kosullari
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Sonuglara gore; Cizelge 3.8.’de izolatlarin optimum proteaz liretiminin gergeklestigi

sicaklik ve pH kosullar1 gosterildi.

Cizelge 3.8.0ptimum proteaz iiretiminin gergeklestigi sicaklik ve pH kosullari

Izolatlar Proteaz Aktivitesi (U/ mL) Sicaklik(°C) pH kosulu
RFLKO1 49,843 27 (°C) pH 9.0
RFLKO03 59,812 27 (°C) pH 7.0
RFLKO06 53,968 27 (°C) pH 7.0
RFLKO7 82,156 27 (°0O) pH 9.0
RFLKO08 52,593 27 (°0O) pH 9.0
RFLK12 47,093 37 (°C) pH 7.0

En yiiksek proteaz aktivitesi RFLKO07 kodlu izolat tarafindan gergeklestirildi. Ancak
RFLKO7 izolati Aeromonas salmonicida olarak tanimlandigi i¢in patojenitesinden
dolay1 endiistriyel liretime uygun olmadigi diisiiniildii. RFLKO7 haricinde proteaz
aktivitesi en yiiksek olan RFLKO3 kodlu izolatin hem patojen olmamasi hem de
drettigi optimum proteaz enziminin oda sicakligi ve nétral pH kosullar1 gibi
biyoteknolojik uygulanabilirlige uygun olmasi sebebi ile bundan sonraki ¢aligmalara
(enzimin Ozelliklerinin belirlenmesi ve enzimin kismi saflastirilmasi) bu izolat

uzerinden devam edildi.

3.4.2. Proteaz Enziminin Optimum Uretildigi inkiibasyon Siiresinin

Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresi olarak 24 saat, 48 saat ve 72 saat olmak iizere 3 farkli zaman
dilimi arastirildi. Cizelge3.9.’da izolatlarin optimum enzim {rettii inkiibasyon

stireleri verildi. Tiim izolatlarin 72. saatte optimum proteaz iirettigi saptandi.
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Cizelge 3.9. Optimum proteaz liretiminin ger¢eklestigi inkiibasyon stireleri

Izolatlar Proteaz Aktivitesi (U/ mL) Inkiibasyon Siiresi
RFLKO1 49,843 72. saat
RFLKO03 59,812 72. saat
RFLKO06 53,968 72. saat
RFLKQ7 82,156 72. saat
RFLKO08 52,593 72. saat
RFLK12 47,093 72. saat

3.4.3. Proteaz Enziminin Optimum Uretildigi inokulum Oraninin Belirlenmesi

RFLKO3 kodlu izolat i¢in, %1, %5, %10 ve %20 olmak iizere 4 farkli inokulum
oran1 arastirildi. Inkiibasyon sonunda proteaz aktiviteleri hesaplanarakproteaz
enziminin optimum {retildigiinokulum oran1 belirlendi (Sekil 3.48). Proteaz iiretimi
icin en iyi inokulum oran1 % 1, en diisiik proteaz iiretimi ise % 20 inokulum ile

gerceklesti.

44 - 42,968

43 | 42,625
42 -
41 -
40 -
39 - 38,156
38 -
37 -
36 -
35 -
34 -

37,125

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

Kontrol (%5 %1 inokulum %210inokulum %20inokulum
inokulum)

inokulum Miktarlan (%)

Sekil 3.48. RFLKO3 izolat1 i¢in inokulum oraninin proteaz {liretimine etkisi
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3.4.4. Proteaz Enziminin Uretildigi Optimum Besiyerinin Belirlenmesi

Enzim iretimi besiyerinin proteaz iretimini tesvik edici oOzelliginin belirlenmesi
amaciyla Nutrient Broth besiyeri ile ayn1 inkiibasyon kosullarinda proteaz aktiviteleri

acisindan karsilagtirildi (Sekil 3.49).

espmw Nutrient Broth 59,812
efil=Enzim Uretim Besiyeri

w S (€] o]
o o o o
I I I I

N
o
I

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

=
o
1

inkiibasyon Siireleri (giin)

1.gun 2.gln 3.glin

o

Sekil 3.49. Enzim iiretim besiyeri ile Nutrient Broth’un enzim tiretimine etkisi

3.4.4.1. Optimize Enzim Uretim Besiyeri

Enzim {retim besiyerindeki bilesenler inorganikler ve organikler olarak 2 ana
baglikta incelendi. Enzim iiretim besiyeri igeriginde bulunan inorganik bilesenler;
NaCl, MgS0Oa, CaCl, VE KH2PO4’tiir. Besiyeri igeriginde 3 farkli konsantrasyonda
bulunan bu bilesenlerin proteaz aktivitesi sonuglart Sekil 3.50°de gosterildi. Enzim
iretim besiyeri igeriginde bulunan organik bilesenler; pepton, maya Oziiti ve
kazeindir. Besiyeri igeriginde 3 farkli konsantrasyonda bulunan bu bilesenlerin

proteaz aktivitesi sonuglar1 Sekil 3.51°de gosterildi.
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= NaCl

m MgSO4
m CaCl2

m K2HPO4

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

Kontrol Proteaz | 0 g/L Proteaz X2 Proteaz x5 Proteaz

Aktivitesi Aktivitesi Aktivitesi Aktivitesi
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
NaCl 33,343 30,594 33 32,656
MgSO4 33,343 24,07 37,813 32,556
CaCl2 33,343 27,5 35,75 20,968
K2HPO4 33,343 26,468 24,062 37,812

Sekil 3.50. Enzim iiretim besiyerindeki inorganik bilesenlerin proteaz aktivitesineetkisi

m pepton
B maya
m kazein

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

Kontrol Proteaz
Aktivitesi (U/mL)

(Og/L) Proteaz
Aktivitesi (U/mL)

(x2) Proteaz
Aktivitesi (U/mL)

(x5) Proteaz
Aktivitesi (U/mL)

pepton

31,281

27,843

49,5

69,093

maya

31,281

36,093

40,218

50,531

kazein

31,281

19,25

41,25

35,062

Sekil 3.51. Enzim iiretim besiyerindeki organik bilesenlerin proteaz aktivitesine etkisi

Optimize enzim iiretim besiyerinde en yiiksek proteaz aktivitesine sahip olan bilesen
3.10.’da

konsantrayonlarinin giderek artmasi ile proteaz iiretimi arasinda dogrusal bir iligki

konsantrasyonlar1  Cizelge gosterildi.  Inorganik  bilesenlerin

gozlenmedi. Organik bilesenlerden ise pepton ve maya Oziitiinliin konsantrasyon
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arttikca proteaz liretiminin arttig1 saptandi. Pepton konsantrasyonunun 5 kat artmasi
proteaz Uretimini % 106 (2 kattan daha fazla) arttirdigi, maya G&ziitliniin
konsantrasyonunun 5 kat artmasi proteaz iiretimini % 51 arttirdigi, kazeinin ise

konsantrasyonunun 2 kat artmasi proteaz liretimini % 23 arttirdig1 saptandi.

Cizelge 3.10. Optimize enzim iiretim besiyeri bilesenleri ve konsantrasyonlari

Inorganik Bilesenler Organik Bilegenler
Bilesenler ]
NaCl MgS04 CaCl; KH2PO4 pepton maya 0ziitil kazein

Konsantrasyon 5 04 0,2 5 25 10 10
(9/L)
Proteaz 33,34 37,81 35,75 37,812 69,093 50,531 41,25
Aktivitesi
(U/mL)

3.4.4.2.Tek Azot Kaynag Bulunan Modifiye Enzim Uretim Besiyeri

Enzim {retimi besiyerindeki diger bilesenler sabit kalmak sartiyla, organik
kaynaklarin yerine tek azot kaynaklarinin eklenmesiyle modifiye enzim firetim
besiyeri olusturuldu. Azot kaynaklart 5 g/L ve 12g/L olmak tiizere 2 farkli
konsantrasyonda arastirildi. Arastirilan organik azot kaynaklari; pepton, maya, et
Oziitii, jelatin, kazein, skimmilk, iire, tripton ve soya unudur. Kontrol olarak enzim
tretim besiyeri kullanildi. Ayni inkiibasyon kosullarinda proteaz aktiviteleri

hesaplanarak karsilastirildi. Sonuglar Sekil 3.52°de gosterildi.

Tek azot kaynaklarmin konsantrasyonlart 5 g/L’den 12 g/L’ye ciktik¢a proteaz
iretiminin arttig1 gézlendi. Et 6ziitii ve kazeinin 12 g/L konsantrasyonlarinin kontrol
olarak kullanilan enzim iiretim besiyerinin proteaz iiretimi yeteneginden yiiksek
oldugu saptandi. Bu sonuglara gore Organik bilesenlerin et 6ziitli (6 g/L) ve kazein (6

g/L) oldugu yeni bir modifiye enzim iiretim besiyeri olusturuldu.
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40

7,468

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

Azot Kaynaklan
m 5 gr/L Proteaz Aktivitesi (U/mL) m 12 gr/L Proteaz Aktivitesi (U/mL)

Sekil 3.52. Besiyerindeki tek azot kaynaklarinin proteaz aktivitesine etkisi

3.4.4.3. Karbon Kaynag Bulunan Modifiye Enzim Uretim Besiyeri

Enzim {iretimi besiyerindeki tiim bilesenler sabit kalmak sartiyla, karbon
kaynaklarinin ilavesiyle modifiye enzim firetim besiyeri olusturuldu. Karbon
kaynaklar1 1 g/L ve 5 g/L olmak {izere 2 farkli konsantrasyonda eklendi. Arastirilan
karbon kaynaklari; glikoz, nisasta, laktoz, fruktoz, siikroz ve galaktozdur. Kontrol
olarak enzim iretim besiyeri kullanildi. Ayni inkiibasyon kosullarinda proteaz
aktivitelerikarsilastirildi. Sonuglar Sekil 3.53’de gosterildi.

Glikoz, nisasta ve siikrozun proteaz lretimini tesvik edici olmadiklari, laktoz,
galaktoz ve fruktozun ise proteaz iiretimini arttirdiklar1 gézlendi. En yiiksek artis

galaktozda gorildii.
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Sekil 3.53. Besiyerindeki tek karbon kaynaklarinin proteaz aktivitesineetkisi

3.4.4.4. Farkh besiyerlerinde Elde Edilen Proteaz Aktiviteleri

Karsilagtirilan besiyerleri; Nutrient Broth besiyeri, enzim iiretim besiyeri, optimize
enzim lretim besiyeri, modifiye enzim iiretim besiyeril (organik bilesen olarak 6g/L
et oziitli ve 6 g/L kazein igeren), modifiye enzim iiretim besiyeri 2(5 g/L galaktoz
iceren)’dir. Ayni inkiibasyon sartlarinda proteaz aktiviteleri hesaplanarak
birbirleriyle kiyaslandi. Sonuglar Sekil 3.54.’de gosterildi. En yliksek proteaz iiretimi

optimize enzim iiretiminde goriildii. En diisiik proteaz iiretimi ise Nutrient Broth’da

gerceklesti.
71207 97,281
£100 -
2 _
; 80 59,812 65,75 65,812
£ 60 1
=
% ;g 18,906
§ 0 - T T T T
§ Nutrient Broth Enzim Uretim  Optimize Modifiye Modifiye
o Besiyeri Enzim iiretim Enzim BesiyeriEnzim Besiyeri
(Kontrol) b.yeri (6gr/L et (5gr/L
oziiti+ 6gr/L galaktoz)
. . kazein)
Besiyerleri

Sekil 3.54. Farkli besiyerlerinin proteaz aktivitelerinin karsilastirilmasi
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3.45Referans Suslar ile RFLKO03 Kodlu izolatin ProteazAktivitelerinin

Karsilastirilmasi

Referans suslar; Bacillus cereus ATCC 10876 ve Bacillus subtilis ATCC 6633’tiir.
Sonuglar Sekil 3.55’de gosterildi. RFLKO3(Bacillus thuringiensis) izolatinin proteaz

aktivitesinin referans suslardan daha ytiksek oldugu belirlendi.

60 s
m Proteaz aktivitesi (U/mL)

50,187

50 -
43,312

40,218
40 -

30 -

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

RFLK3 B. cereus B. subtilis
Referans Suslar

Sekil 3.55. Referans Suslar ile RFLK03 izolatimnaktivitelerinin Karsilastiriimasi

3.5. Enzim Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.5.1. Sicakhgin Proteaz Aktivitesine Etkisi

Sicakligin enzim aktivitesine etkisinin incelendigi ¢aligmanin sonuglariSekil 3.56’da

gosterildi. Enzimin 17 °C ile 80 °C arasinda aktivitesini korudugu gozlendi. Enzimin

optimum aktive oldugu sicaklik 70 °C bulundu.
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20,62

24,06 25,44

21,66
16,5

e=pmmProteaz Aktivitesi (U/mL)
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50°C 60°C 70°C 80°C Sicaklik (°C)

Sekil 3.56.Sicakligin enzim aktivitesine etkisi

3.5.2. pH Degerinin Proteaz Aktivitesine Etkisi

pH degerinin enzim aktivitesine etkisinin incelendigi g¢alismanin sonuglariSekil

3.57°de gosterildi. Enzimin aktive oldugu optimum pH degerinin pH 7.0 oldugu, pH

degeri arttikca aktivitesinin diistiigli gozlendi.

N N W W
o o1 O O
1 1 1 J

[EY
o1 o
I I

o

e=g=mProteaz Aktivitesi (U/mL)

3,09

Proteaz Aktivitesi (U/mL)
[E=Y
(6]

pH 7.0

pH 10.0 pH 11.0 pH 12.0
pH

Sekil 3.57. pH’1n enzim aktivitesine etkisi
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3.5.3. Metal Iyonlarmin Proteaz Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

Metal iyonlarmin enzim aktivitesine etkisinin belirlendigi caligmalarin sonuglari
Cizelge 3.11°de, (+2) degerlikli metal iyonlarimin enzim aktivitesine etkisi Sekil
3.58’de gosterildi. Enzimin arastiritlan metal iyonlar1 varliginda aktivitesini

korudugu; mangan ve kobalt varliginda aktivitesini arttirdigi gézlendi (Sekil 3.58).

Cizelge 3.11.Metal Iyonlarmin Proteaz Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

Metal iyonlari Kontrol Proteaz Aktivitesi Proteaz Aktivitesi
(U/mL) (2 mM) (U/mL) (10 mM)
26,81
LiCl 15,81 22,34
NaCl 24,06 23,03
KCI 21,31 25,78
AICl; 22.00 10,31
Cr(NOs)s 24,41 19,25
FeCls 17,19 20,63
CuSO4 26,81 17,53
Co(NOs3), 29,56 30,60
ZnS0, 24,41 18,56
FeNO3(S04), 21,31 05,84
Sr(NO3)2 24,75 22,00
Mn(SOx)2 30,59 37,13
Pb(NO3), 23,37 01,03
Ni(SO4). 25,09 24,06
SrCl; 17,87 26,47
CuCl, 23,03 15,47
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MgSO4 20,63 20,28

ZnNOs 21,31 17,19
caCl, 20,62 24,41
MgClI 20,28 21,66

Prot Aktivitesi M Proteaz Aktivitesi
roteaz ivitesi (U/mL) (2 mM)

(U/mL) M Proteaz Aktivitesi
40 - (U/mL) (10 mM)

35 -
30 -
25 -
20 A

15 A

YNNG SR\ R G SR

N O ~ L L P MOy & NI
P $o,,,\ N & NI WA
© Metal iyonlari

Sekil 3.58. Metal iyonlarmin Enzim Aktivitesine Etkisinin Belirlenmesi

3.5.4. Cesitli Kimyasallarin Proteaz Aktivitesine Etkisi
Cesitli kimyasallarin proteazaktivitesine etkisinin belirlendigi ¢alismalarin sonuglar

Sekil 3.59°da gosterildi. H202 nin aktiviteyi biiyiik 6l¢iide arttirdigi(yaklasik 2 kat),
SDS’in ise biiylik ol¢lide azalttig1 gozlendi.
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m H202 (Oksitleyici

50,53 ajan)

33,34

26,8126,81

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

Proteaz Aktivitesi Proteaz Aktivitesi Proteaz Aktivitesi
(U/mL) (%1) (U/mL) (%5) (U/mL) Kontrol

Konsantrasyon

Sekil 3.59. Cesitli kimyasallarin enzim aktivitesine etkisi

3.5.5.0rganik Coziiciilerin Proteaz Aktivitesine Etkisi

Organik ¢oziiciilerin varliginda proteaz aktivitesinin korundugu, benzenin aktiviteyi

biiyiik 6l¢iide arttirdig: (yaklasik 2 kat) gozlendi (Sekil 3.60.).

00
50 W Proteaz Aktivitesi (U/mL) NS
45 (%10)
W Proteaz Aktivitesi (U/mL)
40 - (%25) -

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

O o o S

N

@ N o o &
PRI AR o &
Organik Coziiciiler R

Sekil 3.60.0rganik ¢oziiciilerin enzim aktivitesine etkisi
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3.5.6. inhibitorlerin Proteaz Aktivitesine Etkisi

Inhibitérlerin proteazaktivitesine etkisinin belirlendigi calismalarin sonuglarina gére
EDTA ve PMSF’nin enzim aktivitesini % 40, DPPH’1n ise % 34 oraninda inhibe
ettigi saptand (Sekil 3.61).

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

Sekil 3.61

mPMS

Proteaz Aktivitesi  Proteaz Aktivitesi  Proteaz Aktivitesi
(U/mL) Kontrol (U/mL) (%10) (U/mL) (%25)
Konsantrasyonlar

3.5.7.Substrat Ozgiilliigii

. Inhibitorlerin enzim aktivitesine etkisi

Substrat ozgiilliiginiin belirlendigi ¢alismalarin sonuglarina gore; enzimin kazein,

jelatin ve soya ununu hidrolize etmede, BSA ve ovalbumine gore daha basarili

oldugu saptand1 (Sekil 3.62.).

N
o

w W
o o1

25

= =N
o ulo Ul o

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

m Proteaz Aktivitesi (U/mL)

33,69
31,63 29,56
22,34
I 18,22
Kazein Jelatin BSA Ovalbumin Soya unu
(Kontrol)

Sekil 3.62.Substrat 6zgiilliigii

Substratlar
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3.6. Enzimin Kismi Saflastirilmasi

3.6.1. Toplam Protein Miktarimin Hesaplanmasi

3.6.1.1. BSA Standart Grafigi

0,45 - 0,417

0,4 -
0,35 -
0,3 -
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

y = 0,0021x + 0,0029
R® = 0,9937

OD (595nm)

0 50 100 150 200 250

Konsantrasyonlar

Sekil 3.63. BSA Standart Grafigi

3.6.2. Saflastirma Basamaklari

Enzimin kismi saflastirilmasi igin sirasiyla; Santrifiigasyon, Coktiirme, Diyaliz ve
Iyon Degisimi Kromotografisi islemleri uygulandi. Her bir basamak sonunda
saflastirilan enzimin proteaz aktivitesi(U/mL), protein miktar1 (pg/mL), spesifik
aktivitesi (U/mg), verim(%) ve saflastirma katsayisi hesaplandi. Sonuglar Cizelge
3.12, Sekil 3.64 ve Sekil 3.65’de gosterildi.
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Cizelge 3.12.Saflasirma basamaklari ve parametrelerin etkisi

Ham %30 C. %380 C. Diyaliz Kromatografi Kromatografi
Homojenat (st sivi)  (iist s1vi) (Pelet)  (5No’lu Frak.) (31No’lu Frak.)

RFLKO3

Proteaz Aktivitesi (U/

63,281 60,843 44,343 30,973 6,875 13,75
mL)
Protein Miktar1
145,714 140,952 76,19 537,143 63,3 119,5
(ng/mL)
Spesifik Aktivite 436,42 576,7 1091,2 1155,4
(U/mg)
Enzim Hacmi(mL) 50 - - 5 5 5
Verim (%) 100 - - 30 150 164
Saflagtirma Katsayisi 1,0 - - 1,3 2,5 2,6

Kismi saflastirma sonuglarina gore enzim saflastirildik¢a proteaz aktivitesinde diisiis,
protein miktarinda artis meydana geldigi; kromatografi sonrasi; proteaz aktivitesinin
diistiigii, spesifik proteaz aktivitesinin arttigi saptandi. Proteaz enzimi; NaCl
icermeyen fraksiyonlarda ve 1 M NaCl igeren fraksiyonlarda goriildii. Protein
miktarlar1 yiiksek olan 5 ve 31 numarali fraksiyonlara enzimin molekiiler agirliginin
tespiti icin SDS-PAGE analizi yapildi. Kromatografiye ait sonuglar Cizelge 3.13,
Sekil 3.66. ve Sekil 3.67.’de gosterildi.

07 63281 60,843

44,343

40 -
30 -
20 -
10 -

30,973

Proteaz Aktivitesi (U/mL)

Ham Homojenat %30 Coktirme %80 Coktirme  Toplam Peletin
Ust Sivi Ust Sivi Diyalizi

Saflastirma Islemleri

Sekil 3.64. Kismi saflagtirmanin proteaz aktivitesine etkisi
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Ham Homojenat %30 Coktiirme %80 Coktirme  Toplam Peletin
Ust Sivi Ust Sivi Diyalizi

Saflastirma islemleri

Sekil 3.65.Kismi saflagtirmanin protein miktarina etkisi

Cizelge 3.13. Fraksiyonlarin Proteaz Aktiviteleri (U/mL), Protein Miktarlar1 (ng/mL) ve Spesifik
Aktiviteleri (U/mg)

Fraksiyonlar  Proteaz Aktivitesi  Protein Miktarlar1 (ug/mL)  Spesifik Aktivite (U/mg) (1/10)
(U/mL)
1 0 1,428 0
2 0 26,19 0
3 0 28,571 0
4 0 30,476 0
5 6,875 63,3 109,12
6 6,875 31,428 218,94
7 13,75 30 458,33
8 20,625 25,714 825
9 0 31,428 0
10 20,625 22,381 937,5
11 0 15,238 0
12 0 8,571 0
13 0 6,19 0
14 0 6,19 0
15 27,5 6,66 4583,3
16 6,875 9,047 763,88
17 0 9,047 0
18 0 10,476 0
19 41,25 10 4125
20 0 7,142 0
21 20,625 10,952 2062,5
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22 0 10 0
23 20,625 18,095 1145,8
24 20,625 38,095 542,76
25 13,75 37,142 371,62
26 41,25 40,476 1031,25
27 0 45,238 0
28 20,625 48,095 429
29 20,625 50,476 412
30 27,5 57,619 482
31 13,75 119,5 115,54
0-9: NaCl icermeyen tampon
9-16: 10 mM NaCl i¢eren tampon
16-23: 100 10 mM NacCl igeren tampon
23-31: 1 M NaCl igeren tampon bulunmaktadir.
45
40 "
35
30
-
E® ”
= 20
3
S 15
v
< 10
N
S
: IV
2 J |
O . T T T T 1
. 5 10 15 20 25 30 35
-10

Fraksiyon Numaralari

Sekil 3.66. DEAE sepharose iyon degistirici kromatografi sonrasi fraksiyonlarin

proteaz aktiviteleri (U/mL)
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Sekil 3.67. DEAE sepharose iyon degistirici kromatografi sonrasi fraksiyonlarin
protein miktarlar1 (pg/mL)

3.6.3. SDS-PAGE

Ham homojenat 6rneginin SDS-PAGE analizinde yaksalik 100kDa, 80 kDa, 75kDa
ve 47 kDa olmak iizere toplamda 4 bant gozlendi (Sekil 3.68). Enzimin giderek
saflagmasi ile goriilen bant sayilar1 azaldi ve kolon sonrasi tek banta diistii. Diyaliz
orneginde yaklasik olarak 75 kDa ve 47 kDa olmak {izere 2 bant gozlendi. DEAE
Sepharose iyon degisimi kromatografi 6rneklerinden 2 fraksiyon secildi. 5 NO’lu
fraksiyon hi¢ NaCl tamponu icermeyen fraksiyonlardan en yiiksek protein miktarma
sahip olan fraksiyondur. 5 NO’lu fraksiyon Orneginin yaklasik 75 kDa oldugu
goriildii. 31 NO’lu fraksiyon ise en yiliksek konsantrasyonda(l M) NaCl tamponu
iceren fraksiyonlardan en yiiksek protein miktarina sahip fraksiyondur. 31 NO’lu
fraksiyon Orneginini yaklasik 47 kDa oldugu goriildii. PMSF ve EDTA inhibitorleri
ile aym1 oranda (%40) inhibe olan ham homojenat 6rneginden 2 farkli molekiiler

agirliga sahip (yaklasik 75 kDa ve 47 kDa) proteaz enzimi saflastirildi.
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Sekil 3.68.SDS-PAGE analiz sonuglari
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismada 10™ seyreltilmis toprak 6rneginin yayma ekimi basarili bir sonug verdi.
Koloni etrafindaki zonlar karigmamis, koloniler saflastirilmaya uygun birbirinden
uzak ve sik olustu. Koloni etrafindaki zonlarin biiyiikliiklerine gore 6 farkli koloni
secildi ve izolatlar RFLKO1, RFLKO03, RFLKO06, RFLKO7,RFLK08 ve RFLK12
olarak kodlandu.

[zolatlarmm makroskobik 6zellikleri incelendiginde; RFLKO1, RFLKO03, RFLKO06,
RFLKO8 ve RFLKI2’nin birbirlerine benzer koloni morfolojileri olusturdugu
gbzlendi. Kenarlar1 girintili ve ylizeyi pliriizli, R tipi formunda koloni yapilari
saptand1i. RFLKO07 kodlu izolatin ise kolonileri yuvarlak, piiriizsiiz ve homojen, S tipi
formunda koloni yapis1 gozlendi. RFLKO1, RFLK03, RFLK06, RFLKO0S8 ve RFLK12
izolatlarinin 16S rRNA analizi ve ARDRA sonuglarina gore Bacillus cinsine ait
mikroorganizmalar olarak tanimlanmasi, izolatlarin makroskobik o6zellikleri ile
uyumlu oldugunu destekledi. Yu ve ark. (2012) yaptiklart arastirmada basil
morfolojisinde olan B. anthracis, B. thuringiensis ve B. circulans’in ayni koloni
morfolojisi gosterdigini  belirtmislerdir[139].Cihan ve ark. (2012) yaptiklari
calisgmada izole ettikleri Bacillus sp. tiirlerinin sar1 renkli koloniler meydana
getirdigini belirtmistir[140].RFLKO7 kodlu izolatin Aeromonas salmonicida olarak

tanimlanmasi, makroskobik 6zellikleri ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Izolatlarin mikroskobik 6zellikleri incelendiginde; tiim izolatlarn gram boyama
sonucu, RFLKO07 kodlu izolat hari¢, gram (+) oldugu saptandi. Tiim izolatlarin basil
morfolojisinde oldugu gozlendi. Tiim izolatlarda spor boyama sonucu, RFLKO07
kodlu izolat harig, sporlanma saptandi. Sporlanma yetenekleri besiyeri icerigine gore
degismekte olup, enzim iiretimi besiyerinde 24. saatten sonra olugmaya basladig
goriildii. RFLKO1, RFLKO03, RFLKO06, RFLK08 ve RFLK12 izolatlarinin 16S rRNA
analizi ve ARDRA sonuglarina gore Bacillus cinsine ait mikroorganizmalar olarak
tanimlanmasi, izolatlarin mikroskobik 6zellikleri ile uyumlu oldugunu destekledi.
Daffonchio ve ark. (1998) yaptiklar1 calismada Bacillus tiirlerinin spor yapma

yeteneklerinin oldugunu ve bu yeteneklerinden dolay1 cevresel etkilere karsi cok
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direngli olduklarin1 belirtmistir[141].Gosh ve ark. (2002) yaptiklar1 galismada
Bacillus sp. olarak tanimladiklari izolatlarin terminal/subterminal konumlarinda spor
yapilart  oldugunu, sporlarin  oval/elipsoidal  sekle  sahip  oldugunu
belirtmistir[142].RFLKO7  kodlu izolatin  Aeromonas salmonicida olarak

tanimlanmasi, mikroskobik 6zellikleri ile uyumlu oldugunu gosterdi.

Izolatlarin fizyolojik 6zellikleri incelendiginde; RFLKO1 kodlu izolat 17°C’de higbir
pH kosulunda tiremedi, 50°C’de pH 7.0’de iiredi. Optimal iireme sicakligi ve pH
kosulu ise 37°C’ ve pH 7.0 olarak saptandi (Sekil 3.4.). Mezofilik 6zellik gosterdigi
saptandi. RFLKO3 kodlu izolat 17°C’de pH 7.0 ve pH 9.0 da iiredi, 50°C’de higbir
pH kosulunda tiremedi. Optimal iireme sicakligi ve pH kosulu ise 37°C’ ve pH 7.0
olarak saptandi (Sekil 3.5.). Mezofilik 6zellik gosterdigi saptandi. RFLK06 kodlu
izolat 17°C’de higbir pH kosulunda tiremedi, 50°C’de pH 7.0’de iiredi. Optimal
tireme sicakligi ve pH kosulu ise 37°C’ ve pH 7.0 olarak saptandi (Sekil 3.6.).
Mezofilik 6zellik gosterdigi saptandi. RFLKO7 kodlu izolat 17°C’de pH 7.0 ve pH
9.0 da, 50°C’de pH 7.0’de iiredi. Optimal tireme sicakligi pH kosulu ise 37°C’ ve
pH 5.0 olarak saptand1 (Sekil 3.7.). Mezofilik 6zellik gosterdigi saptandi. RFLKO08
kodlu izolat 17°C’de pH 7.0 ve pH 9.0 da iiredi, 50°C’de hi¢bir pH kosulunda
tiremedi. Optimal tireme sicakligi ve pH kosulu ise 37°C’ ve pH 7.0 olarak saptandi
(Sekil 3.8). Mezofilik o6zellik gosterdigi saptandi. RFLK12 kodlu izolat ise 17°C’de
pH 5.0 ve 50°C’de ise pH 7.0 ve pH9.0’da iiredi. Optimal iireme sicakligr ve pH
kosulu ise 27°C ve pHS5.0 olarak saptandi (Sekil 3.9). Mezofilik 6zellik gosterdigi
saptandi. Gosh ve ark (2002) yaptiklari ¢alismada Bacillus olarak tanimladiklart
izolatlarin gelismesi i¢in en uygun sicaklik ve pH’mn sirasiyla 35-37 °C, ve pH 6.8-
7.5 oldugunu belirtmistir[142]. Wu ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢alismada mezofilik,
optimum pH ve sicakligi sirastyla pH 7.0 ve 25-45 °C olan Bacillus tiirlerinin

ARDRA analizini arastirmislardir [143].

Sonug¢ olarak; RFLKO1 ve RFLKO06 izolatlarinin, RFLKO03 ile RFLKO0S8 izolatlarinin
benzer fizyolojik oOzellikler gosterdigi, RFLKO07 ve RFLKI12 izolatlarinin ise
digerlerinden farkli fizyolojik ozellikler gosterdigi goriildii. RFLKO1 ve RFLKO06
izolatlarmin 16S rRNA analizi ve ARDRA sonuglarina gore;Bacillus mojavensis

tiiriine ait mikroorganizmalar olarak tanimlanmasi, izolatlarin fizyolojik 6zellikleri
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ile uyumlu oldugunu destekledi. RFLKO03 ve RFLKO08 izolatlarinin 16S rRNA analizi
ve ARDRA sonuglarina gore; ayn1 grupta yer alan, birbirleriyle yiiksek homoloji
gosteren Bacillus thuringiensis ve Bacillus anthracis tiiriine ait mikroorganizmalar
olarak tanimlanmasi, izolatlarin fizyolojik oOzellikleri ile uyumlu oldugunu
destekledi[139].RFLK12 izolatinin 16S rRNA analizi ve ARDRA sonuglarina gore
diger Bacullus gruplarindan ayrilan, Bacillus stratosphericus olarak tanimlanmasi
fizyolojik oOzelliklerinin uyumlu oldugunu gésterdi. RFLKO07 izolatinin Aeromonas
salmonicida olarak tanimlanmasi, fizyolojik 6zellikleri ile uyumlu oldugunu goésterdi.
[zolatlarin biyokimyasal ozellikleri incelendiginde; RFLKO1, RFLKO03, RFLKO6,
RFLKS8 ve RFLK12’nin indol, voges proskauer, sitrat, katalaz ve jelatin hidroliz testi
ayn1 sonucu verdi. Metil Red testinde RFLKO3 kodlu izolat digerleri negatif iken,
pozitif sonug verdi. Yu ver ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada B. thuringiensis ve B.
anthracis’in ayn1 biyokimyasal sonuglar1 verdigini belirtmislerdir[139].Daffonchio
ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus cereus grubunun dort tiirii (Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bacillus mycoides ve Bacillus thuringiensis) kapsadigini
ve bu tiirlerin ayn1 biyokimyasal sonuglar1 verdigini belirtmistir[141]. Gosh ve ark.
(2002) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus sp. olarak tanimladiklari izolatlarin ortak olarak
sitrat testi, katalaz testi, jelatin hidrolizasyon testi ve kazein hidrolizasyon testlerinin
pozitif sonug verdigini belirtmistir[142].

Nisasta hidroliz testinde RFLK01, RFLKO03 ve RFLKO06 pozitif iken digerleri negatif
sonu¢ verdi. RFLKO7 kodlu izolat ise cogunlukla diger izolatlara zit sonuglar

gosterdi.

6 izolatin, 16S rRNA gen dizilerinin ¢ogaltilmas: iginuniversal 27F forward ve
1492R reverse primeri kullanilarak yapilan PZR reaksiyonlar1 sonucunda, yaklagik
1500 bp’lik 16S ribozomal RNA gen bolgesinin ¢ogaltildi [139, 140, 144].

PZR Optimizasyonu ¢alismasinda; RFLKO1, RFLKO 6, RFLKO 7, RFLK 12 kodlu
izolatlarin optimum baglanma sicakliklar1 54 °C, RFLKO3 kodlu izolat 50 °C,
RFLK12 kodlu izolat 52 °C olarak belirlenmistir. MgCl, konsantrasyonlari ise
RFLK12 (1.67 mM ) harig, 1.33 mM bulundu.

Izolatlarm 16S rRNA gen sekans analizi ve filogenetik sekans analizine gore

RFLKO1 izolat1 Bacillus mojavensis olarak tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en
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kiictik tiir yakinlik degeri 0.0088’dir. RFLKO03 soy agacina gore en yakin tiir olarak
Bacillus thuringiensis olarak tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en kiiglik tiir
yakinlik degeri 0.06992°dir. Bacillus thuringiensis ile Bacillus tonoyensis ile ayni
degere sahip oldugu goriildi. RFLKO06 soy agacina gére en yakin tiir olarak Bacillus
mojavensis olarak tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en kiiclik tiir yakinlik
degeri0.00804’tiir. RFLKO07 soy agacina goére en yakin tiir olarak Aeromonas
salmonicidaolarak tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en kiiglik tiir yakinlik degeri
0.02076’dir. RFLKOS soy agacina gére en yakin tiir olarak Bacillus anthracis olarak
tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en kiiglik tiir yakinlik degeri 0.00885’tir.
RFLK12 soy agacina gore en yakin tiir olarak Bacillus stratosphericusolarak
tanimlandi. Uzaklik matriksine gore en kiigiik tiir yakinlik degeri 0.0624 tiir. Bacillus
stratosphericus’unBacillus aerius ve Bacillus altitudinis ile ayni degere sahip oldugu
goriildii. 16S rRNA gen sekans analizi sonucu Bacillus cinsine ait bakterilerin bir
heterojeniteye sahip oldugu gézlemlendi ve 16S rRNA analizinin tam tiir teshisi igin
yeterli olmadig1 goriildii. Daffonchio ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus
cereus grubunun dort tiriiniin (Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus
mycoides ve Bacillus thuringiensis) 16S ve 23S rRNA analizi ile ayirt edilemedigini
belirtmislerdir [141]. Andersen ve ark. (1996) (ORF) (vrrA) adl bir ¢ift primer
gelistirerek B. anthracis suslarimiB. cereus ve B. mycoides’ten ayirt edebildigini
belirtmistir [145]. Pobell ve ark. (1999) vyaptiklar1 caligmada B. cereus ve
B.thuringiensis’in 16S rRNA yapilarinin hemen hemen ayni oldugu ig¢in ayirt
edilemediklerini belirtmistir [146]. Wu ve ark. (2006) yaptiklari calismada B. subtilis
kiimesi (B. pumilus, B.amyloliquefaciens and B. atrophaeus) ve B. cereus kiimesinin
(B. cereus, B. thuringiensis and B. anthracis) 16S rRNA sekans analizlerine gore
farklilik gosterdigini belirtmistir[143]. Henderson ve ark. (1994) DNA homoloji
calismalar1 sonucunda Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis ve
Bacillus mycoides'in birbirleri ile neredeyse ayni oldugunu, bu tiirlerin ayn1 G + C
igerigi (% 31 ila% 34 mol)ne sahip oldugu ve ribozomal DNA sekans verilerinde
sadece mindr farkliliklar oldugunu belirtmistir[147]. Cihan ve ark.(2012) yaptiklar
calismada 16S rRNA analizi sonucu tanimladiklariB. smithii tiirlerinin %96.7-%99.6;
B. pumilusstiirlerinin %96.7-%99.7; B. subtilis tiirlerinin %94.2-100; B. licheniformis
tiirlerinin % 95-99.5 oraninda benzerlik gosterdigini bulmuslardir[140].Veith ve ark.
(2004) yaptiklar ¢calismada B. licheniformis / B.subtilis / B.halodurans grubunun, B.
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cereus / B. anthracis grubundan oldukg¢a farkli oldugunu belirtmistir. B.subtilis
grubunun kromozom biiylikliigiiniin yaklasik 4 milyon baz ciftinden olustugunu,
yaklasik 4.000 genden meydana geldigini, yaklasik %44 G+C igerigine sahip
oldugunu, yaklastk 9 tRNA operonu igerdigini ve yaklasitk 80 tRNA geni
bulundugunu belirtmistir. B. cereus grubunun ise kromozom biiyiikliigiiniin yaklagsik
5 milyon baz ciftinden olustugunu, yaklagik 5.000 genden meydana geldigini,
yaklasik %34 G+C igerigine sahip oldugunu, yaklasik 11 tRNA operon igerdigini ve
yaklasik 96 tRNA geni bulundugunu belirtmistir[148].

ARDRA(Amplifiye edilmis Ribozomal DNA Restriksiyon Analizi)’da tiim
izolatlarin bant profilleri sonucu 16S rRNA gen sekans analizi sonucunu
destekledigi goriildii. 16S rRNA gen bolgesi sekans analizine gore Bacillus
mojavensis olarak tanimlanan RFLKO01 ve RFLKO06 kodlu izolatlar tiim enzim kesim
reaksiyonlarinda ayni bant profilini verdi. Bacillus cereus grubu iiyelerinden
olmayan Bacillus mojavensis (RFLKO1 ve RFLKO06), Bacillus cereus grubu
tiyelerinden (Bacillus cereus, Bacillus anthracis, Bacillus thuringiensis) olan tiirlerle
tim enzim gruplarinda farkli bant profilleri verdigi icin ARDRA’da basarili bir
ayrim saglandi. Referans suslar olarak kullanilan homolojileri yiiksek Bacillus cereus
ATCC 10876ve Bacillus subtilis ATCC 6633 suslar1 arasinda 3 enzimde de ayn1 bant
profili gozlendigi i¢in basarili bir ayrim saglanamadi. 16S rRNA gen sekanslari
birbirlerine  ¢ok  benzeyen Bacillus cereus (referans sus) Bacillus
thuringiensis(RFLKO03), ve Bacillus anthracis (RFLKOS8) arasinda ayni bant
profillerini verdigi i¢in basarili bir ayrim yapilamadi. Diger Bacillus tiirleriyle
homolojisi diisiik olan Bacillus stratosphericus (RFLK12) Alul ve Taql enzim kesim

reaksiyonlarinda farkli bant profilleri olusturarak basarili bir ayrim saglandi.

Sonug¢ olarak; evrimsel olarak olduk¢a korunmus 16S rRNA geninin temel
alinmasiyla yapilan ARDRA analizinde; birbirlerine olduk¢a benzeyen tiirler
arasinda (Bacillus thuringiensis ve Bacillus anthracis) arasinda ayrim yapilamadi.
Ancak Dbirbirlerinden farkli gruplarda yer alan Bacillus mojavensis, Bacillus
thuringiensis-Bacillus anthracis ve Bacillus stratosphericus tiirleri arasinda basarili

bir ayrim saglandi. Ozellikle Alul restriksiyon enziminin 16S rRNA dizi analizi
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sonuclarint destekledigi ve izolatlar1 cins, tiir ve alt tiir seviyesinde basarili bir
sekilde ayirdig: gorildii.

Swings ve ark.(1995) ARDRA analizinin ribozomal genlerde korunmus veya
degisken bolgelerin se¢imine bagli olarak, farkli taksonomik seviyelerde bakteri
soylarinin siniflandirtlmasti i¢in yararl oldugunu bildirmislerdir[149].

Caccamo ve ark.(2001) ARDRA analizinde Alul restriksiyon endoniikleaz
enziminin, Haelll ve Cfol enzimlerine gore Geobacillus cinsi bakterileri ayirmak i¢in
icin en sik kullanilan ve en fazla sayida ayirici bant iireten enzim oldugunu

belirtmislerdir[136, 150-152].

Wu ve ark. (2006) yaptiklart ¢alismada Alul ve Taqgl restriksiyon enzimleri ile ¢gogu
Bacillus tiirlinlin birbirlerinden ayrilabildigini ancak yontemin bazi sinirlamalar
oldugunu belirtmistir. B. subtilis kiimesinin (B. pumilus, B. amyloliquefaciens ve B.
atrophaeus) tii¢ tiyesi ile B. cereus kiimesindeki ii¢ tiirtin iiyesi (B. cereus, B.
thuringiensis ve B. anthracis). arasinda ayrim yapamadigini bildirmislerdir[143].
Kuisiene ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus tiirlerinin ARDRA analizi i¢in
kullanilan Alul, Cfol, Haelll, Hinfl, Msel, Rsal ve Tagl restriksiyon enzimlerinden
Alul ve HaellI’iin en fazla sayida ayirict bant olusturdugu bildirilmistir[153].

Cihan ve ark. (2012) Bacillus izolatlarinin ARDRA analizi ile ayrilmasinda; Alul
enziminin, Haelll ve Tagl restriksiyon enzimlerine gore daha uyumlu oldugu ve
genetik cesitliliginin ortaya koyulmasinda daha basarili oldugunu ifade etmislerdir.
B. cereus ve B. anthracis gruplarini olusturan izolatlarin tamaminin 16S rRNA geni
dizi Dbenzerliginden dolayi, Alul enzimi ile ribotiplendirmede birbirlerinden

ayrilamadigini belirtmislerdir [140].

Izolatlardan elde edilen proteaz enzimlerinin aktivitesi kalitatif ve kantitatif olarak
hesaplandi. Her iki hesaplamada sonuglarin birbirleri ile uyumlu oldugu goriildii. ilk
24 saat proteaz Uretimi diisiik seviyedeyken giderek artmaya basladigi, 72.saatte
optimum degere ulastigi goriildii. Skimmilk agar besiyerindeki zonlar 30. saatten
sonra olusmaya basladi, mm cinsinden en biiyiik zon ise 72. saatte meydana geldi.

RFLKO1(Bacillus mojavensis)’ten elde edilen proteaz enzimi optimum 27°C ve pH
9.0’da, RFLKO3(Bacillus thuringiensis) ’ten elde edilen proteaz enzimi optimum

27°C ve pH 7.0’da, RFLKO6(Bacillus mojavensis)’ten ’ten elde edilen proteaz
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enzimi optimum 27°C ve pH 7.0’da, RFLKO7(Aeromonas salmonicida)’den elde
edilen proteaz enzimi optimum 27°C ve pH 9.0’da, RFLKO08Bacillus anthracis) ’ten
elde edilen proteaz enzimi optimum 27°C ve pH 9.0’da, RFLK12 (Bacillus
stratosphericus) ’den elde edilen proteaz enzimi optimum 37°C ve pH 7.0’da aktivite
gosterdigi bulundu. Denizci ve ark. (2005) yaptiklart ¢alismada Bacillus clausii
GMBAE 42’den serin proteaz iiretmislerdir. En iyi proteaz iiretiminin 3. giinde
gerceklestigini optimum pH 10.5 ve 37°C iiretildigini tespit etmislerdir[154].
Arulmani ve ark.(2007) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus laterosporus-AK1’den serin
proteaz elde etmislerdir. Enzim tiiretiminin optimum 48. saatin sonunda, pH 9.0 ve
37°C gergeklestigini  bulmuslardir[155]. Li ve ark. (2016) Cellulomonas
bogoriensis’den alkali proteaz elde etmislerdir. Optimum proteaz tiretimi 5. giiniin
sonunda ve 30°Cgerceklesmistir[22]. Pant ve ark.(2015) Bacillus subtilis’ten proteaz
elde etmislerdir. Optimum fermentasyon ortami1 36 saat, pH 10.0 ve 45°C olarak
bulunmustur[156].

Izolatlarin arasindan en yiiksek RFLKO7(Aeromonas salmonicida) proteaz
aktivitesine sahipken ikinci sirada RFLKO3(Bacillus thuringiensis) en diisiik ise
RFLKO8(Bacillus anthracis)’te goriildii.Ancak RFLKO7 izolatt Aeromonas
salmonicida olarak tanimlandigi i¢in patojenitesinden dolay1 endiistriyel iiretime
uygun olmadigi diisiiniildi. RFLKO7 haricinde proteaz aktivitesi en yiiksek olan
RFLKO3 kodlu izolatin hem patojen olmamasit hem de iirettigi optimum proteaz
enziminin oda sicaklig1 ve nétral pH kosullar1 gibi biyoteknolojik uygulanabilirlige
uygun olmasi sebebi ile bundan sonraki c¢alismalara (enzimin 6zelliklerinin

belirlenmesi ve enzimin kismi saflastirilmasi) bu izolat {izerinden devam edildi.

RFLKO3(Bacillus thuringiensis)’ten elde edilen proteaz {iiretimi optimum %]l
inokulum ile gergeklesti. %35 inokulum ile iiretimde diisiis yasanirken, %10 ile
yeniden artig gosterdigi, %20 inokulumda ise yeniden diistiigi gézlendi. Bu durumun
rekabetten kaynaklanabilecegi yorumlandi. %1 inokulum ile maksimum proteaz
tretiminin gergeklesmesi, verim acisindan, biyoteknolojiye uygun olabilecegi

diistinildii.
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Enzim {retimi besiyerinin optimizasyonu c¢alismasinda inorganik bilesenlerin
konsantrayonlarinin giderek artmasi ile proteaz liretimi arasinda dogrusal bir iligki
gozlenmedi. Organik Dbilesenlerden ise pepton, maya Oziiti ve kazeinin
konsantrasyonlarinin arttikga proteaz iiretiminin arttig1 saptandi. Peptonun
konsantrasyonunun 5 kat artmasi proteaz iiretiminin %106 (2 kattan daha fazla)
arttirdigl, maya Oziitiinlin konsantrasyonunun 5 kat artmasi proteaz liretiminin %351
arttirdig1, kazeinin ise konsantrasyonunun 2 kat artmasi proteaz lretimini %23
arttirdig1 saptandi. Sonuglara gore; proteaz iiretiminde amonyumlu bilesenlerin

onemli bir rol aldig1 yorumlandi.

Tek azot kaynagi bulunan modifiye enzim iiretim besiyeri ¢calismasinda; besiyerine
eklenen tek azot kaynaklarmin konsantrasyonlarinin arttikga proteaz {iretiminin
arttigr gozlendi. Et Oziitiiniin 12 g/L. konsantrasyonlarinda enzim tiiretim besiyerine
gore %25 daha fazla proteaz iiretildigi, kazeinin 12 g/L konsantrasyonlarinda enzim
liretim besiyerine gére %5 daha fazla proteaz iiretildigi goriildii. Urenin ise protez
tiretiminde inhibe edici oldugu, enzim iiretim besiyerine gore proteaz iiretimini %81
engelledigi goriildi. Daha az bilesen ile ayn1 verimde proteaz Tiretiminin

biyoteknolojiye uygun oldugu diisiiniildi.

Tek karbon kaynagi bulunan modifiye enzim iiretim besiyeri ¢aligmasinda; glikoz,
nisasta ve siikrozun proteaz lretimini tesvik edici olmadiklari, laktoz, galaktoz ve
fruktozun ise proteaz iiretimini arttirdiklari gozlendi. En yiiksek iiretim galaktoz
varliginda, en disiik dretim nisasta varliginda gorildi. Galaktozun 5g/L
konsantrasyonunda enzim iiretim besiyerine gore %26 daha fazla proteaz {iiretildigi,
fruktozun 5g/L konsantrasyonunda enzim firetim besiyerine gore %19daha fazla
proteaz iiretildigi gozlendi. Nisastanin ise protez iiretiminde inhibe edici oldugu,
enzim tretim besiyerine gore proteaz tUretimini %19 engelledigi goriildi. Bu
durumun mikroorganizmanin proteaz salgilamasinda monosakkaritleri tercih ettigi,
daha fazla enerji harcamasi gerektigi polisakkaritleri hidrolize etme konusunda
kacindig1 seklinde yorumlandi. Ek olarak proteaz iiretiminin laktoz ve galaktozda
artis gostermesi; izolatin peynir altt suyu gibi biyoteknolojik iiretime uygun,
maliyetsiz bir besiyerinde gelisebilecegini gosterdi. Nilegaonkar ve ark. (2011)

yaptiklar calismalarda en yiliksek proteaz iiretiminin azot kaynaklarindan et 6ziitii ve
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pepton ile saglandigint bulmuslardir.Nilegaonkar ve ark. (2011) yaptiklari
caligmalarda en yiiksek proteaz iiretiminin karbon kaynaklarindan laktoz ile en diisiik
ise glikoz ile saglandigini bulmuslardir[157].Gessesse ve ark. (1997) yaptiklar
calismada Microbacterium’den elde ettikleri proteaz enziminin optimum aktviteyi
glukoz ve sukroz varliginda gosterdigini bulmuslardir[130].Pant ve ark.(2015)
yaptiklar1 arastirmada karbon kaynaklarindan en yiiksek galaktozda en disiik
siikrozda proteaz liretiminin gergeklestigini bulmuslardir. Azot kaynaklarindan ise en
yiiksek pepton en diisik amonyum klorid’de proteaz aktivitesinin gozlendigini
belirtmislerdir[156].

Farkli besiyerlerinin aktivitelerinin kiyaslanmasi ¢alismasinda, en yiiksek proteaz
iretimi; optimize edilmis enzim {iiretim besiyerinde (97,281 U/mL), en diisiik proteaz
tiretimi; Nutrient Broth besiyerinde (18,906 U/mL) goriildii.

RFLKO3(Bacillus thuringiensis)’in referans suslarla proteaz aktivitelerinin
kiyaslanmasi ¢alismasinda, en yiiksek proteaz {iretimi RFLKO3(Bacillus
thuringiensis)’de gortildi (50,187 U/mL). Bacillus cereus ATCC 10876 (43,312
U/mL), Bacillus subtilis ATCC 6633 (40,218 U/mL) bulundu.

Enzim 6zelliklerinin belirlenmesi ¢alismasinda; RFLKO3(Bacillus thuringiensis)’ten
tiretilen enzimin 17-80°C ve pH 7.0-11.0 arasinda aktivitesini korudugu goriildii.
Optimum enzim aktivitesi 70°C ve pH 7.0 olarak bulundu. Nilegaonkar ve ark.
(2011) yaptiklar1 ¢aligmalarda trettikleri serin proteazin pH 7.0-9.0 ve 20-50°C aras1
aktivesini korudugu tespit etmislerdir. Optimum pH ve sicakligi ise sirasiyla pH 8.0
ve 35°C bulmuslardir. Yamagata ve ark. (1995) yaptiklar ¢alismalarda elde ettikleri
proteaz enziminin en iyi 50°C aktive oldugunu bulmuslardir. Kumar ve ark. (2010)
yaptiklar1 ¢alismada enzimin pH 8.5-12.5 arasinda aktivitesini korudugunu en iyi
aktive oldugu kosulunu pH9.5 ve 45°C olarak bulmuslardir. Denizci ve ark. (2005)
yaptiklar1 ¢alismada proteaz enziminin optimum pH 11.3 ve 60°C’de aktive
oldugunu bulmuslardir.Singh ve ark.(2000) yaptiklar: ¢alismada proteaz enzimlerinin
pH 8.0-11.0 arasinda aktivitesini korudugunu optimum 40°C’de aktive oldugunu
belirtmislerdir. Arulmani ve ark.(2007) yaptiklar1 calismada enzimin optimum pH 9.0
ve 75°C aktive oldugunu bulmuslardir.Li ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada
enzimin optimum aktivitesini pH11.0 ve 60°C oldugunu bulmuslardir. Huang ve ark.

(2003) yaptiklart arastirmada proteaz enzimlerinin optimum aktivitesini pH 10.0 ve
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58°C bulmuslardir.Pant ve ark.(2015) yaptiklar1 aragtirmada proteaz enziminin
optimum pH7.0 ve 50°C’de aktive oldugunu belirtmislerdir.Reddy ve ark. (2008)
yaptiklari arastirmada enzimin pH 7.0-9.0 arasinda aktivitesini korudugunu, optimum

60°C aktive oldugunu belirtmislerdir.

RFLKO3(Bacillus thuringiensis)’ten iiretilen enzimin kobalt ve mangan varliginda
aktivitesinin arttigr gozlendi. Kobalt(Co*?) ve mangamn(Mn*?) bagil aktivitesi(%)
sirast ile 114,13 ve 138,49 bulundu. Enzimin bu metal iyonlariyla aktive olmasi ile
enzimin metalloproteaz sinifinda olabilecegi tespit edildi. Nilegaonkar ve ark. (2011)
yaptiklar1 ¢aligmalarda elde ettikleri proteaz enziminin g¢inko ve mangan ile
aktivitesini distiigiinii tespit etmislerdir [157]. Denizci ve ark. (2005) yaptiklari
calismada proteaz enzimlerinin mangan metal iyonu ile  aktive oldugunu
bulmuslardir[154].Singh ve ark.(2000) yaptiklar1 calismada Fe*3, Ca*? ve Na*! metal
iyonlarmin proteaz aktivitesini arttirdigini tespit etmislerdir[128]. Arulmani ve ark.
(2007) iirettikleri proteaz enziminin Ca?* and Mg?" metal iyonlariyla aktive oldugunu
bulmuslardir [155]. Li ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada enzimin Na*™! ve Zn*2
metal iyonlar1 varliginda aktivitesinin arttigint bulmuslardir[22]. Huang ve ark.
(2003) yaptiklar1 arastirmada proteaz enzimlerinin Ca*?, Na*'ve Mg*2 metal iyonlari
varhiginda aktivitelerin arttigini tespit etmislerdir [158]. Orhan ve ark. (2005) proteaz
enzimlerinin mangan ile aktvitesinin arttigi belirtmislerdir[159]. Reddy ve ark.
(2008) yaptiklar1 arastirmada proteaz enzimlerinin mangan ve kalsiyum varliginda

aktive oldugunu bulmuslardir [160].

RFLKO3(Bacillus thuringiensis)’ten iiretilen enzimin H2O2 varliginda aktivitesinin
biiylik 6l¢iide arttigi, SDS varliginda ise azaldigi belirlendi. Bagil aktiviteleri(%)
siras1 ile188,47(yaklasik 2 kat artis) ve 42,29 oldugu tespit edildi. Enzimin deterjan
endiistrisinde kullanilan H202 ile aktivitesinin artmasi ile enzimin deterjan
endiistrisinde kullanilabilecegi diistiniildii.Li ve ark. (2016) yaptiklari ¢alismada
enzimin H2O> varliginda %86 oraninda inhibe oldugunu bulmuslardir[22].Reddy ve
ark. (2008) yaptiklar1 aragtirmada proteaz enzimlerinin H20; ile aktive oldugunu

SDS varliginda aktivitelerinin diistiigiinii belirtmistir [160].
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RFLKO3(Bacillus thuringiensis)’ten tiretilen enzimin arastirilan organik ¢oziiciilerin
varliginda aktivitesini korudugu; aseton, hekzan ve benzen varliginda aktivitesinin
arttig1 belirlendi. Bagil aktiviteleri(%) sirast ile 102.57, 101.3 ve 173.1(yaklasik 2 kat
artis) bulundu. Reddy ve ark. (2008) yaptiklar1 arastirmada proteaz enzimlerinin

benzen ve hekzan varliginda aktivitelerinin arttigini belirtmislerdir[160].

RFLKO3 (Bacillus thuringiensis)’ten iiretilen enzimin EDTA ve PMSF inhibitorleri
ile sirasiyla% 40 ve % 34 inhibe oldugu saptandi[27]. Yamagata ve ark. (1995)
yaptiklar1 ¢alismalarda proteaz enziminin PMSF ile %97 oraninda, EDTA ile %37
inhibe oldugunu bulmuslardir[161]. Kumar ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢aligmalarda
proteaz enziminin PMSF ile % 13 inhibe oldugunu bulmuslardir[162]. Singh ve ark.
(2000) yaptiklar1 ¢alismada Bacillus sp. SSR1’den serin proteaz tiretmislerdir.
proteaz enziminin PMSF ile %86 oraninda inhibe oldugunu bulmuslardir[128]. Li ve
ark. (2016) yaptiklart ¢alismada enzimin PMSF ile %85 oraninda inhibe oldugunu
bulmuslardir[22]. Huang ve ark. (2003) yaptiklar1 arastirmada proteaz enzimlerinin
PMSF ile tamamen inhibe oldugunu bulmuslardir[158]. Reddy ve ark. (2008)
yaptiklar1 aragtirmada proteaz enzimlerinin PMSF ile tamamen inhibe oldugunu

bulmuslardir[160].

RFLKO3(Bacillus thuringiensis)’ten {iretilen enzimin substrat  ozgilligi
calismasinda; enzimin en yiiksek kazein ve jelatine karsi, en diisiik ovalbumin ve
BSA’ya karst ozgillik gosterdigi bulundu. Arastirilan kazein, jelatin, BSA,
ovalbumin ve soya ununun bagil aktiviteleri(%) sirasiyla; 100, 93.88, 66.31, 54.08 ve
87.74 bulundu. Nilegaonkar ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢aligmalarda saflastirdiklart
serin proteazin substrat 0zgiilliigiiniin en yiiksek jelatin ve kazeinde en diisiik BSA
da oldugunu goézlemlemislerdir [157]. Yamagata ve ark. (1995) yaptiklar
caligmalarda trettikleri proteaz enziminin substrat 6zgiilliigliniin en yiiksek jelatin de
en disik BSA ve ovalbuminde oldugunu gozlemlemislerdir[161]. Li ve ark. (2016)
yaptiklar1 ¢aligmada enzimin kazein ve hemoglobine karsi yliksek bir substrat
spesifitesi gosterdigini jelatin ve kollajene karst hi¢ aktivite gdstermedigini
bulmuslardir[22]. Enzimin kismi saflastirilmasi ¢alismasinda;enzim saflastirildik¢a
proteaz aktivitesinde (U/mL)diisiis, protein miktarinda(ug/mL) artis meydana

geldigi; kromatografi sonrasi; proteaz aktivitesinin(U/mL) distiigii, spesifik proteaz
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aktivitesinin(U/mg) arttig1 saptandi. Ham homojenat, c¢oktliirme sonrasi diyaliz
ornegi, kromatografi sonrasi SNO’lu fraksiyon, kromatografi sonrasi 31NO’lu
fraksiyonun spesifik aktiviteleri(U/mg) sirasiyla; 436.42, 576.7, 1091.2 ve 1155.4
bulundu. Saflastirma katsayilar1 ise sirasiyla 1.0, 1.3, 2,5 ve 2,6 bulundu.
Nilegaonkar ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismalarda proteaz enziminin saflastikca
spesifik aktivitesini arttirdigini, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sephadex G50 iyon
degisim kromatografisi ile saflastirma katsayisinin sirasiyla 1.03 ve 1.11
bulmuslardir[157]. Kumar ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismalarda proteaz enziminin
saflastikca spesifik aktivitesini arttirdigini, aseton ¢oktiirmesi ve DEADE sepharose
iyon degisim kromatografisi ile saflagtirma katsayisinin sirasiyla 2,48 ve 7,03
bulmuslardir[162]. Denizci ve ark. (2005) yaptiklari ¢alismada proteaz enzimini
(NH4)2SOs ¢oktiirmesi ve DEAE-cellulose kromatografi ile saflagtirmiglardir.
Saflastirma katsayilarini sirasiyla 1.3 ve 16 bulmuslardir. Enzimin spesifik aktivitesi
giderek artmistir[154]. Singh ve ark.(2000) yaptiklart ¢alismada proteaz enzimlerini
%80 amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve DEAE-Sephadex A-50 kromatografi ile
saflastirmiglardir. Saflastirma katsayilar1 sirasiyla 4.6 ve 16.55’tur. Spesifik
aktiviteleri giderek artmistir[128]. Arulmani ve ark. (2007) trettikleri proteaz enzimi
aseton c¢oktirmesi ve DEAE cellulose iyon degistirici kromatografi ile
saflastirmislardir. Saflastirma katsayisini sirasiyla 2.8 ve 11.1 bulmuslardir. Spesifik
aktiviteleri giderek artmistir[155]. Li ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada enzimin
amonyum stlfat ¢oktiirmesi ve CM Sepharose kromatografi ile saflastirmiglardir.
Enzimin saflastirma katsayis1 sirasiyla 1.2 ve 10.8’dir. Spesifik aktivite giderek
artmistir[22]. Huang ve ark. (2003) yaptiklar1 aragtirmada elde ettikleri proteaz
enzimi CM-sepharose, DEAE-sepharose ve Hydrophobic interaction kromatografi ile
saflastirmislardir. Saflastirma katsayisini sirastyla 1.39, 4.09 ve 38.65 bulmuslardir.
Spesifik aktivite giderek artmistir[158]. Reddy ve ark. (2008) yaptiklar1 arastirmada
proteaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DEAE cellulose iyon degisimi
kromatografisi ile saflagtirmiglardir. Enzimin saflagtirma katsayisi sirasi ile 9.4 ve
18.5 bulmuslardir. Spesifik aktivite giderek artmistir [160].

RFLKO3(Bacillus thuringiensis)’ten iretilen enzimin SDS-PAGE analizinde; ham
homojenat 6rneginde yaksalik 100kDa, 80 kDa, 75kDa ve 47 kDa olmak iizere
toplamda 4 bant gozlendi (Sekil 3.68). Enzimin giderek saflasmasi ile goriilen bant

sayilar1 azaldi ve kolon sonrasi tek banta diistiigii goriildii. Diyaliz orneginde
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yaklagik olarak 75 kDa ve 47 kDa olmak {izere 2 bant gézlendi. DEAE Sepharose
iyon degisimi kromatografi drneklerinden 2 fraksiyon secildi. 5 NO’lu fraksiyon hig¢
NaCl tamponu igcermeyen fraksiyonlardan en yiiksek protein miktarina sahip olan
fraksiyon olarak belirlendi. 5 NO’lu fraksiyon orneginin yaklasik 75 kDa oldugu
goriildii. 31 NO’lu fraksiyon ise en yliksek konsantrasyonda(l M) NaCl tamponu
iceren fraksiyonlardan en yiiksek protein miktarina sahip fraksiyon oldugu belirlendi.
31 NO’lu fraksiyon Orneginini yaklasik 47 kDa oldugu gorildii. Sonug¢ olarak
yaklastk 75 kDa ve 47 kDa molekiiler agirliginda 2 farkli proteaz enzimi
saflagtirildi.Nilegaonkar ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismalarda saflastirdiklar1 serin
proteazin molekiiler agirhigini SDS PAGE analizinde 56 kDa olarak
bulmuslardir[157]. Yamagata ve ark.(1995) yaptiklar1 ¢aligmada Bacillus sp. NKS-
21,’den serin proteaz iiretmislerdir. Enzimin molekiiler agirligmi 36.6 kDa
bulmuslardir[161]. Kumar ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada ftrettikleri proteaz
enziminin molekiiler agirligint 28kDa olarak bulmuslardir[162]. Denizci ve ark.
(2005) yaptiklar1 calismada proteaz enziminin miilekiiler agirhgini SDS-PAGE
analizi sonrast 26.50 kDa olarak bulmuslardir[154]. Singh ve ark.(2000) yaptiklar
caligmada proteaz enzimlerinin molekiiler agirhigimi SDS-PAGE analizinde 29kDa
olarak bulmuslardir[128]. Arulmani ve ark.(2007) yaptiklar1 caligmada enzimin
molekiiler agirligini SDS PAGE analizinde 86.29 kDa olarak bulmuslardir[155].Li
ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada enzimin molekiiler agirliginin SDS-PAGE
analizinde 18.3kDa olarak bulmuslardir[75]. Huang ve ark. (2003) Bacillus
pumilus’den alkali proteaz tiretmislerdir.Proteaz enziminin molekiiler agirligin1 SDS-
PAGE’DE 32 kDa bulmuslardir[158]. Reddy ve ark. (2008) Bacillus sp. RKY3’ten
serin proteaz elde etmislerdir. Enzimin molekiiler agirhgim1 SDS-PAGE de 38kDa
olarak bulmuslardir [160].
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