T.C.

MARMARA UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YEREL EKOSISTEMLERDEN iZOLE EDIiLEN VE ENDUSTRIYEL ONEMIi
OLAN PROTEINLERI URETEN BAKTERILERIN IZOLASYONU,
TANIMLANMASI VE iLGIiLI PROTEINLERIN TARANMASI

Hiilya BAL
(Biyoloji Ogretmeni)

DOKTORA TEZI
BiYOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN
Prof. Dr. Dilek KAZAN

ISTANBUL 2005



T.C.

MARMARA UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

YEREL EKOSISTEMLERDEN iZOLE EDIiLEN VE ENDUSTRIYEL ONEMIi
OLAN PROTEINLERI URETEN BAKTERILERIN IZOLASYONU,
TANIMLANMASI VE iLGIiLI PROTEINLERIN TARANMASI

Hiilya BAL
(Biyoloji Ogretmeni)
141200620000018

DOKTORA TEZI
BiYOLOJI ANABILIM DALI
BiYOLOJi PROGRAMI

DANISMAN
Prof. Dr. Dilek KAZAN

ISTANBUL 2005



ONSOZ

Doktora egitimim siiresince beni yonlendiren ve yetismemde biiylik katkist olan

Hocam Sayin Prof. Dr. Dilek KAZAN’a,

Her tiirlii destegini vererek bilgisini paylasan Sayin Dr. Aziz Akin DENIZCI’ ye

Deneysel caligsmalarimi yaptigim siire boyunca her tiirlii bilgi destegiyle arastirmayi

yonlendiren Sayin Prof. Dr. Altan ERARSLAN’a

Doktora egitimimi yaptigim Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bdliimiine ve tez

calismasini destekleyen (BSE-073/1311) Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonuna,

Deneysel calismalarimi yaptigim siire boyunca bana her tiirlii imkan1 saglayan

TUBITAK Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisii’ne,

Calismalarim siiresince destek veren Saym Dog. Dr. Celal YARCI’ ya, yag asidi

analizlerinin yapilmasia olanak saglayan Dog.Dr. Fikrettin SAHIN” e;

Deneysel caligmalarima katkida bulunan Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Ebru TOKSOY
ONER’e,

Laboratuvar ¢alismalarimda bana yardimci olan ve her konuda ortak olan Dr. Dilek
COSKUNER OZTURK ve Nesrin KARAHAN’ a, bilgilerini benimle paylasan Dr.
Digdem AKTOPRAKGIL, Gazi TURGUT, Birsen CEVHER OZDEN ve Aydan
SALMAN DILGIMEN’ e ve Aras. Gér. Omer Faruk BAYRAK a,

Beni yetistiren sevgili aileme ve doktora yaptigim siire boyunca bana her konuda

gereken yardim, anlayis ve sabir gosteren ¢ocuklarima tesekkiirii bir borg bilirim.

Eyliil 2005 Hiilya BAL



ICINDEKILER

SAYFA
L0 ¥/ 7 OO |
ABSTRACT ..ot 111
YENILIK BEYANI .....cooooiiomioeeeeceoeeeeeeceeeeeeeee e \%
SEMBOLLER VE KISALTMALAR.........c.ooooiiiieeeeeeeeeeeeen Vil
SEKIL LISTEST ..o eeeseae e X
TABLO LISTEST .....coooooooooeoeeeeeoeeee e XI
BOLUM L GIRIS VE AMAC ... 1
BOLUM 1II : GENEL BILGILER ..., 3
IL. 1. MIKROBIYAL PROTEAZLAR ...................cooiiiiiiiiii, 3
BOLUM III: TEZ CALISMALARI ........cccooiiiiiiiiiiiee, 7
L 1. ARASTIRMA ARACLARI .........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiii 7
III. 1.1. Arastirma Olanaklar1 (Cihaz vb) .............ccooviiiiiinn .. 7
II 1.2, Kimyasallar .........ccooeiiiiiiii e e e 7
IIL 1. 3. MiKroorganizma. ............cevueereienieeianneene e nieeeeeeen 8
0 B B B STy 3§ (S o T 8
ML 2. ARASTIRMA YONTEMI ..., 18

III. 2. 1. Mikroorganizmalarin Enzim Profillerinin Belirlenmesi ...............18
III. 2. 1. 1. Kat1 Besiyerinde Enzim Profillerinin Belirlenmesi ............18
III. 2. 1. 1.1. Proteaz Uretiminin Belirlenmesi...........................18

II



1.

1.

[L2.1
1. 2. 1.
L.2.1

. 1.1. Amilaz Uretiminin Belirlenmesi............................
1.1. Lipaz Uretiminin Belirlenmesi..........................
. 1.1. Seliilaz Uretiminin Belirlenmesi........................

III. 2. 1. 2. Stv1 Besiyerinde Enzim Profillerinin Belirlenmesi
III. 2. 2. Mikroorganizmalarin Karakterizasyonu....................cceenveeenen.

ML 2 2. 1. Kiiltiirel OzelliKIer. ..o 21
II1. 2. 2. 2. Mikroskobik OzelliKleri................coevuiiiiiiieiie i, 21
L. 2.2.2. 1.Gram Boyama..............cooiiiiiiiiii e, 21
II1. 2. 2. 2. 2. Endospor Boyama... .22
II1. 2. 2. 3. Fizyolojik ve B1yok1myasa1 Ozelhkler ............................ 23
ML 2.2.3. 1. Katalaz TeSti......cccoveiviriiiiii e e 23
I 2. 2.3. 2. 0ksidaz Testi.....ccovviiiniiiiiiiie e e, 23
1. 2.2.3.3. Indol Uretimi.............covviieiiiiiiiiie e, 23
III. 2. 2. 3. 4. Nitratlarin Rediiksiyonu..................cooeenenene. 24
II 2.2.3. 5. V-P TeSt..ouveiiiie e e 24
III. 2. 2. 3. 6. Lizozim Varliginin belirlenmesi.........................24
III. 2. 2. 3. 7. Seker kullanim testleri.....................ooeeiiine. 25
II1. 2. 2. 3. 8. Dihidroksi aseton tiretimi.................cceveerenenne. 25
II. 2. 2. 3. 9. Sitrat Testi.. .. .25
III. 2. 2. 3. 10. Simmon’ un Sltrat Testl . e 25
III. 2. 2. 3. 11. Fenil Alanin deammasyonunun behrlenmes1. veennnn.26
I 2. 2. 3. 12, Tirozin teSti. ..o v, 26
III. 2. 2. 3. 13. DNaz Agar Testi........cccoovviiriiiiiiiiiniiinnnennn, 26
1. 2.2.3. 14, Ureaz testi........ovuiuiieeeiei e, 27
1. 2. 2. 3. 15. %2, %5, %7, %10 NaCl’ de biiyiime................. 27
III. 2. 2. 3. 16. Maksimum ve Minimum Sicakliklarda
Bliylime......cooovii 28
II.2.2.3.17.NaCl - KCI “ de Biiylime................covvenvnnn. 28
II.2.2.3.18. pH 5.7 de Biiylime.........cccoovviiiiiiiiniaenen. 28
III. 2. 2. 3. 19. Biiyiime i¢in pH Arahig Testi....................... 28
III. 2. 2. 3. 1. Karbonhidrat Kullanim Profillerinin Belirlenmesi —
API 50 CH Testleri.....ccovviiiiiiiiiiii e, 29
III. 2. 2. 4. Hiicresel Yag Asitleri Analizi............cooooviiiiiiiiiiniinn. 32
II1. 2. 2. 5. Genotipik OzelliKIer. .............coooieieiiiiiieieeii e, 33
III. 2. 2. 5. 1. Genomik DNA izolasyonu..................ccccocee..r .33
II.2.2.5. 1. 1. Agaroz Jel Hazirlanigt..................oooveenn. 33
III. 2. 2. 5. 2. 16 S rRNA geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile ¢ogaltilmasi............ccevvviiiiiiininnnnn, 34
III. 2. 2. 5. 3. 16S rRNA Dizisinin Belirlenmesi........................ 35
III. 2. 2. 5. 3. 1. Filogenetik Agacin Olusturulmasit................35
II1. 2. 2. 5. 3. 2. izolat GMBAE 22’nin Accession
NUMATASL.c.oveeiieeiecieceee e 35
I11. 2. 3. Alkalen Proteaz Enziminin Uretimi............................... 36
III. 2. 3. 1. Alkalen Proteaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi............ 36
II1. 2. 3. 2. Alkalen Proteaz Enziminin Karakterizasyonu................. 37
II1. 2. 3. 2. 1. Alkalen Proteaz Enziminin Molekiiler
Agirligimin Belirlenmesi ve Peptid Kiitle Haritasi ....37
I11. 2. 3. 2. 2. Alkalen Proteaz Aktivitesi Olgtimii...................... 39

III. 2. 3. 2. 2. 1. Tirozin Standart Grafiginin

III



Hazirlanmast.......oooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 40

III. 2. 3. 2. 3. Protein Miktarinin Belirlenmesi........................... 40
III. 2. 3. 2. 3. 1. Protein Standart Grafiginin

Hazirlanmast.......oooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin 41

II1. 2. 3. 2. 4. Alkalen Proteazin Sicaklik, pH Profilinin ve
Hammarsten Kazein Varliginda Belirlenmesi ..........41
III. 2. 3. 2. 5. Sicaklik ve pH’nin Alkalen Proteaz

Kararlilig1 Uzerine EtKisi.............ccoooviieiiiiin..., 42
II1. 2. 3. 2. 6. Fenilmetilsulfonilfloriir Varliginda Enzim
AKEIVITEST. ottt 42
BOLUMIV.SONUCLAR.........cooi 43
IV.1. MIKROORGANIZMALARIN ENZIM PROFILLERININ
BELIRLENMESI. ... 43
IV. 1. 1. Kat1 Besiyerinde Enzim Profillerinin Belirlenmesi............... 43
IV. 1. 2. Sivi Besiyerinde Enzim Profillerinin Belirlenmesi............... 47
IV. 2. MIKROORGANIZMALARIN
KARAKTERIZASYONU........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 51
IV. 2. 1. Kiiltiirel OzelliKIeri..............cooueiieiieiieie e, 51
IV. 2. 2. Mikroskobik OzelliKler................cccoviiiiiiiiiiiiiiin 52
IV. 2. 3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri............................. 53
IV. 2. 4. izolat GMBAE 22’nin Kemotaksonomik
OZEIIKIETI. ... v 57
IV. 2. 5. Genotipik OzelliKIer............c..viuiiiiiiiiiie e 58
IV. 2. 5. 1. Genomik-DNA izolasyonu.................covveriininennn... 58
IV.2.5.2.16 S rRNA geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR)ile gogaltilmast...........ccevviiiiiiiiiiiiiiieeanne 58
IV. 2.5. 3. 16S rRNA Dizisinin Belirlenmesi........................... 59
IV. 2. 5. 3. 1. Filogenetik Agacin Olusturulmast..................... 61

IV. 3. ALKALEN PROTEAZ ENZIMININ

URETIMI. .....ooiiiiiiiiiiiiiii 62
IV. 3. 1. Alkalen Proteaz Enziminin Kismi Saflagtirilmasi............... 62
IV. 3. 2. Alkalen Proteaz Enziminin Karakterizasyonu..................... 64

IV. 3.2.1. Alkalen Proteaz Enziminin Molekiler
Agirligmin Belirlenmesi..............ooooooii, 64

IV. 3. 2. 2. Sicakligin Proteaz Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine

EKiST .onenei e 65
IV. 3. 2. 3. Proteolitik Aktivite Uzerine pH’nin Etkisi ............... 66
IV. 3. 2. 4. Michaelis Menten Kinetik Sabitlerinin
Belirlenmesi..........cooviiiiiiiiii i, 67
IV. 3. 2. 5. Fenilmetilsulfonilfloriir Varliginda Enzim
AKIVITEST. ..t 68

v



BOLUM V. TARTISMA, DEGERLENDIRME ve

ONERILER.................ccooooiiiiiii . 69
V. L TARTISMA . . e 69
V. 1. 1. Mikroorganizmalarin Enzim Profillerinin Belirlenmesi........ 69
V. 1. 2. Kiiltiirel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikler................. 70
V. 1. 3. Kemotaksonomik Ozellikler....................coooeiiiiiineiinnn 74
V. 1. 4. Alkalen Proteaz Enziminin Uretimi ve Kismi
Saflastirtlmast. ..o 74
V. 1. 5. GMBAE 22 Proteazinin Karakterizasyonu....................... 75
V.2. DEGERLENDIRME ............cccooooiiimiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 78
V.3, ONERILER.........ooiiiiiiiiiii 80
VL KAYNAKLAR . ..., 81
Bildiri ve yayInlar...... ..o e 90
EKLER
EK A. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Boyalar.................... 91
EK B. Kati Besiyerinde Alkalen Proteaz Varligiin Gosterilmesi.................. 96
EK C. izolatlarin Isik Mikroskobundaki Goriintileri....................c.oceeen... 100
EK D. izolatlarin Nutrient Agar, TSA ve Ure Agar
Uzerindeki Ureme BiGImIeri.........o.ueuueeiiniiiei e 110
EK E. API150 CH Testinin 48 Saatlik Sonuglart..................cooooiiiiiinnn... 121
EK F. Yag Asidi Test SOnuglari..............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeen, 124
EK H. Alkalen Proteaz Aktivitesi ve Protein Miktar1
Tayini I¢in Standart Grafikleri................cccooiiiiiiiiiiiiieie i, 125
EK 1. 1. Blast Tarama Sonuclart...............cccoiuiiiiieiiiiiiiieiieiiei, 126
2 . Bacillus clausii GMBAE 22 16S rRNA Dizisi.............cccuvivnnnn.. 130

EK J. MASCOT Tarama Sonuglar1
OZGECMIS. ..o 132



OZET

Yerel Ekosistemlerden izole edilen ve Endiistriyel Onemi olan
Proteinleri Ureten Bakterilerin Izolasyonu, Tamimlanmasi ve Ilgili

Proteinlerin Taranmasi

Bu ¢aligmada, Marmara Bolgesinde bulunan sicak su kaynaklarindan ve komposttan
izole edilen 146 bakteri kiiltiirii, endiistriyel 6nemi olan proteaz, endoglukonaz, amilaz
ve lipaz gibi enzimleri iiretebilirlikleri agisindan taranmistir. Toplam izolatlar icerisinde
alkalen proteaz, endoglukonaz, amilaz ve lipaz iiretebilen izolatlar sirasi ile %80.3,
%45.26, %16.06, %16.06 olarak bulunmustur. Fenotipik 6zelliklerine gore 146 bakteri
kiiltiirtinden 19 izolat segilmistir. 17 proteaz treticisi Bacillus cinsi alkalofilik tiirii
bakterilere % 80 benzerlik gostermektedir. Molekiiler yontemle tanilanan Bacillus
clausit GMBAE 22 en iyi alkalen proteaz iireticisi olarak bulunmustur.

Bu tez kapsaminda, yeni izole edilmis Bacillus clausii GMBAE 22’ nin {irettigi serin
alkalen proteazin saflastirilmasi ve karakterizasyonu da calisilmigtir. Bacillus clausii
GMBAE 22’ den elde edilen enzim; protein bakimindan zengin ortamda pH 10.5” da 2
giin 37°C’ de calkalayici inkiibatérde iiretilmistir. En yiiksek alkalen proteaz enzim
aktivitesi hiicre kiiltivasyonunun ge¢ duragan fazinda belirlenmistir. Kiiltiirden filtre
edilen enzim; (NH4),SO,4 ¢Oktiirmesini takiben, DEAE-Seliiloz kromatografisi ile kismen
saflagtirllmistir. Enzimin saflagtirma katsayis1  2.66, verimi ise %14.69 olarak elde
edilmistir. Enzimin molekiiler agirligi; SDS-PAGE analizi kullanilarak 25.4 kDa olarak
belirlenmistir. Enzimin optimum sicakligi 60°C bulunmustur; bununla beraber ortama 5
mM konsantrasyonda Ca™ iyonlar1 ilave edildiginde optimum sicaklik 70°C’ ye
degismektedir. Enzimin, pH 10.5” da 30-40°C arasinda 2 saat kararli oldugu, 50°C’ de
ise aktivitesinin %35’ ini kaybettigi belirlenmistir. Enzimin optimum pH’ s1 12 olarak
bulunmustur. Enzim; 30°C’* de pH 9.0 — 11.0 arasinda 24 saat boyunca kararlidir. Enzim
ayn1 kosullarda pH 12.0° de %96.70 ve 12.5° de ise %20.14 oraninda aktivitesini
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koruyabilmistir. Enzim; PMSF varliginda tamamen inhibe oldugu i¢in bir serin alkalin

proteazdir. K, ve k., degerleri sirasiyla 1.32 mg ml", 469.51 dak™ olarak bulunmustur.

Bu c¢alisma BSE-073/1311 numarali Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu
(BAPKO) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fenotipik ve Genotipik Karakterizasyon, Endiistriyel Onemi Olan
Enzimler, Bacillus clausii, Serine Alkalen Proteaz, Enzim Saflastirilmasi, Enzim

Karakterizasyonu.

KASIM, 2005 Hiilya BAL
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ABSTRACT

Isolated and Identified, Bacterial Cultures were Screened in Order
to Estimate Their Ability for Production of Industrially Important

Enzymes From Local Ecosystems.

In this study, 146 bacterial cultures were isolated from the composts and hot spring
waters located in Marmara Region of Turkey. Isolated cultures were screened in order to
estimate their ability for production of industrially important enzymes such as alkaline
protease, endoglucanase, amylase and lipase. The isolates that are able to produce
alkaline protease, amylase, endoglucanase, lipase were found to be 80.3%, 45.26%,
16.06%, 16.06% of the total isolates respectively. 19 of the 146 bacterial cultures were
selected for further phenotypic characterisation. 17 alkaline protease producers were
shown 80% similarity with the alkaliphilic type species of Bacillus genus. The isolate
Bacillus clausii GMBAE 22 was found to be as best alkaline protease producer. It is
identified with chemotaxonomic and molecular methods.

The purification and characterization of a serine alkaline protease produced by
newly isolated Bacillus clausii GMBAE 22 was also studied. The enzyme was produced
in protein rich medium by shaking of B. clausii GMBAE 22 cultures for 2 days at pH
10.5 and 37°C. The highest alkaline protease activity was observed at the late stationary
phase of cell cultivation. The enzyme in culture filtrate was partially purified by DEAE-
cellulose chromatography following the (NH4),SO4 precipitation step. 2.66-fold
purification of enzyme was succeeded with 14.69% yield. The molecular weight of
enzyme was found to be 25.4 kDa by SDS-PAGE analysis. Optimum temperature of
enzyme was estimated as 60°C, however it is shifted to 70°C after addition of Ca*" ions

in 5 mM concentration. The enzyme was stable between 30-40°C for 2 h at pH 10.5.
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Only 35% activity loss was observed at 50°C. Optimal pH of the enzyme was found to
be 12. Enzyme was also stable in pH 9.0 — 11.0 range for 24 h at 30°C, however, 96.70
and 20.14% activity protections were observed at pH values 12.0 and 12.5 respectively.
The strong inhibition of enzyme by PMSF treatment suggested that enzyme is a serine
alkaline protease. K, and k., values were found to be 1.32 mg ml!, 469.51 dak’

respectively.

This work was supported by The Scientific Research Projects Council (BAPKO) of
Marmara University, with BSE-073/1311.

Key Words: Phenotypic and Genotypic Characterisation, Industrially Important
Enzymes, Bacillus clausii, Serine Alkaline Protease, Enzyme Purification, Enzyme

Characterisation.

November, 2005 Hiilya BAL
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YENILIiK BEYANI

Yerel Ekosistemlerden izole edilen ve Endiistriyel Onemi olan
Proteinleri Ureten Bakterilerin Izolasyonu, Tamimlanmasi ve Ilgili

Proteinlerin Taranmasi

Proteaz enzimi, lilkemizde tekstil, deri ve deterjan sanayiinde en sik kullanilan
enzimlerin basinda gelmektedir. Endiistrinin diisiik ve yliksek sicakliklarda, 6zellikle
alkalen kosullarda yiiksek aktiviteye ve kararliliga sahip proteaz enzimine gereksinimi

vardir ve ilgili sektorler gereksinimlerini ithalatla karsilamaktadirlar.

Ticari olarak {iretilen ve kullanilan enzimlerin ¢ok biiyiik bir kismi mikrobiyal
organizmalar tarafindan iiretilmekte ve endiistriyel enzim kullanimi tiim diinyada biiyiik
bir hizla artmaktadir. 1983 yilinda 400 milyon dolar olan enzim kullanimi, 1995 yilinda
1 milyar dolara erismis olup, 2005 yilinda 1.7 ile 2 milyar dolara ulagmasi
beklenmektedir. Diinyadaki enzim pazarinin %75’ini proteazlar olusturmaktadir.
Bilindigi gibi diinyadaki enerji kaynaklar1 her gecen giin azalmaktadir. Bu nedenle, son
yillarda deterjan endiistrisi, diisiik sicakliklarda ve yiiksek pH degerlerinde aktif olabilen

endiistriyel onemi olan proteinlerin, alkalen proteaz gibi enzimlerin arayisina girmistir.

Bu nedenle tez c¢alismasi kapsaminda hedeflenen, Ulkemizin cesitli ekolojik
ortamlarindan izole edilmis bakteriler arasindan en iyi alkalen proteaz iireticisinin
belirlenmesi, tanilanmasi ve alkalen proteaz enziminin iiretimi ve saflastiritlmasidir. Bu
calisma ile 6zellikle deterjan ve dericilik endiistrilerinde kullanilabilecek alkalen proteaz
enziminin gelistirilmesi amacglanirken temel bilimsel ¢alismalarla 6zgiin bilgiler
tiretilerek  uluslararas1 literatiire katkida bulunulacak nitelikte bilgi  birikimi

olusturulacaktir.

Tez kapsaminda yerel ekosistemlerden izole edilen 22 numarali izolat, Bacillus

clausii olarak tanilanmistir. Bacillus clausii GMBAE 22 adi ile NCIB (National Center



for Biotechnology Information) Gen Bankasi’ndan DQ131908 aksesiyon numarasi
alinmuastir.

Fermentasyonla {iretilen hiicre dis1 enzim igin laboratuvar Olgeginde bir
saflagtirma prosesi gelistirilmistir. Tez ¢alismasi sonucunda Bacillus clausii GMBAE
22°den elde edilen alkalen proteaz enzimi, ticari deterjanlarda katki maddesi olarak

kullanilabilme 6zelligi gostermektedir.

Kasim, 2005 Prof. Dr. Dilek KAZAN Hiilya BAL
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

TUBITAK
GMBAE
BAPKO

B

pH
DNA
RNA
rRNA
b¢
His
Asp
Ser

gr
mg
ng
ml

mM
pmol
nm
rpm

TSA
TSB
V-P
TCA
CTAB
TE
TAE
TBE
dNTP

: Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu
: Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisii
: Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu

: Bacillus

: Asitlik derecesi

: Deoksiribo niikleik asit

: Riboniikleik asit

: Ribozomal RNA

: Baz ¢ifti
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: litre
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: miligram
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: Mili molar
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Taq DNA polimeraz : Termostabil enzimlerden Thermus aquaticus’ dan elde edilen

enzim
PCR
TEMED
SDS
PAGE
DEAE
BSA
PMSF
PDAB

Km9 Vm9 kcat
S
E

APIL, CHB, CH

Sherlock-MIDI

ABI

NIT 1,2
Blast
UPGMA
Spec

CFU
DSM

NCIB

NLM

NIH
EMBL

dig
dak

: Polimeraz Chain Reaction

: N,N,N' ,N'-Tetrametilentilendiamin
: Sodyum dodesil siilfat

: Poliakrilamid jel elektroforezi

: Dietilaminoetil

: Sigir serum albumini

: Fenilmetilsiilfonilfloriir

: Paradimetil Amino Benzaldehit

: Michaels Menten kinetik sabitleri
: Substrat
: Enzim

: Analytical Profile Index, BioMerieux, Hazir karbonhidrat
asimilasyon testleri

: Sherlock Microbial Identification System

: Applied Biosystem, DNA dizileme cihaz markasi

: Nitrat Rediiksiyon Kiti, BioMerieux, Fransa

: Basic Local Alignment Search Tools

: Unweighted Pair Group Methot with Aritmetic Averages
: Spektrofotometre

: Unite

: Canl1 hiicre sayis1

: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen,
Alman Kiiltiir Kolleksiyonu

: National center for Biotechnology Information,
Ulusal Biyoteknolojik Informasyon Merkezi (ABD)

: National Library of Medicine,

Ulusal Tip Kiitiiphanesi (ABD)
: National Institutes of Health, Ulusal Saglik Enstitiisii
: European Molecular Biology Labratories,

Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari

: Digerleri
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

Mikroorganizmalar biyoteknolojik siireclerin iiretkenligini belirleyen temel unsurlar
oldugundan, bir biyoteknolojik siirecin onlarsiz gelistirilmesi  diisiiniilemez.
Mikroorganizmalar ya da onlarin enzimlerinin kullanildig: siiregler giiniimiizde gittikge
artan bir ivme ile kimyasal siire¢lerin yerini almaktadir. Enzimatik siire¢lerin ¢evre
kirliligine daha az yol agmasi, kimyasal siire¢lerden daha 1liml1 kosullarda ve ekonomik
olarak gerceklestirilebilmeleri sebebi ile enzimlerin, tekstil deri ve deterjan endiistrileri
ve atik giderme siireglerinde kullaniminda biiyiik artislar olmustur. Bu giline kadar
tanimlanan 3000 den fazla farkli enzimin biiyik ¢ogunlugu mezofilik
mikroorganizmalardan elde edilmistir. Bunlar esas olarak dar pH aralifinda ve diisiik
sicakliklarda islevlerini gergeklestirebilirler. Endiistrinin tercih ettigi genis pH araligi ve
yliksek sicaklik kosullarinda bu enzimler kullanilamamaktadir. Cesitli ekstrem
cevrelerden izole edilen ve ekstremofil olarak adlandirilan mikroorganizmalar,
endiistrinin  arzuladi@1 nitelikteki enzimlerin elde edilmesinde yogun olarak
kullanilmaktadir.

Mikroorganizmalarin ¢ogu nétral veya buna yakin pH degerlerinde yasarlar.
Alkalifilik mikroorganizmalar yiiksek alkali cevrelerde yasayan farkli bir gruptur.
Alkalifilikler ve alkalitolerantlar olarak iki dar grup altinda kategorize edilebilirler.

Alkalifilikler pH 10’ un iizerinde biiyiiyebilen pH 7’ de biiyiime kabiliyeti olmayan
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organizma grubudur. Bununla beraber alkalitolerant organizmalar pH 7 ve pH 10’ un
tizerine biiylime kabiliyetindedir (Nielson ve dig., 1995, Kumar ve Takagi, 1999).

Fermentasyonla iiretilen yiiksek katma degerli iirlinlerin basinda enzimler gelir.
Diinya enzim pazar degerlendirildiginde tek bir biiylik pazardan ¢ok endiistriyel
enzimler, gida enzimleri ve hayvan gidasi enzimlerini kapsayan ii¢ ayri pazarin
varoldugu goriilmektedir. Endiistriyel enzimler deterjan, tekstil sanayi ve diger teknik
uygulamalarda kullanilmaktadir.

Son yillarda gerek biyoteknoloji alanindaki gelismeler, gerekse ¢evre duyarliginin
artmasi sonucu, enzimlerin gesitli endiistri kollarinda kullanimi, diger iilkelerde oldugu
gibi Tirkiye'de de giderek yayginlagmistir. Endiistriyel enzimler iilkemizde en ¢ok
tekstil ve deterjan sanayiinde kullanilmakta olup, bunu gida ve deri endiistrisi
izlemektedir. Deterjan sanayiinde proteaz, amilaz, selillaz ve lipaz enzimleri
kullanilmaktadar.

Yiiksek sicaklik ve pH’ larda biiyiiyen Bacillus soyu mikroorganizmalar tarafindan
uretilen ve endiistriyel Oonemi olan enzimler, deterjanlara katki maddesi olarak
eklenmekte sicak su ile daha etkin temizlik saglayarak yikama olanagini vermektedir.
Biyoteknolojide uygulama olanagi bulacagi diisiincesi termofilik enzimlere olan ilgiyi
arttirmistir. Dolayisiyla tekstil ve deterjan endiistrisinde 6zellikle termofilik ve alkalifilik
bakterilerin iirettigi endiistriyel 6nemi olan proteinlerin iireticisi olan Bacillus soylariin
taranmasina, izolasyon ve nitelendirilmesine yonelik c¢alismalar yogunlagmistir (Fritze
ve dig., 1990; Ferrero ve dig., 1996; Ito ve dig., 2001; Singh ve dig., 2001b; Ivanova ve
dig., 1993; Takami ve dig., 2000).

Alkalifilik mikroorganizmalar dogada yaygin olarak tim cevreye dagilmislardir.
Alkalifilik Bacillus tiirlerinin insan ve hayvan digkilarindan izolasyonu ile ilgili ilk rapor
Vedder A, (1934) tarafindan verilmistir. Bugiin alkalifilik Bacillus tiirleri &zellikle
biyoteknolojik uygulamalar nedeni ile olduk¢a dnem kazanmistir (Fritze ve dig., 1990;
Kumar ve Takagi, 1999). Fritze ve dig. (1990) ve Nielsen ve dig. (1995). Son 20 yilda
alkalifilik Bacillus tiirlerinin siniflandirmasinda filogenetik ve genetik karakteristiklerine
gore revise ederek yeniden olusturmuslar ve daha 6nce tarif edilen B. alcalophilus ve B.
cohnii ‘ye ilave olarak B. clausii, B. gibsonii, B. horikoshii, B. pseudoalkaliphilus, B.
pseudofirmus, B. agaradhaerens, B. clarkii, B.

halmapalus, B. halodurans olarak 9 yeni tiir tarif etmislerdir.
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Diinyadaki enzim pazarinin %75’ ini olusturan proteazlar, proteinleri degrade ederek
neden olduklan kirliliklerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Cok ¢esitli  Bacillus soylar1
hiicre digina serin endoproteazlar salgilamaktadir. B. amyloliquefaciens, B. licheniformis,
B. subtilis, soylarinda proteaz genleri klonlanarak dizi analizleri yapilmistir. Bacillus
serin proteazlarinin en iyi bilinen uygulama alani deterjan tozlarindadir. Detarjanlarda,
yiikksek alkalen pH optimumlari olan serin proteazlar tercih edilmektedir. Bacillus
soylarindan elde edilen , alkalen serin proetazlar genellikle 8.5-10 araliginda bir pH
optimumuna sahiptirler. pH optimumu ileri derecede alkalen olan bir protezi {ireten
Bacillus alcalophilus soyu (pB92) topraktan izole edilmistir. Bu soy tarafindan kodlanan
serin proteaz geni klonlanarak, proteaz iiretim diizeyini arttirmak iizere kullanilmistir.
pH optimumu 10.5-12 olan bu proteaz modern deterjan tozlarinda kullanilmak ¢ok
uygundur (Van der Laan ve dig., 1991).

Alkalifilik mikroorganizmalar icerisinde proteaz aktivitesi Bacillus genusu iiyeleri
icerisinde yaygin olarak bulunmaktadir (Kumar and Takagi 1999). Bu nedenle,
alkalifilik Bacillus soylar1 hem akademik hem de endiistriyel agidan ilging ve ¢ok
onemlidir. Bu amagla verilen literatiir bilgileri gozetilerek, tanimlanan lokal
ekosistemlerden izole edilen Bacillus soylari, dncelikli olarak alkalen proteaz aktivitesi
yoniinden taranmustir.

Bu tezin temel amaci; Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu (TUBITAK),
Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji ~ Arastirma Enstitiisii (GMBAE) Enzim ve
Fermentasyon Teknolojisi Laboratuvar1 ile birlikte kolaboratif bir calismayla;
tilkemizdeki yerel ekosistemlerden taranarak izole edilen ve endiistriyel 6nemi olan
proteinleri tireten bakterilerin tanimlanmasi, en iyi alkalen proteaz {ireticisinin
belirlenmesi  ve alkalen proteaz enziminin  iretimi, saflagtirilmasi  ve

karakterizasyonudur.
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BOLUM II

GENEL BIiLGILER

II. 1. Mikrobiyal Proteazlar

Mikrobiyal proteazlar ii¢ farkli grupta incelenebilir. Bunlardan birincisi, pH 5-8
araliginda ve diisiik sicakliklarda aktif bakteriyel notral proteazlardir. Hidrofobik amino
asit ciftlerine yiiksek afiniteleriyle karakterize edilirler. Bakteriyel alkalen proteazlar
genis substrat spesifisitesi ve alkalen pH’daki yiiksek aktivitesiyle karakterize edilirler.
Optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 60°C ve pH 10’dur. Bu 6zellikleri nedeni ile
deterjan endiistrisinde genellikle bakteriyel alkalen proteazlar kullanilmaktadir.

Mikrobiyal proteazlar igerisindeki bir diger grup fungal proteazlardir. Fungal
proteazlar pH 4-11 arasinda aktiftirler ve genis substrat spesifisitesi gosterirler. Diigiik
reaksiyon hizlarina sahiptirler. Fungal asit proteazlar pH 4-4.5 arasinda optimuma
sahiptirler, pH 2.5-6 arasinda kararlidirlar. Fungal nétral proteazlar metalloproteazlardir;
pH 7° de aktiftirler ve selatlayic1 ajanlar tarafindan inhibe olurlar. Fungal alkalen
proteazlar da besin protein modifikasyonunda kullanilirlar. Ayrica bazi viriislerde de
serin, aspartik, sistein peptidazlar bulunur.

Bakterilerden o6zellikle yiiksek sicaklik ve pH’ larda biiyiiyen bir Bacillus soyu
tarafindan tiretilen proteaz enzimleri, deterjanlara katki maddesi olarak eklenmekte sicak
su ile daha etkin temizlik saglayacak yikama olanagimi vermektedir. Biyoteknolojide
uygulama olanagi bulacagi diislincesi termofilik enzimlere olan ilgiyi arttirmistir.
Dolayisiyla tekstil ve deterjan endiistrisinde 06zellikle termofilik ve alkalifilik

mikroorganizmalarin {irettigi amilaz ve proteaz iireticisi Bacillus soylarinin taranmasina,
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izolasyon ve nitelendirmesine yonelik calismalar yogunlasmistir (Fritze ve dig., 1990,
Fritze, 1996, Nielsen ve dig., 1994, Nielsen ve dig., 1995, Singh ve dig., 2001a, Ito ve
dig., 1998, Ferrero ve dig., 1996).

Proteazlar genelde katalizledigi reaksiyon, katalitik bdlgenin kimyasal yapist ve
olusumuyla iligkili olmak tizere, 3 ana kritere gore siniflandirilir. Proteazlar katalizledigi
reaksiyonlarla ekzopeptidaz ve endopeptidaz olmak iizere 2 alt simfa ayrilir.
Ekzopeptidazlar katalitik mekanizma temeline gore siniflandirilirlar (Tablo 1I.1). Serin
peptidazlar katalitik igslemde aktif bolge merkezinde serin, sistein tip peptidazlar aktif
merkezde sistein igerir. Aspartik tip endopeptidazlar katalitik bogesinde katalitik
aktiviteleri i¢in iki aspartik aside ihtiyag duyar. Metallopeptidazlar, katalitik
mekanizmasinda yaygin olarak ¢inko veya metal iyonlarini kullanirlar. Bir kisim
endopeptidaz ise heniiz katalitik aktivite mekanizmasi tanimlanamadigi i¢in yukarida
belirtilen gruplarin disinda EC 3.4.99 alt sinifinda listelenmistir.

Tablo I1.1. Proteazlarin Siniflandirilmasi

Peptidazlar Alt Sinif
Ekzopeptidaz (Karboksipeptidaz)
Serin-tip karboksipeptidazlar 34.16
Metallo karboksipeptidazlar 3.4.17
Sistein- tip karboksipeptidazlar 3.4.18
Endopeptidaz
Serin endopeptidazlar 3.4.21
Sistein endopeptidazlar 3.4.22
Aspartik endopeptidazlar 34.23
Metalloendopeptidazlar 3.4.24
Katalitik Mekanizmasi Bilinmeyen Endopeptidazlar 3.4.99
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Sekil I1.1. Serin Proteazlarin Katalitik Etki Mekanizmasi.

Serin proteazlar; kimotripsin, tripsin ve elastaz gibi enzimleri iceren kimotripsin tip
ve subtilisin gibi bakteriyel enzimleri igeren subtilisin tip olmak {izere 2 farkli grubta
incelenir. Bu iki grubun, katalitik mekanizmalar1 ve aktif bolge yapilart aynit olmasina
ragmen, genelde 3 boyutlu yapilan farklidir. Katalitik bolgede katalizden sorumlu amino
asitler His 57, Asp 102 ve Ser 195°dir. Kataliz reaksiyonundaki ilk basamak, serin ile
substrat arasinda agil enzim ara {riiniiniin olusumudur. Bunu takiben negatif yiklii
tetralhedral gecis hali olusur ve peptid bagi ayrilir. ikinci asamada olusan agil enzim ara
tiriini bir su molekiilii ile hidrolizlenerek, peptidin ayrilmasi ile serin-hidroksil tekrar

olusur (Sekil 11.1).
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Alkalen proteazlar serin proteaz (EC 3.4.21), sistein proteaz (EC 3.4.22), aspartik
proteaz (EC 3.4.23) ve metallo proteaz (EC 3.4.24) olmak fizere deterjan, gida ve deri
endiistrisinde  kullanilan endiistriyel enzimlerin en Onemli gruplarindan birini
olustururlar.

Deterjanlara alkalen proteaz ilavesinin amaci protein kokenli lekeleri %35-40
uzaklagtirarak temizleme etkisini arttirmaktir (Moreira ve dig., 2002). Ayrica alkalen
proteazlar tily, deri ve boynuzlarin kullanilabilir biyokiitleye ¢evirilmesi amaci ile fibroz
proteinlerin  hidrolizlenmesinde de kullanilmaktadir. Alkalen proteazlarin diger
endiistriyel uygulamalart peptit sentezi, aminoasitlerin rasemik karistmlarinin ayrilmasi,
X-ray filmlerindeki jelatinin hidroliziyle glimiisiin geri kazanimin1 kapsamaktadir
(Anvar ve Saleemuddin 1998, Kumar ve Takagi 1999).

Alkalifilik ve termofilik mikroorganizmalardan ozellikle deterjan endiistrisinin
kullanimina yonelik enzimlerin iiretimine iliskin calismalarda da artis goriilmektedir
(Phadatare ve dig., 1993, Jasvir ve dig., 1999, Abdel-Naby ve dig., 1998, Macbrouk ve
dig., 1999. Mehrotra, S., 1999, Johnvesly ve Naik, 2001, Kaur ve dig., 2001, Oberoi ve
dig., 2001). Diger taraftan bu organizmalardan ilgili enzimler saflastirllmakta ve
karakterizasyonlar1 rapor edilmektedir (Singh ve dig, 2001b, Huang ve dig., 2003,
Rahman ve dig., 1994, Bauerjaec ve dig., 1999). Alkalifilik Bacillus tiirlerinden elde
edilen alkalen proteaz biyoteknolojik uygulamalarda 6nemli oranda potansiyel olusturur
(Saeki ve dig., 2002, Takami ve Horikoshi, 2000, Takami ve Krulwich, 2000, Jasvir ve
dig., 1999, Takami ve dig., 1999, Yumoto ve dig., 1998). Son yillarda iilkemizde
ozellikle serin alkalen proteaz liretimine yonelik “metabolik akis” analizlerini de igeren
nitelikli ¢alismalar yaymlanmistir (Calik ve dig., 1998, 1999a, 1999b, 2000a, 2000b,
2000c, 2001).

22



BOLUM III

TEZ CALISMALARI

III. 1. Arastirma Araclan

II1. 1.1. Arastirma Olanaklar (Cihaz vb)
Arastirma, TUBITAK-GMBAE, Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi Laboratuvari
ile kolaboratif olarak gerceklestirilmistir.

I1I. 1.2. Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup Merck (Darmstadt,
Almanya), Fluka (isvicre), Sigma (St Louis, ABD) ve BioMerieux (Fransa), Oxoid Ltd
(Hampshire, Ingiltere), Difco (Michigan, Amerika), Riedel (Seelze, Almanya), JT Baker

(Deventer, Hollanda)’ dan saglanmuistir.

III. 1. 3. Mikroorganizma

Bu c¢alismada, TUBITAK-GMBAE, Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi

Laboratuvari tarafindan, farkli yerel ekosistemlerden taranarak izole edilen [izole edilen
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saf kiiltirler -80°C* de (Snijders Scientific biolab, Holland) % 30 gliserolde
stoklanmiglardir], 6n seleksiyonlar1 yapilmis, endiistriyel 6nemi olan proteinleri iireten

bakteriler kullanilmistir.

II1. 1 .4 . Besiyerleri

Besiyeri 1. Nutrient Broth

13 gr Nutrient broth (Oxoid CM 1) 1 litre distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’
de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve aseptik kosullarda steril kapakli
tiplere S’er ml olarak paylastirnlmistir (Bergey’s, 1986). Bu ortam izolatlarin

aktivasyonu i¢in kullanilmustir.

Besiyeri 2. Alkali Nutrient Broth

13 gr Nutrient broth, 1 litre distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer
basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Alkali kosularda gerceklestirilen deneyler i¢in
ortam pH’s1 igerigi Ek A’ da verilen sodyum sesquikarbonat kulla-nilarak 10.5 degerine
ayarlanmistir. Sodyum sesquikarbonat ayni kosullar altinda ayr1 olarak steril edilmis, son
hacimde %1 olacak sekilde bazal ortama ilave edilmistir. Hazirlanan ¢ozelti aseptik
kosullarda steril Petrilere dokiilmiistiir (Bergey’s, 1986). Notral ¢caligmalarda ise ortam

pH degeri 7.2 olarak ayarlanmistir. Bu ortam izolatlarin aktivasyonu igin kullanilmistir.

Besiyeri 3. Tripton Broth
10 gr/L Tripton (Oxoid L 42) distile suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’ de, 1.5
atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve 5 ml kapakl tiiplere paylastirilmigtir

(Bergey’s, 1986). Bu ortam izolatlarin indol {liretimini belirlemek i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 4. Tripton Soya Broth (TSB)

30 gr/LL Tripton soya broth (Oxoid CM129) 1 litre distile suda ¢oziildiikten sonra,
121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve aseptik kosullarda 5 ml
kapakli tiiplere paylastirilmistir (Tamer ve dig., 1989). Bu ortam hiicresel yag asidi

analizinde izolatlarin aktivasyonu i¢in kullanilmigtir.
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Besiyeri 5. Nitrat Broth

1 gr/L KNOs, 0,5 gr/LL NaCl ve 2 gr/L Pepton distile suda ¢oziildiikten sonra,
kapakl tiiplere 5° er ml paylastirilmistir. Steril Durham tiipleri i¢inde hava kalma-yacak
sekilde tiiplere yerlestirildikten sonra 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika
sterilize edilmistir (Tamer ve dig., 1989). izolatlarin nitrat rediiksiyonunun

belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 6. Voges-Proskauer (V-P) Broth

Bakto pepton (Difco, 0118-01-8) 7 gr
Glukoz (JT Baker 0115) Sgr
NaCl Sgr
Distile su 1000 ml

Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, pH: 6,5’ a ayarlanarak 20 mm’lik
kapakli tiiplere beser ml paylastirilmis ve 121°C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika
sterilize edilmistir. Voges-Proskauer Broth ortaminda asetilmetil karbinol {iretiminin

belirlenmesinde kullanmilmistir (Bergey’s, 1986).
Besiyeri 7. Lizozim Ortam
Steril olarak hazirlanan 99 ml nutrient broth i¢ine 10 000 unit/ml olacak sekilde

lizozim enzimi ¢Oziilmiistiir. Sterilizasyondan sonra aseptik kosullarda kapakli steril

tiiplere 2.5’ er ml paylastirnllmistir (Bergey’s, 1986).

Besiyeri 8. Karbonhidrat Fermantasyonunun Ortam

Bazal Ortam

K,HPOy4 7 gr
KH,PO, 2gr
MgS0,4.7H,0 0.1 gr
(NH4) 2 SO4 1 gr
NaCl Sgr
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Vitamin solusyonu 1 ml

Distile su 1000 ml

Vitamin Stok Cozeltisi

D(-) Biyotin (Sigma, B-4501) 20 mg
Folik asit (Sigma, F-7876) 20 mg
Tiamin hidroklorid (Merck, 8181) 50 mg
Kalsiyum D (+) Pentationat 50 mg
Kobalamin 1 mg
Riboflavin (Merck, 7609) 50 mg

Nikotinik asit (Sigma, N-4126) 50 mg

p-aminobenzoik asit 50 mg
Pridoksin hidroklorid 100 mg
Distile su 1000 ml

Bazal ortam igerikleri 1000 ml distile suda ¢d6ziildiikten sonra 121 °C’ de, 1.5
atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Deneyde kullanilan sekerler; D(+)
Glukoz (JT Baker, 115), L(+) Arabinoz (Merck, 1488), D(+) Xyloz (Merck, 8689), D(-)
Mannitol (Merck, 5982) %10’ luk distile su ile hazirlandiktan sonra filtreden gegirilerek
sterilize edilmistir. Sonug ¢dzeltisine % 0.5 oraninda ilave edilmistir. Bu ortamdan ayr1
olarak hazirlanan vitamin stok ¢ozeltisinin igerikleri distile suda ¢oziilerek membran
filtre ile sterilize edilmistir. Ayr1 olarak steril edilen bazal ortama vitamin stok
cozeltisinden 1 ml eklendikten sonra ortamin pH s1 8.9-9.1’¢ ayarlanmistir. Asit
tiretiminin indikatorii olarak, ayri olarak steril edilmis Brom Timol Mavisi (pH: 8.0-9.6)
kullanilmistir. Bu ortam steril kapakli cam tiipkere 5’er ml olacak sekilde
paylastirllmistir (Fritze, 1990; Bergey’s, 1986; Onmus F, 2000). D(+) Glukoz tiiplerine
gaz olusumu igin Durham tiipleri yerlestirilmis ve Onceden ayr olarak sterilize

edilmistir.

Besiyeri 9. Nutrient agar
28 gr Nutrient agar (Oxoid CM 3) 1 litre distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de,
1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Sonug solusyonu aseptik kosullarda

steril Petrilere dokiilmiistiir (Bergey’s, 1986; Tamer ve dig., 1989).
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Besiyeri 10. Alkali Nutrient agar

28 gr Nutrient agar, 1 litre distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer
basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Alkali kosullarda gerceklestirilen deneyler i¢in
ortam pH’s1 sodyum sesquikarbonat kullanilarak 10.5 degerine ayarlanmistir. Sodyum
sesquikarbonat aymi kosullar altinda ayr1 olarak steril edilmis, final hacimde %1 olacak
sekilde bazal ortama ilave edilmistir. Sonug¢ ¢ozeltisiaseptik kosullarda steril Petri

kutularina dokiilmiistiir (Bergey’s, 1986).

Besiyeri 11. Tripton Soya Agar (TSA)

30 gr/L Tripton soya broth (Oxoid CM129), %1’lik bakteriyolojik agar 1 litre distile
suda ¢oziildiikten sonra, pH 7.6’ ya ayarlanmistir ve 121 °C’de, 1.5 atmosfer basingta, 15
dakika sterilize edilmistir. Sonug¢ ¢ozeltisi aseptik kosullarda steril Petri kutularina

dokiilmiistiir (Tamer ve dig., 1989).

Besiyeri 12. Gliserol Agar

100 ml/L Nutrient agar, 1 gr/L, maya oziitii (Merck, 1.03753) ve 2 ml/L gliserol
distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize
edilmistir. Sonug c¢oOzeltisi aseptik kosullarda steril Petri kutularina (1.5-2.0 mm
kalinlikta) dokiilmiistiir (Bergey’s, 1986). Bu ortam dihidroksi aseton iiretiminin

belirlenmesinde kullanilmustir.

Besiyeri 13. Sitrat Agar

Bazal ortam

Trisodyum sitrat 2 H,O (Riedel, 25116) I gr
MgSO, 7H,0 1.2 gr
(NHy) SO4 0,5 gr
KCl1 1gr
[z element ¢ozeltisi 40 ml
Agar (Oxoid L 11) 15 gr
Distile su 920 ml
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Fenol kirmizis1 ( % 0,04 w/v ) (Fluka, 77650) 20 ml
pH: 6.80

iz Element Cozeltisi

Etilendiamin tetra asetat (EDTA) 500 mg
FeSO, 7H,O 200 mg
ZnS0O, 7TH,O 10 mg
MnCl, 4H,0 3 mg
H;BO; 30 mg
CoCl, 6H,O 20 mg
CuCl, 2H,0 1 mg
NiCl, 6H,0 2mg
Na,MoO,4 2H,0 3mg
Distile su 1000 ml

Bazal ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6.80° e ayarlanmis, 121 °C’
de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra,
iz element solusyonu membran filtreden gegirilerek eklenmistir. indikator olarak Fenol
kirmizis1 ¢ozeltisi (pH: 6.8-8.4) (Bergey’s, 1986) kullanilmistir. Bu ortam izolatlarin

sitrat kullanimlarini belirlemek i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 14. Simon Sitrat Agar

23 gr Simon sitrat agar (Oxoid CM 155) 1 litre distile suda ¢oziildiikten sonra,
kapakl tiiplere 5’er ml paylastirilarak 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basincta, 15 dakika
sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra tiipler yatik halde sogumaya birakilmistir

(Tamer ve dig., 1989; American Public Healt Association, 1984).

Besiyeri 15. Fenil Alanin Agar

Maya oziitii 3ear
L-Fenil alanin (Fluka, 78020) 2gr
Na,HPO, 1 gr

NaCl Sgr
Agar 12 gr
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Distile su 1000 ml

Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, her organizma i¢in iki adet olacak
sekilde kapakli tiiplere 5’er ml paylastirilmig, 121 °C* de, 1.5 atmosfer basingta, 15
dakika sterilize edilmistir. Yatik olarak hazirlanan ortam, izolatlarin fenil alanin

deaminasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Bergey’s, 1986).

Besiyeri 16. Tirozin Agar

0.5 gr L-Tirozin (Merck, K23565371) 10 ml distile suda ¢oziildiikten sonra, 121°C’
de, 1.5 atmosfer basingta, 25 dakika sterilize edilmistir. Ayr1 olarak sterilize edilmis ve
100 ml nutrient agar ile karistirildiktan sonra aseptik kosullarda steril Petri kutularina

(15 mm kalinlikta) esit olarak paylastirilmistir (Bergey’s, 1986).

Besiyeri 17. DNaz Agar

39 gr/LL DNase agar (Oxoid CM 321) 1 litre distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’
de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Sonu¢ ¢ozeltisi aseptik
kosullarda steril Petrilere dokiilmiistiir (Tamer ve dig., 1989). Bu ortamda izolatlarin

DNagz aktivitelerinin varlig1 incelenmistir.

Besiyeri 18. Ure Agar

2.4 gr Ure agar base (Oxoid CM53), 95 ml distile suda ¢dziilmiis ve homojenize
edilmistir. 121 °C’de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmistir, sodyum
sesquikarbonat ayni kosullar altinda ayr1 olarak steril edilmistir. Agar 45°C’° ye kadar
sogutulduktan sonra aseptik olarak membran filtreden gegirilerek sterilize edilmis %20’
lik {ire ¢Ozeltisi agar ortaminda son konsantrasyonu %2 olacak sekilde eklenmis ve
besiyeri steril sartlarda Petri kutularina paylastirilmistir (Tamer ve dig., 1989; Onmus F.,
2000).

Besiyeri 19. %2, %5, %7, %10 NaCl iceren Nutrient Agar
100 ml Nutrient agara sirasiyla 2, 5, 7 ve 10gr NaCl ilave edilmis ve ortamlar 121
°C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilerek steril Petri kutularina

dokiilmiistiir.
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Bu ortamlar izolatlarin %2, %5, %7, %10 NaCl iceren ortamlarda biiyiiyiip
biiylimediginin saptanmasinda kullanilmistir (Tamer ve dig., 1989; Sentiirk, 1993).

Besiyeri 20. Yar1 Kat1 Hareket Ortamm

Nutrient broth’ a %1°lik bakteriyolojik agardan sonug¢ ¢ozeltisinde agar oran1 %
0.5 olacak sekilde eklendikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika
sterilize edilmistir. Sonug ¢ozeltisi aseptik kosullarda steril kapakli tiiplere 5° er ml
paylastirllmigtir (Tamer ve dig., 1989). Bu ortam izolatlarin hareketliliginin kontrol

edilmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 21. Endospor Ortami

28 gr/L Nutrient agar ve 5 gr/L MgSO, 7H,O distile suda ¢oziildiikten sonra, 121
°C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve aseptik kosullarda steril Petri
kutularina dokiilmiistiir. Ortam izolatlarin endospor incelemeleri i¢in kullanilmistir

(Bergey’s, 1986).

Besiyeri 22. Maksimum ve Minimum Sicakliklarda Biiyiime

28 gr/L Nutrient agar distile suda ¢oziildiikkten sonra, 121 °C’de, 1.5 atmosfer
basingta, 15 dakika sterilize edilmistir. Sonug¢ ¢ozeltisi aseptik kosullarda steril Petri
kutularina dokiilmiistiir. Yatik olarak hazirlanan ortamlarda maksimum ve minimum
sicakliklarda (5 °C, 10°C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 55°C, 65 °C’ de) izolatlarin biiyiimeleri
incelenmistir. En fazla sicaklik farkliligi +0,5 °C olacak sekilde ayarlanmis etiivler

kullanilmistir (Bergey’s, 1986).

Besiyeri 23. NaCl — KCI’ de Biiyiime Ortam

NaCl-KCl Ortam

Et 6ziitii (Merck, 1.03979) 1gr
Maya oziitii 2 gr
Pepton 5gr
Agar 15 gr
Distile su 1000 ml

Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, pH’ s1 6.8’ e ayarlanmistir ve

121°C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmis ve aseptik kosullarda steril
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Petri kutularina dokiilmiistiir. Ortam izolatlarin NaCl ve KClI ihtiyaglarinin belirlenmesi
amaci i¢in kullamlmistir. Ayrica iiretim siv1 ortamda da tekrarlanmistir. Sonug ortams;

%0,5 oranda NaCl ya da KCl igerecek sekilde hazirlanmistir (Bergey’s, 1986).

Besiyeri 24. pH 5.7’ de Ureme Ortam

10 gr/L Bacto pepton ve 20 gr/L Glukoz distile suda ¢oziildiikten sonra, pH: 5.70°
e ayarlandiktan sonra kapakli cam tiiplere 5’ er ml paylastirilmig ve 121 °C’ de, 1.5
atmosfer basingta, 15 dakika sterilize edilmistir (Bergey’s, 1986).

Izolatlarin pH 5.7’ deki biiyiimelerini belirlemek amaci ile Saboraud Dextroz Agar
(Biomerieux, 42026), (hazir ortam) kullanilmistir. Bu ortamlar pH: 5.7’ de biiylime testi

i¢in kullanilmigtir.

Besiyeri 25. Biiyiime icin pH arahg

24 saatlik inkiibasyondan sonra 1 litre nutrient agar, farkli tamponlar kullanilarak
farkli pH degerlerine ayarlanmigtir. Ayni sartlarda nutrient broth’ ta da pH degerleri
kontrol edilmistir. izolatlardan 131 ve 132 nolu olan izolatlar nutrient agar besiyerinde

ve 55 °C’ de aktive edilmistir.

pH:6.0 HCI eklenerek ayarlamistir.

pH:7.0 100 ml 1.0 M Sodyum fosfat tampon (pH:7.0) eklenerek
ayarlanmistir.

pH:8.0 100 ml 1.0 M Na, HPO, eklenerek ayarlamistir.

pH:9.0 100 ml 1.0 M NaHCO;j; eklenerek ayarlamigtir

pH:10.0 100 ml 1.0 M Sodyum sesquikarbonat tamponu (pH:10.0)

eklenerek ayarlamistir.

Nutrient agar ortami ve tamponlar ayri1 olarak otoklavda sterilize edilmistir.
Tamponlar 45 °C’ ye sogutulmus nutrient agar ortamma ilave edilmistir. Iyice
calkalanarak steril Petri kutularina dokiilmiis olan bu ortam biiylime i¢in pH araliginin

belirlenmesinde kullanilmistir (Nielsen ve dig., 1995; Onmus F., 2000).

Besiyeri 26. Proteaz Ortami

Coziinebilir nisasta (Riedel, 18727) 10 gr
Pepton 5gr
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Maya ozuti 5gr

K,HPOy4 1 gr
MgSO, 7H,0 0.2 gr
Na,CO3 10 gr
Distile su 1000 ml
Skim milk (Oxoid L 31) % 0.5
Agar % 1
pH:10.5

Ortam igerikleri distile suda ¢o6ziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta,
15 dakika sterilize edilmistir. Ortamin pH ayari i¢cin Na,COs ayr1 olarak steril edilmis ve
sonu¢ ¢ozeltisine hacimde %1 olacak bigcimde ilave edilmistir. Besiyeri 27° de igerigi
verilen siit agar1 (Skim milk) 121°C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 5 dakika sterilize edilmis
ve 45 °C’ ye kadar sogutulmus, bazal ortama ilave edilerek iyice karistirilmistir. Sonug
cozeltisi aseptik kosullarda steril Petri kutularina dokiilmiistiir. Kolloidal olan kazein
molekiilleri ortam dondugu zaman ortama opak bir goriinim vermistir. Ortam proteaz
iireten izolatlarin belirlenmesinde kullanilmistir (Tamer ve dig, 1989; Horikoshi, 1971;

Nomoto ve dig., 1984; Ucar ve dig., 1998; Oxoid, 1967).
Besiyeri 27. Siit Agar1 (Skim Milk)
Susuz olarak ticari sekilde bulunan Skim milk (Oxoid L31) 10 gr/100 ml oraninda

distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir (Oxoid, 1967; Tamer ve dig., 1989).

Besiyeri 28. Amilaz Ortam

Nutrient agar 28 gr
Nisasta 20 gr
Distile su 1000 ml
pH:10.5

Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’de, 1.5 atmosfer basingta, 15
dakika sterilize edilmistir. Sodyum sesquikarbonat tampon ayni1 kosullar altinda ayri
olarak steril edilmistir, son hacimde %1 olacak bigimde bazal ortama ilave edilmistir.
Sonug ¢ozeltisi aseptik kosullarda steril Petri kutularina dokiilmiistiir. Ortam amilaz

ireten izolatlarin belirlenmesinde kullanilmistir (Gerhardt ve dig., 1981).
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Besiyeri 29. Lipaz Ortami

Tribiitrin S5ml
(NHy), SO, 10 gr
K>HPO, 35gr
KH,PO, lgr
NaCl 2.5 gr
MgSO, 7H,0 0.5 gr
Agar (% 1’ lik) 10 gr
Distile su 1000 ml
pH:10.5

Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’de, 1.5 atmosfer basingta, 15
dakika sterilize edilmistir. Sodyum sesquikarbonat tampon ayni1 kosullar altinda ayri
olarak steril edilmistir, son hacimde %1 olacak bigimde bazal ortama ilave edilmistir.
Sonug ¢ozeltisi aseptik kosullarda steril Petri kutularina dokiilmiistiir. Ortam lipaz {lireten

mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmigtir (Rapp P. ve Backhaus S., 1992).

Besiyeri 30. Seliilaz Ortam

Tripton (Oxoid L 42) 10 gr
Maya oziitii Ser
Karboksi metil seliiloz (CMC) (Sigma, C-4888) 1 gr
NaCl 10 gr
Agar % 1
Distile su 1000 ml
pH:10.5

Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121 °C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15
dakika sterilize edilmistir. Sodyum sesquikarbonat tampona ayni kosullar altinda ayri
olarak steril edilerek, son hacimde %1 olacak bicimde bazal ortama ilave edilmistir.
Sonug c¢ozeltisi aseptik kosullarda steril Petri kutularina dokiilmiistiir. Ortam seliilaz

iireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmstir.
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III. 2. Arastirma Yontemi

I1I. 2. 1. Mikroorganizmalarin Enzim Profillerinin Belirlenmesi

TUBITAK-GMBAE, Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi Laboratuvari tarafindan,
farkli yerel ekosistemlerden taranarak izole edilen, on  seleksiyonlar1 yapilmis

izolatlarin proteaz, amilaz, lipaz ve seliilaz enzimlerini liretebilirlikleri taranmugtir.

I1I. 2. 1. 1. Kat1 Besiyerinde Enzim Profillerinin Belirlenmesi

izolatlarin iirettikleri enzimlerin taranmasinda, proteaz ortami olarak Tamer ve dig.,
1989; Horikoshi, 1971; Nomoto ve dig., 1984; Ucar ve dig., 1998; Oxoid, 1967
tarafindan Onerilen ortam, amilaz enzimi i¢in Gerhardt ve dig., (1981) tarafindan
Onerilen ortam, lipaz i¢in ise Rapp ve Backhaus, 1992 tarafindan oOnerilen ortam
kullanilmistir.

Enzim profillerinin belirlenmesinde kullanilan besiyerleri kissm III. 1. 4.”  de,
metodlar asagida, ¢ozeltiler ise Ek A’ da  verilmistir. Biitiin testler iicer defa
tekrarlanmistir. Proteaz, amilaz, lipaz ve seliillaz enzimlerinin profilleri Tablo IV. 1.” de

verilmistir.

III. 2. 1. 1.1. Proteaz Uretiminin Belirlenmesi

Nutrient broth’da aktive edilen izolatlardan, Besiyeri 26’ de verilen proteaz
ortamina, steril sartlarda 3 ul nokta ekim yapilmistir. 24 saat boyunca optimum
sicaklikta (37 °C) inkiibe edilen kiiltiirlerde proteaz ortami {izerinde koloni ¢evresinde
acik transparan zonlar olusmasi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmis ve bu zonlar
milimetrik cetvelle dl¢lilmiistiir. Kat1 proteaz ortaminda proteaz aktivitesi goriilen Petri
kutularinin fotograflar ¢ekilmis ve sonuglar Ek B’ de verilmistir (Tamer ve dig., 1989;

Horikoshi, 1971; Nomoto ve dig., 1984; Ugar ve dig., 1998; Oxoid, 1967).

IIL 2. 1. 1.2. Amilaz Uretiminin Belirlenmesi

Nutrient broth’da aktive edilen izolatlardan, Besiyeri 28’ de verilen amilaz ortamina,
steril sartlarda 3 pl nokta ekim yapilmistir. 24 saat boyunca optimum sicaklikta (37 °C,

izolat 131 ve izolat 132 i¢in 55 °C) inkiibe edilen kiiltiirlerde amilaz ortamu {izerinde
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olusan bakteri kolonisinin {izerine Gram iyodiir (lugol) ¢ozeltisi damlatildiginda koloni
cevresinde agik zon olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Gerhardt ve dig.,

1981).

IIL. 2. 1. 1.3. Lipaz Uretiminin Belirlenmesi

Nutrient broth’da aktive edilen izolatlardan, Besiyeri 29’ da verilen lipaz ortamina,
steril sartlarda 3 pl nokta ekim yapilmistir. 24 saat boyunca optimum sicaklikta (37 °C,
izolat 131 ve izolat 132 ig¢in 55 °C) inkiibe edilen kiiltiirlerde lipaz ortami {izerinde
olusan koloni ¢evresinde acik transparan zonlar olusmasi, pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Rapp P. ve Backhaus S.; 1992).

III. 2. 1. 1.4. Seliilaz Uretiminin Belirlenmesi

Nutrient broth’da aktive edilen izolatlardan, Besiyeri 30’ da verilen seliilaz ortamina,
steril sartlarda 3 pl nokta ekim yapilmistir. 24 saat boyunca optimum sicaklikta (37 °C,
izolat 131 ve izolat 132 i¢in 55 °C) inkiibe edilen kiiltiirlerde seliilaz ortaminda
koloninin iizerine %1’ lik Kongo Kirmizis1 damlatilmistir. Boyanin fazlasi 1 N HCl ile
yikanmistir. 15 saniye sonucunda koloni g¢evresinde agik transparan zonlar olugmasi

pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

II1. 2. 1. 2. Stv1 Besiyerinde Proteaz Uretiminin Belirlenmesi

Secilen 17 izolat sivi proteaz iiretim ortaminda biiyiitiilerek enzim profilleri
belirlenmistir. Alkalen proteaz enzimi iiretimi; %1.0 Coziinebilir nigasta, %0.5 Maya
Oziitii, %0.5 Pepton, %0.1 K,HPO4, %0.02 MgS0,.7H,0 igeren kompleks sivi
besiyerinde gerceklestirilmistir. Ortam pH’st %10 sodyum sesquikarbonat ile 10’a
ayarlanmigtir. Segilen 17 izolat, 100 ml alkalen proteaz enzim besiyeri iceren 500 ml
erlenmeyer igerisinde, 37°C, 160 rpm calkalama hizinda biiyiitiilmesi ile elde edilmistir.
Fermentasyon sonunda hiicreler santrifiijlenerek (SIGMA 6K15 model santrifiij; 9000g,
45 dak, 0-4 °C) ortamdan uzaklastirilmis ve kiiltiir iist sivis1 proteaz enziminin aktivitesi

II1. 2. 4. 2. 2.” de verilen yontemle belirlenmistir.
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I1I. 2. 2. Mikroorganizmalarin Karakterizasyonu

Izolatlarn;  kiiltiirel ~ (koloni  karakterizasyonu, hareketlilik), —mikroskobik
(morfolojileri: sekil, boyama 6zelligi, spor olusturmasi, biiyiikligii), fizyolojik (aerobik
ya da anerobik olarak {reyebilirligi, optimum {ireme sicaklifi) ve biyokimyasal
(sekerleri oksidatif ya da fermentatif tarzda kullanabilirligi, metabolizmasini
aydinlatacak ¢esitli biyokimyasal testler), genetik karakterleri, Ucar ve dig., 1998;
Nielsen ve dig., 1995; Sentiirk, 1993; Rapp ve Backhaus , 1992; Fritze, 1990; Tamer ve
dig., 1989; Sneath ve dig., 1986; Nomoto ve dig., 1984; Gerhardt ve dig., 1981;

Horikoshi, 1971 tarafindan tanimlanan testlerle tespit edilmistir.

IIL. 2. 2. 1. Kiiltiirel Ozellikler

Izolatlarin kiiltiirel 6zellikleri; igerikleri Besiyeri 1 ve 2° de igerigi verilen nutrient
broth ve alkali nutrient broth ortamlarinda aktive edilen izolatlar Besiyeri 9 ve 10’ da
igerigi verilen nutrient agar ve alkali nutrient agar ortamlarina ayr1 ayr ¢izgi ve nokta
ekim yapilarak belirlenmistir (Nielsen ve dig., 1995, Bergey’s, 1986).

Izolatlarin hareketliligi icerigi Besiyeri 20’ de verilen yar1 kati nutrient agar
ortamina steril igne 6ze ile aseptik sartlarda dik ekim yapilmistir. 24 saat boyunca 37 °C’
de (izolat 131 ve izolat 132 ig¢in 55 °C) inkiibe edilen kiiltiirlerde igne 6zenin biraktigi

iz lizerindeki tiremenin kenarlara dagilimi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

II1. 2. 2. 2. Mikroskobik Ozellikleri

III. 2. 2. 2. 1. Gram Boyama

Izolatlar igerigi Besiyeri 1’ de verilen nutrient broth’ ta 24 saat 37°C sicaklikta
inkiibasyona birakilmistir. Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyonu tamamlanan kiiltiirlerden bakteriler, steril sartlarda 6ze ile alinmis ve
onceden temizlenmis lam tizerinde bir damla distile su igerisinde yayilarak kurumaya
birakilmistir. Hazirlanan bakteriyal film ii¢ kez alevden gegirilerek tesbit edilmis ve
sogumaya birakilmistir. Hazirlanan Ornekler, filtreden gecirilmis kristal violet ile
mikrobiyal film tabakas1 kaplanacak sekilde 1-2 dakika etkiye birakilmistir. Fazla boya
lamdan siiziilerek alinmis ve 6rnekler gram iyodiir (Lugol) ¢ozeltisiyle bir dakika etkiye

birakilmistir. Fazla lugol lamdan siiziilerek alinmis, alkolde 6 saniye bekletilmis ve
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suyla yikayarak alkol uzaklastirilmistir. Ornekler safranin ile 30 saniye etkiye birakilmus,
fazla boya lamdan siiziilerek alinmis ve suyla yikanmistir. Kurutma kagidiyla hafifce
kurulan ornekler havada iyice kuruduktan sonra bakteri morfolojileri Olympus BH-2
marka arastirma mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Mikroskoptaki Evolution LC
color dijital kamera sistemi ile KB-4 filtre kullanilarak fotograflari ¢ekilmistir. Image
pro-express programi ile bakterilerin boyutlar1 10X100 liik objektifde immersion yagi
kullanilarak ~ Olglilmiistiir. Iyi  boyanmis olan Orneklerde Gram (+) olan
mikroorganizmalar koyu mor (menekse) renk, Gram (-) olanlar ise agik pembe renkte

goriiniim ile ayird edilmistir (Tamer, 1989).

III. 2. 2. 2. 2. Endospor Boyama

Izolatlar; icerigi Besiyeri 1> de verilen nutrient broth’ ta 24 saat 37°C sicaklikta
inkiibasyona birakilmistir. Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir.
Ureme sonucu pozitif olan kiiltiirlerden Besiyeri 21° de igerigi verilen endospor ortamina
steril 0ze ile ¢izgi ekim yapilmis ve 24 saat inkiibasyonu tamamlanan kiiltiirlerden
bakteriler, steril sartlarda 6ze ile alinmis ve 6nceden temizlenmis lam iizerinde bir damla
distile su icerisinde yayilarak kurumaya birakilmistir. Hazirlanan bakteriyel film {i¢ kez
alevden gegirilerek tespit edilmistir ve sogumaya birakilmistir. Ornekler malasit yesili ile
alevde 5 dakika etkiye birakilmistir ve buharlastik¢a boya ilave edilmistir. Distile su ile
yikanan ornekler 30 saniye safranin ile boyanmis ve distile suyla tekrar yikanip havada
kuruttuktan sonra bakteri sporlarinin morfolojileri, Olympus BH-2 marka arastirma
mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Mikroskopta bulunan Evolution LC color dijital
kamera sistemi ile KB-4 filtre kullanilarak fotograflar1 ¢ekilmistir. Image pro-express
programi ile bakteri sporlarinin boyutlar1 10X100 liik objektifde immersion yagi
kullanilarak 6lgiilmiistiir. Boyama sonucunda; sporlar yesil, vejetatif hiicreler pembeye

boyanmis olarak goriintiilenmistir (Tamer ve dig., 1989).

I11. 2. 2. 3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikler

Izolatlar icerisinden alkalen proteaz iireticisi olarak belirlenen 17 izolatin; fizyolojik
ve biyokimyasal 6zellikleri Nielsen ve dig., (1995) ve Bergey’s (1986) tarafindan verilen
yontemlere gore yapilmistir. Karbonhidrat Fermentasyon Ortami, Fritze ve dig., (1990)
tarafindan verilen yonteme gore yapilmistir. Fenotipik karakterizasyonda, Simon sitrat

agar, Tripton soya broth, Tripton soya agar besiyerleri de ayrica kullanilmistir. Biitiin
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fenotipik testler {iger defa tekrarlanmistir. Fenotipik oOzelliklerin belirlenmesinde
kullanilan besiyerleri kisim III. 1. 4.’de, kullanilan metodlar asagida, ¢ozeltiler ise Ek A’

da verilmistir.

II1. 2. 2. 3. 1. Katalaz Testi

Nutrient Broth’ ta 24 saatte aktif hale getirilen izolatlardan nutrient agara ¢izgi
ekim yapilmis ve 24 saat 37°C optimum sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. izolat 131
ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir (Bergey’s, 1986; Tamer ve dig., 1989).

Aktivasyon ortaminda 24 saat biiyiitiilmiis kiiltiirlerin iizerine %3’ liikk 1 ml hidrojen
peroksit (H,0,) c¢ozeltisi damlatilarak, gaz habbeciklerinin ¢ikist gozlenmistir. Gaz

habbeciklerinin ¢ikisi pozitif sonug olarak kabul edilmistir

I11. 2. 2. 3. 2. Oksidaz Testi

Nutrient broth’ ta 24 saatte aktif hale getirilen izolatlardan nutrient agara ¢izgi
ekim yapilmustir. 24 saat 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Izolat 131 ve izolat
132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir (Gerhardt ve dig., 1981).

Oksidaz testi igin taze hazirlanan %1°lik tetrametil p-fenilendiamin ¢dzeltisinin
birka¢ damlasiyla filtre kagidi nemlendirilmistir. Platin 6ze ile (siradan krom telden
yapilmis 6ze yanlis sonug¢ verebilir) aktivasyon ortami yilizeyinden alinan koloni
nemlendirilen kagida siirlilmiistiir. Koloninin kagida siiriildiigii kisimda 30 saniye
igerisinde mor rengin olugsmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. Bu test sitokrom

oksidaz varliginin belirlenmesinde kullanilmistir.

IIL 2. 2. 3. 3. indol Uretimi

Yatik olarak hazirlanmis aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltiirlerden, Tripton
broth’a steril 6ze ile (bir 6ze dolusu) ekim yapilmis ve bir tiip de inokulasyon
yapilmadan kontrol olarak kullanilmistir. Tiipler 14 giin boyunca 37 °C sicaklikta
inkiibasyona birakilmstir. izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C” de inkiibe edilmislerdir. 14
giin inkiibasyonu yapilan organizmalarin iizerine test ¢ozeltisi olarak Kovaks ¢ozeltisi
damlatilmistir. Tiiplerin {izerinde olusan kirmizi renk indol iiretimi igin pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Gerhardt ve dig., 1981; Tamer ve dig., 1989).
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I1I. 2. 2. 3. 4. Nitratlarin Rediiksiyonu

24 saatlik yatik olarak hazirlanmis aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltiirlerden
Nitrat broth’a steril 6ze ile ekim yapilmis ve bir tiip de inokulasyon yapilmadan kontrol
olarak kullanilmsitir. Tiipler 7 gilin boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmstir.
izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonun 3. ve 7.
giiniinde kiiltiirlerden steril tliplere steril u¢ ile birer ml alinmstir, {izerlerine NIT 1
(07341 B Biomerieux, Fransa) ve NIT 2 (07343 B BioMerieux, Fransa) ¢ozeltilerinden
damlatilmistir. Eger ortamda nitrit mevcutsa, nitrit ile bu iki ¢dzelti karisimi pembemsi-
kirmizi bir renk olusturacagindan; bu rengin olusumu nitrat rediiksiyonu igin pozitif
sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Ortamda sarimsi-turuncu rengin olusumu ise NHj;
varligin1 gostermistir. Nitrat brothlar igerisinde bulunan Durham tiiplerindeki N, gazi

olusumunda ayrica kontrol edilmistir (Gerhardt ve dig., 1981; Tamer ve dig., 1989).

III. 2. 2. 3. 5. V-P Testi

Nutrient broth ortaminda aktive edilen izolatlardan VP brotha steril u¢ ile 100 pl
inokulasyon yapilmis ve 7 giin boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.
Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonun 3., 5. ve 7.
giinlerinde iireme pozitif olanlarda ayr1 ayr1 ortam pH’ s1 6zel pH metre ile 6lgiilmiistiir.

pH farkliliklar1 dikkate alinarak sonuglar degerlendirilmistir (Bergey’s, 1986).

I1I. 2. 2. 3. 6. Lizozim Testi

24 saatlik nutrient broth aktivasyon ortaminda biiyiitilen kiiltiirlerden, icerigi
Besiyeri 7’ de verilen lizozim ortamina steril u¢ ile inokulasyon yapilmis ve bir tiip de
inokulasyon yapilmadan kontrol olarak kullanilmistir. Kiiltiirler 14 giin boyunca 37 °C
sicaklikta inkiibasyona birakilmustir. Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C° de inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyonun 7. ve 14. giiniinde iireme olan tiipler pozitif olarak

degerlendirilmistir (Bergey’s, 1986).

II1. 2. 2. 3. 7. Seker Kullanim Testleri

24 saatlik nutrient broth aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltiirlerden, igerigi
Besiyeri 10’ da verilen karbonhidrat fermentasyon ortamina 4 farkli seker igin farkli

tiiplere steril ug ile 10 pl inokulasyon yapilmis ve bir tiip de inokulasyon yapilmadan
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kontrol olarak kullanilmistir. Kiiltiirler 14 giin boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona
birakilmistir. izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir.

Ortam rengi, 7. ve 14. giinliik inkiibasyonlarda, Brom Timol Mavi’ sinin alkalin pH’
daki mavi renginden, asidik pH’ daki sari renge donmesi pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir.

III. 2. 2. 3. 8. Dihidroksi Aseton Uretimi

Dihidroksi aseton iiretiminin belirlenmesi i¢in nutrient broth’ ta aktive edilen
izolatlar, gliserol agara inokule edilmis ve 10 giin boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona
birakilmustir. Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir. 10 giinliik
inkiibasyon sonucunda {iremenin varhigi pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir

(Bergey’s, 1986).

II1. 2. 2. 3. 9. Sitrat Testi

Yatik olarak hazirlanmig aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltlirlerden, sitrat
ortamina steril 6ze ile bir 6ze dolusu ¢izgi ekim yapilmis ve sitratlt bir Petri kutusu da
inokulasyon yapilmadan kontrol olarak kullanilmistir. Kiiltiirler 14 giin boyunca 37 °C
sicaklikta inkiibasyona birakilmustir. Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C° de inkiibe
edilmislerdir. Sitrat testi icin 14 giinliik inkiibasyon sonunda iireme pozitif sonug¢ olarak

degerlendirilmistir (Bergey’s, 1986).

I1I. 2. 2. 3. 10. Simmon’un Sitrat Testi

Yatik olarak hazirlanmis aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltiirlerden, Simmon’un
sitrat testi reaktiflerini iceren tiiplere steril 6ze ile bir 6ze dolusu inokulasyon yapilmis ve
bir tiip de inokulasyon yapilmadan kontrol olarak kullanilmustir. Kiiltiirler 48 saat
biyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de
inkiibe edilmislerdir. 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonunda kiiltiirler kontrol edilmistir.

Sitratin kullanilmas1 sonucu olusan, NaOH’ in besiyerinin renginin yesilden maviye
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dondiirmesi, sitrat testi i¢in pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (American Public

Healt Association, 1984).

I1I. 2. 2. 3. 11. Fenil Alanin Deaminasyonunun Belirlenmesi

24 saatlik nutrient broth aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltiirlerden, Petri
kutusunda felin alanin igeren yatik olarak hazirlanmis agara steril 6ze ile bir 6ze dolusu
inokulasyon yapilmis ve bir Petri kutusu da inokulasyon yapilmadan kontrol olarak
kullanilmigtir. Kiiltiirler 7 giin boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.
Izolat 131 ve izolat 132 i¢in 55°C’ de inkiibe edilmislerdir.

7 giinliik inkiibasyondan sonra % 10’ luk FeCls’ iin 4-5 damlasi, yatik agarlarda ki
biliylimenin tizerine damlatilmistir. Biiyliimenin altindaki yesil renk olusumu bu test i¢in
pozitif sonug¢ olarak kabul edilmistir. Bu renk degisimi fenil piirivik asitten, fenil alanin

olusumunu gostermektedir (Gerhardt ve dig., 1981; Bergey’s, 1986).

II1. 2. 2. 3. 12. Tirozin Testi

24 saatlik nutrient broth aktivasyon ortaminda biyiitiilen kiiltiirlerden, Petri
kutularindan tirozin iceren yatik olarak hazirlanmis agara steril 6ze ile bir 6ze dolusu
inokulasyon yapilmis ve bir Petri kutusu da inokulasyon yapilmadan kontrol olarak
kullanilmistir. Kiiltiirler 7 giin boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.
Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir. 7 giinliik inkiibasyondan sonra
tirozin kristallerini kullanarak bu ortam iizerinde agik transparan zonlar olusturan

izolatlarda sonug pozitif olarak kabul edilmistir (Bergey’s, 1986).

III. 2. 2. 3. 13. DNaz Agar Testi

24 saatlik yatik nutrient agar aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltiirlerden, Petri
kutularinda yatik olarak hazirlanmis DNaz agara nokta ekimle inokulasyon yapilmis ve
bir Petri kutusu da inokulasyon yapilmadan kontrol olarak kullanilmistir. Kiiltiirler 48
saat 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmustir. Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C” de
inkiibe edilmiglerdir. Siire sonunda lireme pozitif olan tiiplere 1 M HCI dokiilmiistiir.
Koloni etrafindaki acik zon pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir (Tamer ve dig.,

1989).
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IIL 2. 2. 3. 14. Ureaz Testi

24 saatlik nutrient broth aktivasyon ortaminda biiylitiilen kiiltiirlerden, iire agarh
Petri kutularina steril 6ze ile bir 6ze dolusu ¢izgi ekimle inokulasyon yapilmis ve bir
Petri kutusu da inokulasyon yapilmadan kontrol olarak kullanilmistir. Kiiltlirler 7 giin
boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C” de
inkiibe edilmislerdir. 7 gilinliik inkiibasyondan sonra ortam i¢indeki fenol kirmizis1 (pH:
6.8-8.4) indikatoriiniin renk degisimi izlenmistir. Fenol kirmizisi indikatorii pH 6.8 da
sar1 (asit ortamda) renklidir. Izolatlar iireaz enzimine sahipse NH; agiga ¢ikmasindan
dolay1 indikatoriin

. Inkiibasyon Sicaklig Inkiibasyon Siiresi
rengi kirmiziya

doner. Fenol kirmizist indikatorii pH 8.4” da kirmizi (bazik ortamda) renklidir. Bu durum

pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer ve dig., 1989).

III. 2. 2. 3. 15. %2, %S, %7, %10 NaCl’ de Biiyiime

24 saatlik nutrient broth aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltiirlerden, %2, %S5, %7,
%10 NaCl’ li agar igeren Petri kutularina steril 6ze ile bir 6ze dolusu ¢izgi ekimle
inokulasyon yapilmis ve bir Petri kutusu da inokulasyon yapilmadan kontrol olarak
kullanilmistir. Kiiltlirler 48 saat boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.
izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir. 48 saatlik inkiibasyondan
sonra biiylimenin varlig1 pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir (Tamer ve dig., 1989;

Sentiirk, 1993).

III. 2. 2. 3. 16. Maksimum ve Minimum Sicakliklarda Biiyiime

24 saatlik nutrient broth aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltiirlerden, nutrient agarl
Petri kutularina steril 6ze ile bir 6ze dolusu ¢izgi ekimle inokulasyon yapilmis ve bir
Petri kutusu da inokulasyon yapilmadan kontrol olarak kullanmilmistir. Kiiltiirler Tablo
III.1.> de belirtilen siirelerde farkli sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir. Agarda

biiylimenin varlig1 pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Bergey’s, 1986).

Tablo I11.1 . Sicakhiga Bagl Olarak Degisen inkiibasyon Siireleri
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5°C 21 giin
20°C 21 giin
30°C 5 gilin
40 °C 5 gilin
50 °C 5 gilin
55°C 3 gilin
65 °C 3 gilin

III. 2. 2. 3. 17. NaCl - KCP’ de Biiyiime

24 saatlik nutrient broth aktivasyon ortaminda biiyiitiilen kiiltlirlerden, icerigi
besiyeri 23’ de verilen ortam igeren Petri kutularia steril 6ze ile bir 6ze dolusu ¢izgi
ekimle inokulasyon yapilmis ve bir Petri kutusu da inokulasyon yapilmadan kontrol
olarak kullamlmustir. Kiiltiirler 48 saat boyunca 37 °C sicaklikta inkiibasyona
birakilmustir. Izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C° de inkiibe edilmislerdir. Biiyiimenin
varligr pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmistir. Ayrica iiretim sivi ortamda da

tekrarlanmigtir (Bergey’s, 1986).

I1I. 2. 2. 3. 18. pH 5.7’ de Biiyiime

131 ve 132 nolu izolatlar disindaki izolatlar yatik olarak hazirlanmig aktivasyon
ortaminda, 37 °C sicaklikta, izolat 131 ve 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir. 24-48
saat inkiibe edilen kiiltiirlerden Saboraud Dextroz Agara ve brotha ekim yapilmis ve 2
hafta boyunca inkiibe edilmistir. Biiyiimenin varligi pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Bergey’s, 1986).

III. 2. 2. 3. 19. Biiyiime icin pH Arahg: Testi

131 ve 132 nolu izolatlar disindaki izolatlar yatik olarak hazirlanmis aktivasyon
ortaminda, 37 °C sicaklikta, izolat 131 ve izolat 132 ise 55°C’ de inkiibe edilmislerdir.
24-48 saat inkiibe edilen kiiltiirlerden farkli tamponlar kullanilarak hazirlanan nutrient

agara steril 6ze ile bir 6ze dolusu ¢izgi ekimle inokulasyon yapilmistir. 1-5 gilinliik
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inkiibasyondan sonra biiyiimenin varlig1 pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Nielsen

ve dig., 1995).

I1I. 2. 2. 3. 1. Karbohidrat Kullanim Profillerinin Belirlenmesi —

API 50 CH Testleri

API 50 CH galerisi (Biomérieux) karbohidrat kullanim testleri i¢in kullanilmistir.
Sadece in vitro tanilamada kullanilan API 50 CH seritleri, aym1 zamanda
mikroorganizmalardaki karbohidrat metabolizmasi hakkinda bilgi verir. 50 tane farklh
karbohidrat tiirevi igeren seritler, mikroorganizmalarin karbohidrat metabolizmasinin
asimilasyon veya oksidasyon caligmalar1 ile asimilatif, oksidatif ya da fermentatif
oldugunun belirlenmesinde kullanilmaktadir. API seritlerinde ilk kiipiil substrat icermez
ve negatif kontrol olarak kullanilir. API seritlerinin kompozisyonu Tablo III. 2’ de
verilmistir. API seritlerindeki her bir kiipiil i¢erisinde bir miktar dehidre halde bulunan
substrat, farkli karbohidrat tiirevleridir. Bu substratlar, degisik biyokimyasal yollarla
metabolize edilirler;

Asimilasyon; sadece karbohidrat kaynagi yani substrat olan kiipiil icerisinde, bir
mikroorganizmanin biliylimesiyle gosterilmektedir.

Oksidasyon; kiipiil igerisinde renk degisikligi ile gozlenmektedir (Kiipiil igerisindeki
renk degisikligi, asiti i¢in pH indikatorii i¢eren, aerobik iiretim ile saglanmaktadir).

Fermentasyon; kiipiil icerisinde renk degisikligi ile gosterilmektedir (Kiipiil

icerisindeki renk degisikligi, asiti icin pH indikatorii iceren, anaerobik iiretim ile

saglanmaktadir).

API 50 CHBJ/E ortami...................... 10 ml
Amonyum sulfat 2g
Maya 6ziiti 05¢g
Tripton lg
Fenol kirmizisi 0.18 ¢
Mineral kar1 10 ml
Fosfat tampon pH:7.8 1000 ml

API seti icerisindeki ampiilii dikkatlice kirdiktan sonra 24 saatlik kiiltiirlerden 6ze

ile alinan 6rnekler ¢ozelti ile vorteks karigtirict ilr karigtirilmistir. Bu 6rneklerden 1 ml
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almir ve API CHB ampiiliine aktarilir, karistirilip aseptik kosullarda steril uglarla API
seritlerine kiipiil kismi tagmayacak sekilde seri olarak eklenir. 24 saatlik ve 48 saatlik
inkiibasyondan sonra her bir kiipiildeki renk ilk kiipiildeki renk ile karsilastirilarak
karbohidrat kullaniminin pozitif ya da negatif oldugu seklinde degerlendirilir.
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Tablo I1I. 2. API Seritlerin Kompozisyonu

Serit  0-9 Serit 10-19 Serit  20-29 Serit 30-39 Serit  40-49
Kiipiil | Substrat Kiipiil | Substrat Kiipiil | Substrat Kiipiil | Substrat Kiipiil | Substrat
0 Kontrol 10 GALactose 20 o-Methyl-D- 30 MELibiose 40 D-TURanose
Mannoside
1 GLYcerol 11 GLUcose 21 a-Methyl-D- 31 Sucrose 41 D-LYXose
Glucoside
2 ERY'thritol 12 FRUctose 22 N-Acetyle 32 TREhalose 42 D-TAGatose
Glucosamine
3 D-ARAbinose | 13 MaNnosE 23 AMYgdalin 33 INUlin 43 D-FUCose
4 L-ARAbinose | 14 SorBosE 24 ARButin 34 MelLeZitose 44 L-FUCose
5 RiBose 15 RHAmnose 25 ESCulin 35 RAFfinose 45 D-ARAbitoL
6 D-XYLose 16 DULcitol 26 SALicin 36 Starch 46 L-ARAbitoL
7 L-XYLose 17 INOsitol 27 CELlobiose 37 GLYcoGen 47 GlucoNaTe
8 ADOnitol 18 MANNitol 28 MALtose 38 XyLiTol 48 2-Keto-
Gluconate
9 B-Methyl-D- 19 SORbitol 29 LACtose 39 GENTtiobiose 49 5-Keto-
Xyloside Gluconate
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I1I. 2. 2. 4. Hiicresel Yag Asitlerinin Analizi

Sherlock-MIDI Otomatik Mikrobiyal Tanilama Sisteminin hazirlamis oldugu
protokol kullanilarak (Sherlock Microbial Identification System version 4.0, MIDI Inc.,
Newark) izolat GMBAE 22 hiicresel yag asidi analizi i¢in hazirlanmistir.

Izolat GMBAE 22, hiicresel yag asidi analizi icin icerigi besiyeri 4° de verilen TSB
ortaminda 24 saat aktive edilmistir. 24 saatlik kiiltiirlerden icerigi besiyeri 11’ de verilen
TSA ortamina steril 6ze ile ¢izgi ekimle (Quadrant ekim-dortli ekim) inokulasyonu
yapilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra steril 6ze ile TSA’ l1 ortamda 3. bolgeden 4
mm’ lik steril 6ze ile dikkatli bir sekilde aseptik sartlarda izolat toplanmistir. Yag asidi
analizi i¢in dort farkli asama uygulanmistir.

1. Saponifikasyon: izolat 6ze ile steril bir tiipe almmustir. Uzerine saponifikasyon

¢ozeltisinden (45 gr NaOH, 150 ml metanol, 150 ml distile su) 1 ml eklenmistir. Tiipiin
kapagi kapatilmis ve tiip 5-10 saniye vorteks karistiricr ile karigtirllmig ve 5 dakika 100
°C’ lik su banyosunda bekletilmistir. Takiben 5-10 saniye vorteks karistirici ile
karistirthp 30 dakika 100 °C’ lik su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra tiipler
sogutulmustur.

2. Metilasyon: Tiiplere metilasyon ¢ozeltisinden (325 ml 6.0 N HCl ile 275 ml metanol
karisimi, pH< 1.5) 2 ml eklenmistir. Tiiplin kapagi kapatilip 5-10 saniye vorteks
kanstiric ile karistinlmistir. Tiip 80 °C £1° lik su banyosunda 10 +1 dakika bekletilmis
daha sonra hizl1 bir sekilde sogutulmustur.

3. Ekstraksiyon: Tiipe ekstraksiyon ¢ozeltisinden (200 ml hekzan ile 200 ml metil-tert-

butil-eter karisimi) 1.25 ml eklenmistir. Tiip 10 dakika yatay durumda karistirilmigtir.
Dikkatlice tist faz bir pipetle ayrilmistir.
4. Yikama: Tiipe yikama ¢ozeltisinden (900 ml distile su i¢inde ¢oziilmiis 10.8 gr
NaOH) 3 ml eklenmistir. Tiip 5 dakika yatay durumda karistirilmistir. Ust fazin iigte
ikilik kismi1 Gaz Kromatografi vialine transfer edilmistir.

Yag asidi analizi i¢in dort asama tamamlandiktan sonra 6rnek Gaz Kromatografi

cihazina yiiklenmistir. Sonuglar Ek F’ de verilmistir.
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111 2. 2. 5. Genotipik Ozellikler

I1I. 2. 2. 5. 1. Genomik DNA Izolasyonu

Molekiiler tanilama testleri icin Oncelikle izolatlarin genomik DNA’ lan
cikarilmistir.

5 ml Alkali Nutrient Broth 37 °C’de ¢alkalayicida 24 saat inkiibe edilmistir. 2.5 ml
besiyeri 7000 devir/dakika da 5 dakika santrifiij (Ependorf santrifiij 5417 C) edilmis ve
st stvi atilmistir. 567 pl TE eklenerek hiicreler pelet yardimiyla ¢oziilmiis, 30 pl % 10
SDS, 3 ul Proteinaz K (20 mg/ml) eklenmis ve ¢ok hafif sekilde vorteks karistirict ile
kanstirnlmistir. Sonra 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. 10 000 devir/dakika da 10 saniye
santrifiij (short spin) edilmistir. 100 ul 5 M NaCl eklenerek vorteks karistiric1 ile
karistirilmistir. 80 ul CTAB + NaCl (%10 CTAB + 0,7 M NaCl) eklenerek tekrar
kanstirilmig ve 65 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir ve 10 000 devir/dakika da 10 saniye
santrifiij (short spin) edilmistir. 750 - 800 ul kloroform/izoamil alkol (24:1) karisimi
eklenerek calkalanmistir. Daha sonra 13 000 devir/5 dakika santrifiij edilmis ve iist faz
yeni bir Ependorf tiipline aktarilarak iizerine 700 pl fenol/kloroform/isoamilalkol
karisgimi (25:24:1) eklenip karistiritlmasini takiben 13 000 devir/dakika da 10 dakika
santrifiij edilmistir. Ust faz temiz bir Ependorf tiipiine aktarilarak 340 pl izopropanol
ilave edilmisgtir. Fibriller goriilene kadar kuvvetlice karistirilarak 13 000 devir/dakika da
15 dakika santrifiij edilmis ve iist sivi atilmistir. Pelet 100 pl % 70 etanol eklenerek
yikanmis, 13 000 devir/dakika da 15 dakika sanrifiij edilip iist sivi atilmis ve pelet
Speed- Wak cihazi (RC 10-10T Jouan) ile kurutulmustur. DNA 50 ul sterilize distile
suda ¢oziilmiis ve ayn1 6rnekler tek tiipte toplanmistir. 10 pl DNA distile su ile 1 ml’ye
tamamlanip, karistirtlmistir ve 260-280 nm’ deki absorbansi 6l¢iilerek konsantrasyonu

hesaplanmistir (1 A=50 pug).

III. 2. 2. 5. 1. 1. Agaroz Jel Hazirlanisi

%0.7’ lik jel hazirlamak i¢in; 0.48 gr agaroz (Sigma, A5093) 40 ml 1X TAE agaroz
elektroforez tamponuna eklenmis ve mikro dalga firinda ¢oziilmiistiir. Karisimin
homojen  olmasi saglanmis ve yaklasgitk 40-45 °C’ ye kadar sogutularak son

konsantrasyon 0.3 pg/mL olacak sekilde 10mg/ml’ lik etidyum bromiirden 3 pl
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eklenmistir. Jel kasete dokiilerek 30-60 dakika siire ile donmasi beklenmistir. Taraklar

cikarilmis ve jel icinde 1X TAE bulunan elekroforez tankina yerlestirilmistir.

III. 2. 2. 5. 2. 16 S rRNA geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile ¢cogaltilmasi

En iyi alkalen proteaz iireticisi olan GMBAE 22 nolu izolattan hazirlanan genomik -
DNA o6rneklerinden agaroz jelde ve spektrofotometrede ¢ikan sonuglar degerlendirilmis
ve en iyi 6rnekler PCR c¢aligmasi i¢in kullanilmistir. Bu testte kullanilan tiim kimyasallar

Fermentas (USA) {irtiniidiir.

PCR kosullari;

10x PCR tampon 2.5l
MgCl, (25 mM) 2.0 ul
Primer 27 (25 pmol/pl) 1.0 pl
Primer U1492r (25 pmol/ul) 1.0 pl
Genomik DNA (1/10 diliisyon) 2.0 ul
dNTP 25 mM A, T, G, C) 0.3 ul

Tag DNA Polymerase (5U/ul) 0.5 ul

Program:
94°C 5 min

35 dongi 94°C 1 dakika
50°C 1 dakika
72°C 3 dakika

72°C 10 dakika
4°C

PCR kosullarinda; Primer 1 (27 5'-~AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") ve Primer
2 (U1492r 5'-ACCTTGTTACGACTT-3") kullanilarak yiirtitiilmistiir. PCR iiriind, 0.5x
TBE tamponda, %1’ lik agaroz jelde (150 Voltta) yiiriitiilerek elde edilmistir.

I1I. 2. 2. 5. 3.16S rRNA Gen Dizisinin Belirlenmesi

GMBAE 22 nolu izolata ait 16S rRNA dizisinin belirlenmesinde, iki farkli primer
[Primer 1 (27 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") ve Primer 2 (U1492r 5'-
ACCTTGTTACGACTT-3"] kullanilarak 1483 bg’ lik PCR iiriinii elde edilmistir. ABI
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310 DNA dizi analizi sisteminde PCR iiriinii incelenerek 16S rRNA gen dizisi

belirlenmistir.

I1I. 2. 2. 5. 3. 1. Filogenetik Agacin Olusturulmasi

Alkalifilik Bacillus tiirleri i¢in birkag yeni takson g¢esitli arastiricilar tarafindan
Onerilmistir (Saekei ve dig., 2002, Yumoto ve dig. 1998; Fritze 1996; Nielsen ve dig.,
1995). Izolat GMBAE 22’nin filogenetik pozisyonunu belirlemek amaci ile referans
alkalifilik Bacillus tiirlerinin 16S rDNA dizileri ile karsilastirmali olarak Sekil IV. 7' de
verilen filogenetik agac olusturulmustur. Izolat GMBAE 22’nin alkalifilik Bacillus

clausii soylar1 ile benzerligi incelenmistir.

Benzerlik arastirmasi (GenBank/EMBL/DDBJ) Basic Local Alignment Search
Tools (BLAST) programi (Altschul ve dig., 1990) kullanilarak ve referans veritabanlar
kullanilarak yapilmistir. 16S rDNA dizisi Clustal Multiple Alignment Program (Clustal
W 1.8) (Thompson ve dig., 1994) kullanilarak dizinler olusturulmustur. Filogenetik aga¢
Saitou ve Nei’ nin, (1987) “neighbour-joining method” kullanilarak Tree-view 32

programinda olusturulmustur.

IIL. 2. 2. 5. 3. 2. izolat GMBAE 22’nin Accession Numarasi

[zolat GMBAE 22’nin 16S rRNA dizi datasi referans veri tabanlarindan NCBI, NLM,
NIH ve GenBank’1n veri tabanlarina DQ131908 niikleotid kabul numarasiyla katilmistir.
Sonu¢ EK 1. 2’ de verilmistir. Filogenetik calismada kullanilan diger 16S rRNA
dizilerinin Genbank kabul numaralar1 asagida verilmistir.

B. clausii T, AJ297493; B. clausii NR84, AJ297496; B. clausii DSM 8716",
X76440; B. clausii SIN84, AJ297498; B. clausii SIN, AJ297494; B. clausii O/C84,
AJ297495; B. clausii T84, AJ297497; B. clausii N/R, AJ297492; B. clausii O/C,
AJ297491; B. clausii LMG19634, AF329475; B clausii GMBAE 42, AY152839;
Bacillus sp.0-4,AB043853; B clausii Y-76-C, AB201798; Bacillus sp. MI1S,
AY912087 ; Bacillus sp. H167, AB043859 ; Bacillus sp. IC, AB043855; B. clausii
LMG19610, AF329474; Bacillus sp. M19, AY912088; B. patogoniensis PATOS,
AY258614 ; Bacillus sp. DSM 8714, X76438; Bacillus sp. WW3-SN6, AF137020;
Bacillus sp. NER, AJ507321; Bacillus sp. K12-5, AB043850; Bacillus sp. DSM 8717,
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X76441; B. ikaite 27, AJ431332; B. pseudofirmus DSM 8715, X 76439; B.
arseniciselanituts, AF064705; B. alcalophilus DSM 485", X76436; Bacillus TUT 1007,
AB098576; B. clausii XJU-5, AY959330; B. clausii XJU-4, AY959329; B. clausii XJU-
3, AY960116; B. clausii za-w-3, AY066000; F. salipiscarus, AB194046; Geobacillus
thermoleovorans DSM 5366", Z26923.

IIL 2. 3. Alkalen Proteaz Enziminin Uretimi

GMBAE 22 ile alkalen proteaz enzimi iiretimi; %1.0 Coziinebilir nisasta, %0.5
maya Oziitli, %0.5 pepton, %0.1 K,HPO4, %0.02 MgS0O,4.7H,0 iceren kompleks
ortamda gergeklestirilmistir. Ortam pH’s1 %10 sodyum sesquikarbonat kullanilarak 10.5
a ayarlanmistir. Alkalen proteaz iiretimi GMBAE 22’ nin 100 ml ortam igeren 500 ml’
lik erlenmeyerler igerisinde, 37°C de ve 160 rpm calkalama hizinda 48 saat biiyiitiilmesi

ile elde edilmistir.

II1. 2. 3. 1. Alkalen Proteaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi

GMBAE 22 tarafindan {iretilen alkalen proteaz enzimi hiicre disina salgilanan bir
enzim oldugundan, fermentasyon sonunda hiicreler santrifiijlenerek (SIGMA 6K15
model santrifiij; 9000g, 45 dak, 0-4 °C) ortamdan uzaklastirllmig ve kiiltiir iist sivisi
enzim saflastirmast i¢in kullanilmistir. Ust s1vida bulunan proteinler, % 80 satiirasyonda
amonyum siilfat ilavesi ile gece boyu +4 °C’ de ¢oktiiriilmiistiir. Cokelti, 50 mM pH 10.5
Glisin-NaOH tamponunda ¢oziilerek gece boyu ayni tampona kars1 diyaliz edilmistir.
Diyaliz sonrasi iiriin DEAE seliiloz anyon degistirici kolona (25 cm x 2.5 cm c¢ap)
yiiklenerek ayni tamponla 15 ml saat™” akis hizinda eliie edilmistir.

Kolon elusyon cozeltisi fraksiyon toplayicidaki tiiplerle toplanmis ve her bir
tipte 280 nm'de optik yogunluk oOl¢iimii ile protein varligi ve hammersten kazein
kullanilarak enzim aktivitesi varlig1r aranmistir. Alkalen proteaz aktivitesi kroma- tografi

kolonundan ayrilan ilk protein pikinde goriilmiistiir.

III. 2. 3. 2. Alkalen Proteaz Enziminin Karakterizasyonu

III. 2. 3. 2. 1. Alkalen Proteaz Enziminin Molekiiler Agirhginin
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Belirlenmesi

Enzimin molekiil agirlig1 sodyum dodesil siilfat - poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile belirlenmistir.

Jelin hazirlanmast:

Ayirma Jeli (%12w/v)

1- Distile su 1.6 ml
2- %30 akrilamid mix 2.0 ml
3- 1,5 M Tris (pH:8.8) 1.3 ml
4- %10 SDS 0.05 ml
5- %10 Amonyum persiilfat 0.05 ml

6- N,N,N’,N’-Tetrametilenetilendiamin
(TEMED) 0.002 ml

Kimyasallar sirasi ile cam bir beherde hazirlanmigtir. Toplami 5 ml olan jel
polimerlesme baslamadan Once ¢ok fazla zaman harcamadan hazirlanan kasete
dokiilmistiir. Jelin iist kism1 izopropil alkol ile diizgiinlestirilmistir ve 20-30 dakika
icerisinde jelin donmasi beklenmistir. Ayni jel 0.05 gr siit tozu igerecek sekilde tekrar
hazirlanmis ve bu jel zimogram i¢in kullanilmistir. Jeller isaretlenmis, donduktan sonra

tizerlerindeki alkol, distile su ile yikanarak alinmistir.

Ornek Yiikleme (stacking) jelinin (%5 w/v) hazirlanmas::

1- Distile su 3.4 ml
2- %30 akrilamid mix 0.83 ml
3- 1,5 M Tris (pH:6.8) 0.63 ml
4- %10 SDS 0.05 ml
5- %10 Amonyum persiilfat 0.05 ml
6- TEMED 0.005 ml
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Hazirlanan jel pastor pipeti ile iyice karigtirllmistir. Jel kasetin iist kismina
dokiildiikten sonra hemen tarak yerlestirilmistir. 20 dakika {st jelin donmasi

beklenmistir.

Orneklerin hazirlanmasi:

10 pl 5X denatiirasyon (craking) ¢ozeltisi (50 mM Tris-HCI pH:6,8, %1 SDS, 2mM
EDTA, %]1 Beta merkapto etanol, %10 Gliserol %0.02 Bromfenol mavisi) ile 40 pl
enzim bir Ependorfta kanstirilmistir. 120 saniye kaynayan suda bekletilerek denatiire
edilmistir.

SDS-PAGE, %5 (w/v) yiikleme jeli ve % 12 (w/v) ayirict jel kullanilarak Laemmli
(1970) tarafindan verilen metoda gore 150 V’da, 100 dakika siirede, BioRad Mini
Protean marka elektroforez sistemi ile gerceklestirilmistir. Elektroforez sonrasi, protein
bantlari, giimilis boyama ile saptanmistir. Marker olarak, 14.4-116.0 kDa araliginda, yedi
protein iceren, Fermentas Protein Molecular Weight Markers SM0431 kullanilmis ve
alkalen proteaz enziminin molekiiler agirligi Image Analyzer System (UVI, BTS-20.M)

cthaz1 kullanilarak saptanmuistir.

Orneklerin Giimiis Boyama ile Boyanmasi:

Fiksasyon..............ccooiiiiini, 1 ssat

Cozelti 2. 20 dak

Distile su.......cocooeiiiiiiiiiiini. 10 dak

Cozelti 3., 5 dak

Distile su.......oovviviiiiiiann... 3X20 saniye

Glimiis ¢ozeltisi...................... 45 dak

Distile su.......coovvviiiiiiinnn... 5 saniye

Gelisme ¢ozeltisi..................... izler belirene kadar calkalanmus,
Stop ¢ozeltisi.........coceveinnnnn.. 5 saniye

Bekletme ¢ozeltisi.................... +4 °C’ de bekletilmistir.
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Glimiis boyama ¢ozeltileri EK A’ da Cozelti 18” de verilmistir.

Jel distile su ile 1slatilmis Watmann kagidina yerlestirilmistir. Uzeri gergin film ile

kaplanmis ve jel kurutucuda kurutulmustur.
II1. 2. 3. 2. 2. Alkalen Proteaz Aktivitesi Ol¢iimii

Fermentasyon sirasinda ya da sonunda tiretim ortami, +4 °C sicaklikta, 6000g’de ve
10 dakika siire ile santrifiijlenerek (Sigma 6K15) hiicreler ayrilmis ve elde edilen iist sivi
(siipernatant) enzim aktivitesi Ol¢limiinde kullamilmistir. Proteaz aktivitesi Anson
yontemine gore Olcililmiistiir (Takami ve dig. 1989). 0.5 ml enzim 50 mM glisin-NaCl-
NaOH tamponunda hazirlanan %0.6’ ik Hammarsten kazein ¢ozeltisinin 2.5 ml’si ile
karistirilarak 30°C” de ki su banyosunda 20 dakika siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda reaksiyon, ortama 2.5 ml trikloroasetik asit ¢ozeltisi [0.11 M TCA (Sigma T
4885), 0.22 M Na-asetat (Merck 6265843) , 0.33 M asetik asit (Riedel 27225) ] ilave
edilerek durdurulmus ve 30 dakika siireyle 30°C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda karigim stiziilerek filtratin 0.5 ml’ si {lizerine 2.5 ml 0.5 M sodyum karbonat
¢oOzetisi ilave edilmis ve ayrica karisima 2 kat seyreltilmis 0.5 mL Folin-Ciocalteau
(Sigma F-9252) reaktifi ilave edilerek, karisim 30 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
Siire sonunda orneklerin absorbans degerleri 660 nm’de (BioRad Smart Spec 3000)
Olciilmistiir. Enzim aktivitesi standart tirozin grafigi olusturularak (Ek H) asagida

verilen formiil ile hesaplanmistir

(A660/Egim) X Seyreltme faktori X Toplam

Hacim (ml)

Enzim Aktivitesi(U/ml/min) =

Enzim Hacmi (ml) X Inkiibasyon Siiresi (dakika)

Bir birim alkalen proteaz aktivitesi, kazeinin hidrolizi sonunda, 30 °C’de, pH
10.5°da dakikada %0.6 hammarsten kazeinden 1pg tirozin olusturan enzim miktari

olarak ifade edilmistir.
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III. 2. 3. 2. 2. 1. Tirozin Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Alkaline proteaz aktivitesi hesaplamasinda kullanilacak olan tirozin standart
grafiginin ¢ikarilmasi i¢in 50 mM glisin, NaCl, NaOH, tamponunda (pH: 10,5) 0-50
ug/ml tirozin iceren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Farkli konsantrasyonda tirozin i¢eren her
bir ¢ozeltiden 0,5 ml temiz tiiplere aktarilarak iizerine 2.5 ml 0.5 M Na, CO; ve iki kez
seyreltilmis Folin reaktifi ilave edilmistir. Reaksiyon karigimi, oda sicakliginda 30
dakika bekletilerek Spektrofotometrede (BioRad Smart Spec 3000) 660 nm’de absorbans
degerleri okunmustur. Tirozin miktarina bagli olarak okunan 660 nm’ de ki
absorbanslardan yararlanilarak, tirozin standart grafigi c¢izilmistir. Bu egriden
yararlanilarak Orneklerdeki alkalin proteaz aktivileri hesaplanmistir (Takami ve dig.,

1989). Tirozin standart grafigi Ek H’de verilmistir.

I11. 2. 3. 2. 3. Protein Miktarimin Belirlenmesi

Protein miktart sigir serum albumininin (BSA) standart olarak kullanildigi (Ek
2), Coomasie Blue Boyasi Baglama Yontemi (Spector, T., 1978, Sedmak, J.J.ve
Grossberg S.E., 1977) kullanilarak belirlenmistir.

I1I. 2. 3. 2. 3. 1. Protein Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Protein standart grafiginin olusturulmasi i¢in; 10 mg BSA 10 ml distile suda
¢Oziilmustiir. 1 mg/ml BSA ¢ozeltisine 9 ml distile su eklenerek seyreltme yapilmustir.
Konsantrasyonu duyarlilik i¢inde kalan standartlar (5, 10, 15, 20, 25, 30 pg BSA/ ml
olacak sekilde) uygun sulandirma yapilarak hazirlanmistir. (I ml 6rnek {lizerine 1 ml
Coomasie Blue reaktifi eklendikten sonra karisimin absorbans degeri spektrofotometrede
(BioRad Smart Spec 3000) 595 nm’ de Ol¢iilmiistiir. Elde edilen verilerden asagidaki
formiil yardimiyla protein miktar1 hesaplanmistir. Protein standart grafigi Ek H’ de

verilmistir.

(A595/Egim) X Seyreltme faktorii
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Protein (ug/ml) =

1000

II1. 2. 3. 2. 4. Alkalen Proteazin Sicaklik, pH Profilinin ve Hammarsten

Kazein Varhginda Belirlenmesi

GMBAE 22’de izole edilen Alkalen proteaz enziminin sicaklik profilinin
belirlenmesi icin, 0.5 ml enzim ¢ozeltisi (235.051 U/mg spesifik aktivite, 0.118 mg/ml
protein) 50 mM, pH 10.5 glisin-NaOH tamponda hazirlanan %0.6 hammarsten kazeinin
2.5 ml’si ile kanstirilarak, 30 ve 70°C araliginda, Ca™ iyonlari varliginda ve
yoklugunda, 20 dakika siireyle inkiibe edilmistir.

pH profilinin belirlenmesi i¢in, 0.5 ml enzim c¢ozeltisi (235 051 U/mg spesifik
aktivite, 0.118 mg/ml protein) pH: 7-7.50 1.0 M Sodyum fosfat tampon, pH 8-8.50
araliginda 1.0 M Na, HPO, , pH: 9-12 araliginda hazirlanan 50 mM glisin-NaOH
tamponda ve pH 12.5-13 araliginda 200 mM glisin-NaOH tamponda hazirlanan, %0.6
hammarsten kazeinin 2.5 ml’si ile karnistirilarak, 30°C’de, 20 dakika inkiibe edilmis ve

yukarida verilen yontemle aktivite hesaplanmistir.

IIL. 2. 3. 2. 5. Sicakhk ve pH’nin Alkalen Proteaz Kararhhig Uzerine
Etkisi

Sicaklik ve pH’ nin, enzim kararlilig1 iizerine etkisini aragtirmak i¢in, 0.05 ml enzim
solisyonu (235 051 U/mg spesifik aktivite, 0.118 mg/ml protein) 0.450 ml 50 mM
glisin-NaOH tamponda pH 9.0 ve 12.0, and 200 mM glisin-NaOH tamponda pH 12.5 ve
13.0° de kanstirtlmistir. Karigim 5 giin oda sicakliginda inkiibe edilmis ve kisim III. 2. 3.
2. 2. de verilen yonteme gore aktivite hesaplanmistir.

Enzimin termal kararliligini belirlemek i¢in, 0.5 ml enzim ¢ozeltisi (235 051 U/mg
spesifik aktivite, 0.118 mg/ml protein) 30 ve 65°C sicaklik araliginda, pH 10.5” de 2 saat
inkiibe edilmis ve 2.7’ de verilen yonteme gore aktivite hesaplan mistir. Enzim stabilitesi
Olciimlerinde, farkli pH ve sicaklik degerlerinde, inkiibasyondan onceki aktivite degeri

100 olarak kabul edilip inkiibasyondan sonra kalan aktivite yiizde olarak ifade edilmistir.

I1I. 3. 2. 5. Fenilmetilsulfonilflorid Varhginda Enzim Aktivitesi
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Proteaz enziminin aktif bolgesinde katalizden sorumlu amino asitlerin varligini
belirlemek amaci ile amino asit inhibitdrlerinden, serin spesifik fenilmetil siilfonilflorid
(PMSF, Sigma P-7626) kullanilmistir.

Enzim aktivitesi lizerine amino asit inhibitdriiniin etkisini belirlemek amac1 ile 0.05
ml enzim ¢ozeltisi PMSF igeren 0.450 ml reaksiyon ¢ozeltisi ile 30°C’de, 2 saat inkiibe
edilmistir. Kalan aktivite, ayn1 kosullarda inhibitdrsiiz olarak inkiibe edilen kontrol
ornegi ile karsilagtirilmistir.

PMSEF taze olarak etanolde hazirlanmis ve pH 10.5’da 50 mM NaOH-Glisin-NaCl
tampon ile istenen konsantrayona seyreltilerek kullanilmistir. Inkiibasyon ¢ozeltisinde,
etanolun son konsantrasyonu % 2 olacak sekilde hazirlanmistir. Etanolun bu

konsantrasyonunun enzimin inaktivasyonuna neden olmadigi belirlenmistir.

BOLUM IV

SONUCLAR

IV. 1. Mikroorganizmalarin Enzim Profillerinin Belirlenmesi

IV. 1. 1. Kat1 Besiyerinde Enzim Profillerinin Belirlenmesi

TUBITAK-GMBAE, Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi Laboratuvari tarafindan

izole edilen 146 mikroorganizma proteaz, amilaz, seliilaz ve lipaz enzimleri acisindan
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taranmustir. ilk tarama kat1 besiyerinde yapilmis ve tarama sonuglari Tablo IV.1> de
verilmigtir. Tarama c¢alismalar1 mikroorganizmalarin iiredigi optimum pH ve sicaklik
degerlerinde yapilmistir.

Tarama sonuglarinda zon c¢apt 5 mm {izerinde olan mikroorganizmalar enzim
iireticisi olarak secilmistir. Bu dogrultuda 146 mikroorganizma igerisinden 3, 5, 19, 20,
21, 22, 34, 39, 44, 46, 57, 65, 502, 504, 505, 506 ve 507 numarali izolatlar proteaz

tireticisi olarak 131 ve 132 numarali izolatlar ise amilaz iireticisi olarak secilmistir.

Tablo IV.1. Enzim Profilleri

izolat Zon Capi
No Amilaz | Proteaz | Sellillaz | Lipaz
(mm) (mm)
1 - 6 - -
2 3 5 - -
3 - 9 - -
4 - 8 - -
5 - 8 - -
6 - 5 - -
7 - 1 - -
10 - 5 - -
11 - - - -
12 2 5 - -
14 - - -
15 - - - -
16 2 - - -
17 - 2 - -
18 - 2 - +
19 - 8 - -
20 - 9 - -
21 - 10 - -
22 - 9 - -
23 - 1 - -
24 3 - + +
25 3 - - -
26 - - - -
27 3 - -
28 2 8 - -
30 - - - -
31 - - + -
34 - 10 - +
35 - 2 - -
36 - 2 - -
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163
164a
164b

165

166

167

168 - - - -

169 - - - -
502 - 10 - -
503 - 3 - -
504 - 30 - -
505 - 30 - -
506 - 15 - -
507 - 12 - -
508 - 6 + -
509 2 - - -

+; Pozitif, -; Negatif
*Her bir izolat i¢in deney li¢ kez tekrarlanmis ve 6l¢iim sonuglari
ortalama degerlere gore alinmistir.

1
1
+
+

N1
1
1
1

N [W|
1
+
1

Calisma kapsamina birinci oncelikli olarak proteaz iireticisi mikroorganizmalar ele
almmustir. Secilen 17 izolatin kat1 proteaz ortaminda fotograflar1 ¢ekilmis ve sonuglar

EK B’ de verilmistir.
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IV. 1. 2. Sivi Besiyerinde Enzim Profillerinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda oncelikli olarak ele alinan proteaz iireticisi olan 17 izolat 400 ml’lik

sivi proteaz ortaminda biiyiitiilerek enzim profilleri belirlenmistir. Sonuglar Tablo V.2’

de, grafikler ise Sekil IV.1-1V.2 de toplu olarak verilmistir.

Tablo IV.2. Secilen 17 Izolatin Alkalen Proteaz Aktivitesi

) Aktivite (U/ml/dakika)
Izolat No 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
3 0 11.08 68.38 19,10
5 0 94.00 165.47 131.36
19 0 30.0 58.06 39.10
20 0 9.29 24.19 20
21 0 14.96 43.22 21.70
22 0 55.00 186.94 120.63
34 0 19.87 51.93 42.0
39 0 3.57 13.89 33.473
44 0 14.93 80.00 42.78
46 0 22.00 80.00 72.00
57 0 40.03 124.42 76.42
65 0 60.15 137.05 188.21
502 0 60.96 60.96 38.60
504 0 43.87 102.32 41.10
505 0 27.47 55.37 39.30
506 0 9.89 30.37 42.94
507 0 4.096 7.096 9.0
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Aktivite, (U/ml/dakika
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Biiyiime (OD660)

—— GMBAE 3 —#— GMBAE 5 GMBAE 19 —¢-GMBAE20 —%—GMBAE 2l
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Secilen 17 izolatin enzim sonuglar1 incelenmis ve 72 saat sonunda alkalen proteaz enzim
aktivitesi 50 (U/ml/dakika)’ nin iizerinde olan 5 izolat (GMBAE 5, GMBAE 22, GMBAE
46,GMBAE 57, GMBAE 65) segilmistir. Segilen bu izolatlarin 500 ml’ lik erlenmayerde 100
ml’ lik ortamda enzim aktiviteleri, biiylimeleri tekrarlanmig ve sonuglar sekil IV. 3 ve sekil IV.

4’ de toplu olarak verilmistir.

—o— GMBAE 5 —@— GMBAE 22 GMBAE 46

—<— GMBAE 57 —*%— GMBAE 65

200

180

160

140

Aktivite, (U/ml/dakika)
=
(=)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman, (Saat)
Sekil IV .3. Segilen 5 Izolatin Toplam Enzim Aktivite Grafigi
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—e— GMBAES —0— GMBAE 22 GMBAE 46

GMBAE 57 —x%— GMBAE 65

10 /./.\.

Biiyiime,(OD 660

0 20 40 60 80
Zaman, (Saat)

Sekil IV.4. Secilen 5 Izolatm Biiyiime Grafigi

IV. 2. Mikroorganizmalarin Karakterizasyonu

17’ si alkalen proteaz iireticisi, 2’ si amilaz lreticisi secilen 19 izolatin mikrobiyal

karakterizasyonu kisim III. 2. 3.” de verilen metotlar kullanilarak gergeklestirilmistir.

IV. 2. 1. Kiiltiirel Ozellikler

Secilen izolatlardan, GMBAE 502 nolu izolatin koloni rengi kavunigi diger izolatlarin ise
krem olarak belirlenmistir. Koloni sekillerine bakildiginda izolatlar yuvarlak koloni sekline

sahiptir. Secilen izolatlarin koloni karakterizasyonu Tablo V.3’ de verilmistir.

Tablo IV.3. Secilen izolatlarin Koloni Karakterizasyonu
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Izolat no Sekil Koloni Kenar sekli Renk
yiiksekligi
3 Yuvarlak Az konveks Diizgiin Krem
5 Yuvarlak Diiz Filament6z Krem
19 Yuvarlak Diiz Diizgiin Krem
20 Yuvarlak Az konveks Az tirtikl Krem
21 Yuvarlak Diiz Diizgiin Krem
22 Yuvarlak Diiz Filament6z Krem
34 Yuvarlak Diiz Filamentoz Krem
39 Yuvarlak Diiz Diizgiin Krem
44 Yuvarlak Sigkin Diizgiin Krem
46 Yuvarlak Diiz Diizgiin Krem
57 Yuvarlak Diiz Az tirtikl Krem
65 Yuvarlak Konveks Diizgiin Krem
502 Yuvarlak Konveks Diizgiin Kavunigi
504 Yuvarlak Diiz Az tirtiklh Krem
505 Yuvarlak Diiz Diizgiin Krem
506 Yuvarlak Konveks Diizgiin Krem
507 Yuvarlak Diiz Az tirtiklh Krem
131 Yuvarlak Diiz Diizgiin Krem
132 Yuvarlak Siskin Diizgiin Krem

Secilen 19 izolatin hareketliligi besiyeri 20’ de verilen ortamda incelenmis ve tiimiiniin

hareketli oldugu belirlenmistir.

IV. 2. 2 . Mikrokobik Ozellikleri

Secilen izolatlarin Gram boyama ve endospor boyama  metodlar1 ile hazirlanan
preparatlarindan 151k mikroskobunda fotograflar1 ¢ekilmistir. Sonuglar; EK C’ de verilmistir.

Secilen izolatlarin 151k mikroskobunda yapilan 6l¢tim sonuglar1 Tablo IV. 4’ de verilmistir.
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Tablo IV.4. Secilen izolatlarin Isik Mikroskobunda Yapilan Olgiim Sonuglar:

izolat | Bakterinin | Bakterinin | Sporun Sporun | Sporun | Sporun
no boyu (um) | eni (um) boyu eni (um) | konumu sekli
(um)

3 2.697 0.857 1.108 0.774 S/T E

5 2.269 0.839 1.258 0.863 S/T Y
19 2.242 0.765 0.727 0.736 S/T E
20 6.802 0.879 1.197 0.785 S/T E
21 2.400 0.751 0.915 0.573 S/T E
22 2.675 0.728 1.096 0.655 S/T E
34 2.956 1.033 0.995 0.716 C Y
39 3.731 0.717 1.286 0.808 C Y
44 2.093 0.883 0.887 0.765 C E
46 2.569 0.925 1.261 0.869 S/T E
57 2.71 0.98 1.065 0.853 S/T E
65 3.714 1.157 1.198 0.812 S/T E
502 3.604 1.228 0.997 0.931 S/T E
504 3.212 0.986 0.875 0.615 S/T E
505 2.645 0.958 1.437 0.952 S/T E
506 3.096 1.238 1.211 0.634 C E
507 3.008 0.993 0.992 0.633 S/T E
131 3.195 0.897 1.035 0.790 S/T E
132 3.316 1.048 0.73 0.610 S/T E

* S/T: Subterminal , E: Elips seklinde, C: Central, Y: Yuvarlak

Her bir 6l¢iim 30 6l¢iimiin aritmetik ortalamasidir.

Isik mikroskobunda yapilan inceleme sonucunda segilen izolatlarin Gram pozitif ve

morfolojik olarak ¢ubuk sekilli oldugu belirlenmistir.

68



IV. 2. 3. Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Secilen izolatlarin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilan Nutrient agar,
Tripton Soya Agar, Ure agar fotograflari EK D’ de verilmistir. Secilen izolatlarin
fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri tablo haline getirilmistir. Sonuclar, Tablo IV. 5.” de
verilmistir. Fenotipik Ozelliklerin belirlenmesinde API hazir tan1 kitleri kullanilarak
deneyler tekrarlanmistir. API 50 CH karbonhidrat asimilasyon testinin sonuglar1 Tablo IV.
6’ da, 48 saatlik test fotograflari ise Ek E’ de verilmistir.
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Tablo IV. 5. Secilen 19 izolatin Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

izolatlar
Ozellikler 3 5 19 20 21 22 34 39 44 46 57 65 502 | 504 505 | 506 | 507 131 132
Katalaz + |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ + |+ |+ |- -
Oksidaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Indol olusumu - _ - _ _ - _ - - _ - - - - - - - - _
Nitrat rediiksiyonu + + + - + - - - + + - - + - + + +
VP Test - + + + + - + - + - - + + - + - - - -
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ + ]+ + + |+ | + |+ +
pH in VP Broth < 6
pHin VP Broth >7
Lizozim’ de Biiylime - + + - - - - - + - + - - - - + - - -
Asit Olugsumu
+ |+ |+ |+ |+ |||+ -]+ + + |+ | + - +
D-Glucose
+l+ |+ |+ |+ ]+ ]+ |+ |+ ]+ ]|+|+]+ + + | + | + - -
L-Arabinose
+ |+l z |+ |+ -]+ |+ |+ ] +]|+|+]+ + + | + - - -
D-Xylose
- - + - - - + - - - - - - - - - - - -
D-Mannitol
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ + ]+ + + |+ | + |+ +
Glukozdan Gaz
Olusumu
Dihidroksiaseton - - + - - + - - - - - + + - + - - - -
olugumu
+ |- - + |- + |+ |- + |- - + |- - - + |+ |+ |+
Sitrat Kullanimi
+ |- + - - + |+ + - - - - - - - - + - -
Simon Sitrat
Kullanimi
- - + - + - - - - - - - - - - - - - -
Fenilalanin
deaminasyonu
Tirozin
Degradasyonu
+ + + - + + - + - + - - + - + + + + +
DNaz
Ure + |- + |+ |+ |- + |- - - - + |+ + + + + - -
NaCl’ lii ortamda
Biiyiime
%2 + |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ |+ ]+ ]|+]|+]+ + + | + | + - +
%5 + | + + | + | + + | + + | + | + + | + + + + + + - -
%7 +l+ |+ |+ |+ ]+ ]+ |+ |+ ]+ ]|+|+]+ + + | + | + - -
% 10 + |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ |+ ]+ -|+]+ + + | + | + - -
Sicakliklarda
Biiyiime
30°C + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ - + | + | + + + + + - -
40°C + + + + + + + + + - + + + + + + + - -
50 °C - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
55°C - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
65 °C - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
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NaCl and KCl ihtiyact

pH:5.7" de
Biiyiime

pH:6’ da
Biiyiime

pH : 7° de Biiylime

pH: 8 de
Biiylime

pH : 9’ de Biiyiime

PH: 10°da Biiylime

Oksijensiz Biiylime

71




Tablo IV. 6. Karbonhidrat Asimilasyon Testinin Sonuglar1 (API 50 CH testleri)

Izolat

*Tip
no tirler
Sira
Test E g g 2 z g =
no = © g E§ QEE §§ ‘_S_E §§ %m§ E% §§
[ - o = =]
3 [5(19|20|21 2234|3944 46|57 |65/ 504|505 506 | 507 35| S-982d 82 |85 |ES |22 |8528 5| &S
S S 2 48 4dg2 < 2 =R7%) 2% 2y S %)
> = a4 a4 & A A <A <A pgal 2 4 sA el
m A om m o om om m
1 | Gliserol + - |+ |- |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- + + + + + + + + - + + + +
2 Eritritol _ - _ _ + + - _ - _ _ - - - _ - - - - - - - -
3 D-Arabinoz _ - + - - - - - - - - - - - - - - + - -
4 L-Arabinoz _ _ + + _ _ _ _ + + _ + _ _ _ _ + _ + + _ _ + + +
5 | Riboz + -+ |+ - + |+ |- - + |- - + - + - + + + + - - + + +
6 | DKsiloz - - - + | - + |+ |- - - - - - - - - + + + + - +
7 L-Ksiloz _ _ _ _ - - - - - - _ _ - - _ _ - _ _ - _ - - _ _ _
8 Adonitol _ - _ _ - _ + - _ - _ _ - - - _ - - - - - - - - - -
9 B-Metil-D- - - + + - - + - - - _ _ - - - _ - - - - +
Ksilosid
10 Galaktoz _ - + _ - + - - _ _ _ _ _ _ _ _ + _ + + _ _ + +
11 | Glukoz + +l+ |+ |- - ] + + + + + + + + + + + + +
12 | Fruktoz + + |+ |+ |+ - + + - + + + + + + + + + +
13 | Mannoz + +1- |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |- + - + + + + + - +
14 Sorboz - - + + - - - - - - - - -
15 | Rhamnoz + - - + | - - + |- - + |+ |+ |- - - - + - + - - +
16 | Dulstol + + - + |+ |+ |+ |- - + |+ |+ |- + - - + - - - - - - - -
17 Inositol _ - + _ + + - - _ + _ _ - - - _ + - + - - - -
18 | Mannitol + + - |+ |- |- |+ |+ + - - +
19 | Sorbitol + + | - + |+ [+ |+ |- - - + |+ |+ - - - + - - - - - - -
20 o-Metil-D- - - - - + - - + - - - - - - - + - - - - -
Mannosid
21 | o-Metil-D- - S+ |- - - - - - + |- + |- - - - + + + + -
Glukoside
22 | NeAeetl 4 R T S e e I T S M A s A I - + + + + + + + + - + -
Glukosamine
23 | Amgdalin - + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |- + |+ |+ |- + - - + + + + + +
24 | Arbutin - |+ |+ |- |+ - - - - + + + +
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25 | Eskulin + A+ |+ - - |+ + + - +

26 | Salicin + -+ |+ |+ - - + |+ |+ |+ + + - + + + - + +
27 | Sellobiyoz - A+ [+ - ]+ + + - + + + + + + + + +
28 | Maltoz +|+ |+ |+ |+ |+ + |+ |+ - + + + + + + + + + + +
29 | Laktoz - + | + - - + + - - - - - - + - - - - + - - + + +
30 Melibiyoz _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ + + _ _ _ + +
31 | Sukroz + + 0+ |+ |- |- |+ [+ |+ - + - + + + + + + + + + +
32 | Trehaloz + - |+ |+ - + + + + + + + + + + +
33 Inulin _ _ _ _ + + _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - _ _ _
34 Melezitoz _ _ _ _ - _ - - - - _ _ - - - - + _ + - _ _ +
35 | Raffinoz - - - + |- + | - - + |+ |+ |+ - - - + - + - - - +

36 | Nisasta - - |- + |+ |+ |+ -+ -+ - + + + + + + + + + -
37 | Glikojen - T e e e o - + + + + + + + + + -
38 | Kilitol - +1- |- |- |+ |+ |- |+ |- |+ |+ |+ - - - + - + - - - - -
39 Gentiobiyoz - - + - + + - - - _ _ _ _ + _ + + + + +
40 D-Turanoz _ - _ + - + + - _ + _ _ _ _ _ _ + + + + +
41 D-Liksoz - - - - - + - - _ _ _ _ _ _ _ _ + + - _ _
42 | D-Tagatoz + + |+ |+ |- - + |- |+ |+ + - + + - + - - - -
43 D-Fukoz _ _ + _ + + _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _
44 L-Fukoz _ _ _ _ - - - - - - _ _ _ _ _ _ - _ _ _ _ _ _ _ _
45 | D-Ambitol | _ + - |- |- |- |+ |- |+ |+ |+ |+ |+ + - - - - - - -
46 L-Arabitol _ - _ _ + + - - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ B _
47 Glukonate _ _ _ _ - _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ - - + _ _
48 2-Keto- _ - _ _ - _ - - _ - _ _ _ _ _ _ + + -

Glukonate
49 5-Keto- _ - _ _ - _ - _ _ - _ _ _ _ _ _ - - - _ - _ - - _
Glukonate

*Nielsen ve dig., 1995; Fritze ve dig., 1990
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IV. 2. 4. izolat GMBAE 22’nin Kemotaksonomik Ozellikleri

izolat GMBAE 22 ve referans soy Bacillus clausii DSM 8716" arasindaki
taksonomik benzerlik hiicresel yag asitlerinin analizi ile saptanmistir. Her iki soy i¢in
hiicresel yag asitleri kompozisyonu ve toplam yag asitlerine oran1 Tablo IV.7.” de
verilmistir. Doymus iki yag asidi Cjo0 ve Cip (iso 30H) hari¢ her iki soy arasinda
profiller aras1 benzerlik bulunmustur. Her iki izolatta da iso-C 15 ve anteiso C 15 ana

yag asitleri olarak goriilmektedir.

Tablo IV. 7. izolat GMBAE 22 ve Bacillus clausii DSM 8716" yag asidi

profili

% Toplam Yag Asidi,
Yag Asidi

GMBAE 22 Bacillus clausii DSM 8716"
10:0 0.51 0.29
11:0 iso 30H 222 -
iso-C 14:0 1.14 1.70
14:0 1.61 0.60
iso-C 15:0 46.04 38.81
anteiso-C 15:0 12.36 17.76
16:1 w7c alkol 7.19 3.32
1s0-C 16:0 3.21 2.24
16:1 ol Ic 0.87 2.72
C 16:0 5.09 2.06
Iso 17:1 ®10c 2.23 1.94
iso-C 17:0 6.67 16.35
anteiso-C 17:0 2.09 9.95

Yapilan biyokimyasal test sonuglari, Nielsen ve c¢alisma arkadaslarinin
alkalifilik Bacillus genusu iizerine yaptiklart ¢alisma ile karsilastirilmig ve elde edilen
sonuglar 16S rRNA sonuglan ile birlestirildiginde izolat 22 Bacillus clausii olarak
tanimlanmis ve Bacillus clausii GMBAE 22 adi ile NCIB (National Center for

Biotechnology Information) Gen Bankas1’ ndan DQ131908 kabul numarasi alinmistir.
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IV. 2. 5. Genotipik Ozellikler

IV. 2.5. 1. Genomik-DNA izolasyonu

Genomik DNA protokoliine gore hazirlanmis olan g-DNA’ lar %0.7° lik agaroz
jelde kontrol edilmis ve jel fotografi (UVI, BTS 20M) ¢ekilmistir.

Sekil IV. 5. GMBAE 22 nolu izolata
ait %0.7°1ik jelde genomik-DNA

IV.2.5.2.16 S rRNA geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile ¢ogaltilmasi

izolat 22’ den elde edilen 16S rRNA geninin elektroforez fotografi sekil IV. 6.” da

verilmistir. Dizi analizine alinan gen 1483 baz ¢iftini igermektedir.
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2000 be

1000 be
750 be

500 be

250 be¢

Sekil IV. 6. 1: 1kb DNA Marker (Fermentas, USA)
(Aralik 14 parga : 10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500,
3000, 2500,2000, 1500, 1000, 750, 500, 250.
2: PCR iirtinii

IV. 2.5. 3.16S rRNA Dizisinin Belirlenmesi

GMBAE 22 nolu izolata ait 16S rRNA dizisi iki farkli primer [Primer 1 (27 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") ve Primer 2 (U1492r 5'-ACCTTGT TACGACTT-
3] kullanilarak belirlenmistir. 16S rRNA dizisi (1483 b¢’ lik PCR f{iriinil) asagida
verilmistir. Izolat GMBAE 22’nin alkalifilik Bacillus clausii soylar1 ile birlikte %99

benzerlik gosterdigi ve ayni kiime i¢inde bulundugu belirlenmistir.
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5'- GCGTCCTATACATGCAAGTCGAGCGGACATTATAAGGAGCTTGCTCC
TTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCCTTA
GACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATCCCTTTCTCC
ACCTGGAGAGAGGGTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTAAGGGATGGGCCC
GCGGCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCG
TAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTG
ACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAGGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGT
TGTGAGGGAAGAAGCGGTACCGTTCGAATAGGGCGGTNCCTTGACGGTACC
TCACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGCTT
CTTAAGTCTGATGTGAAATCTCGGGGCTCAACCCCGAGCGGCCATTGGAAA
CTGGGGAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATG
CCCGTAGTGCCNAANTTAACACATTAAGCACTCCCCCTGGGGAGTACGGCC
GCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCC
TTTGACCACCCAAGAGATTGGGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGNACTCTAAGGT
GANTGCNGGTGACAAACNNGAGGAAGNTGGGGATGACGTNAANTNATNAT
NNCCTNTATGACNTGGGCTACACACGTGTTNCAATGGATGNTNCAAAGGGC
AGCGAAACCGNGAGGTGAAGCCAATNCCATAAAGCCATTNTCAGTTCGGAT
TGCAGGCTGCAACTCGCTTGCATGAANCTGGAATTCATAGTAATCGTGGATC
AGCATGNTNGCGGTGAATATGTTCCCGGGTCTTGTACACACNGCCGNGTCAC
ACCATCGAGAGTTTGTAACACCCGAATGTCGGTGAGGCAACCTTTTGGACCC
AGCCGTCATAAGGNGGGACAANNGACATGGGGTGANGTCTACNAAGNTTCN
CG-3
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IV. 2.5. 3. 1. Filogenetik Agacin Olusturulmasi

Filogenetik aga¢c Saitou ve Nei’ nin, (1987) “neighbour-joining method”

kullanilarak Tree-view 32 programinda olusturulmustur.

o)

. clausii T, AJ297493

w

. clausii NR84, AJ297496

w

. clausii DSM8716T, X76440

w

. clausii, SIN84, AJ297498

@

clausii SIN, AJ297494

o)

. clausii O/C84, AJ297495

@

clausii T84, AJ297497

@

clausii N/R, AJ297492

@

clausii O/C, AJ297491

. clausii LMG 19634, AF329475
B. clausii GMBAE 42, AY152839
GMBAE 22

Bacillus sp.O-4, AB043853

B. clausii Y-76-C, AB201798

Bacillus sp. M18, AY912087

Bacillus sp. H167, AB043859

Bacillus sp.IC, AB043855

B. clausii LMG 19610, AF329474

Bacillus sp. M19, AY912088

B. patogoniensis PATO05, AY258614

Bacillus sp. DSM 8714, X76438
Bacillus sp. WW3-SN6, AF137020
Bacillus sp NER, AJ507321

Bacillus sp.K12-5, AB043850

Bacillus sp. DSM 8717, X76441

B.ikaite 27, AJ431332

B. pseudofirmus DSM 8715”7, X76439

B. arseniciselanitus, AF064705

B. alcalophilus DSM 485", X76436

Bacillus sp. TUT1007, AB098576
B. clausii XJU-5, AY959330

B. clausii XJU-4, AY959329

B. clausii XJU-3, AY960116

B. clausii za-w-3, AY066000

F. salipiscarius,AB194046

| e, e [T | [T L

G. thermoleovorans DSM 53667, 726923

Sekil IV. 7. Izolat GMBAE 22’nin Filogenetik Agaci
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IV. 3. Alkalen Proteaz Enziminin Uretimi

GMBAE 22 izolatinin alkalen proteaz iiretimi bakteriyal iiremenin lag fazdan sonra
10 uncu saate dogru basladigir belirlenmistir. Enzim iiretimi iistel olarak hiicresel
biiylimesi ile birlikte artmis, kiiltivasyonun 48 inci saatine dogru maksimum diizeye

ulagmustir.

b L E 240
10 0 20
S} - . E
g 6 L -4 120 2
:g | _ o
He = ;
2 4 - 80 g
) Biiyiime, (ODy,) _f 40
—8— Aktivite, (Uml" min") ]
0 | | | | | 0
0 20 40 60 80

Zaman, (Saat)

Sekil IV.8. 100 ml’ lik ortamda izolat GMBAE 22’ in zamana

bagli biiyiime ve alkalen proteaz iiretimi grafigi

IV. 3. 1. Alkalen Proteaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi

Kisim III. 2. 6.” da verilen liretim ortaminda biiyiitiilen izolat GMBAE 22’ nin
trettigi  hiicre dis1 enzimin laboratuvar Olgeginde saflastirilmasi i¢in bir siireg
gelistirilmistir. Bu siireg; (NH4),SO;, ile ¢oktiirme ve iyon degistirme (DEAE seliiloz)
kromatografisini adimlarii icermektedir. Gelistirilen saflagtirma prosesiyle elde edilen
saflastirma profili Tablo IV.8’ de verilmistir.

DEAE seliiloz kolon kromatografisi ile elde edilen ayirma profili Sekil IV. 11’ de
verilmigstir. Kromatografi sonrasi toplanan fraksiyonlarda elde edilen spesifik aktivite

2941.30 Umg™' olarak bulunmustur. Saflastirma sonucunda ulasilan verim %14.69° dur.
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Tablo IV.8. GMBAE 22 nolu Izolatin Urettigi Alkalen Proteazinin Saflastirilma

Profili.
Hacim Total Total Spesifik | Verim | Saflagtirma
Adim (ml) Protein Aktivite | Aktivite (%) Katsayist
(mg) U | (Umgh
Fermentasyon s1visi 1800 144 159 210 1105.62 100 1
% 80 Amonyum
stilfat ¢oktiirme ve 56.5 73.45 52072 1708.94 | 32.70 1.55
diyaliz sonrasi elde
edilen 6rnek
DEAE-seliiloz
kolonunun birlesti- 27 7.96 23 401 2941.30 | 14.69 2.66
rilmis fraksiyonlar

—O— Protein

—o— Aktivite

1,8 :
=16
E -
on 134 —
£ 1,2 _
> 1
e I
e 08 |
g |
g 0,6
4 -
£ 04 -
2 B
£ 02
0
0

10

Fraksiyon Sayisi
Sekil IV. 9. DEAE-Seliiloz kolon kromatografisi
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IV. 3. 2. Alkalen Proteaz Enziminin Karakterizasyonu
IV. 3. 2. 1. Alkalen Proteaz Enziminin Molekiiler Agirh@inin

Belirlenmesi ve Peptid Kiitle Haritasi
GMBAE 22’ den saflastirilan enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE ile belirlenmis ve
protein molekiiliiniin 25.4 kDa agirliginda oldugunu bulunmustur. (Sekil IV.10).
DEAE seliiloz kolon c¢iktisindan alinan 6rnek tek basina SDS-PAGE igin jele
yiiklendiginde boyama sonunda higbir band gézlenmemistir. Bu 6rnek PMSF ile birlikte
kaynatildiktan sonra jele yiiklendiginde elektroforez sonunda boyama ile protein bandi

gbzlenmistir.

116.0kDa — [l

66.2 kDa —»

45 0kDa —
35.0kDa —

250 kDa — — 25.4 kDA

184 kDa —

Sekil IV.10. Alkalen proteaz enziminin pH:8,3 Tris-glisin tamponunda 150 volt’luk
gerilim altinda %12’ lik jelde SDS-PAGE elektroforezi. Kolon 1; Protein standartlarinin
molekiiler agirliklari, Kolon 2; Alkalen proteaz kolon eluati (PMSF varliginda).

Peptid kiitle analizleri, Marmara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Kimya miihendisligi
Boliimii’ nde Q-Tof-Micro (Waters/Micromass) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bacillus clausii
GMBAE 22’ den SDS-PEGE ile saflagtirilan ve Coomassie boyama ile goriiniir hale getirilen
alkalen proteaz enzimine ait bant (Sekil IV.10) jelden kesilerek alinmis ve triptik parcalama
yapilmistir. Elde edilen peptid kiitleleri MASCOT programi kullanilrak, NCBInr data bazina
(comprehensive nonredundant protein sequence data base) karsi taranmistir. Elde edilen
sonuglardan, peptid kiitlelerinin subtilisin savinase (aksesyon no: 267048) ile yiiksek oranda
benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Score 91). Yapilan taramada 19 peptit kiitle degerinden 17
sinin databazi ile eslestirildigi goriilmistiir. Tarama sonuglar1 dogrultusunda, SDS-PAGE’ de

elde edilen bantin alkalen proteaz enzimine ait bant oldugu belirlenmistir.
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IV. 3. 2. 2. Sicakligin Proteaz Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine

Etkisi

Sicakligin GMBAE 22 nolu izolattan elde edilen ve kismi olarak saflastirilan alkalen
proteaz enzim aktivitesi lizerine etkisinin incelenmesi amaci ile 30 ve 70°C sicakliklar
arasmda 5 mM Ca™ iyonu varhgmnda ve yoklugunda alkalen proteaz aktivitesi
belirlenmistir (Sekil IV. 13.). Optimal sicaklikta ifade edilen en yiiksek sicaklikta
aktivite degeri 100 kabul edilmis diger sicakliklardaki aktiviteler buna oranlanarak %
bagil aktivite olarak verilmistir.

GMBAE 22 nolu izolattan elde edilen ve kismi olarak saflastirilan alkalen proteaz
enzimine ait optimum sicaklik degeri 60 °C olarak belirlenmistir. Ca*? iyonu varliginda
ise optimum sicaklik degeri 70 °C’ ye yiikselmistir.

Termal kararlilik ifade edilirken 30°C’ de ki 2 saatlik inkiibasyon sonucu aktivite
kaybi olmadigindan 100 olarak kabul edilmis diger sicakliklardaki inkiibasyonlar
sonucunda Olgiilen aktivitelerin buna oranmi kalan aktivite olarak verilmistir. Enzimin,
pH 10.5° da 30°C’ de 3 saat kararli oldugu, ayn1 siirede 40°C’ de enzim aktivitesinin
%6.35” ini kaybettigi ve 50°C’ de ise enzim aktivitesinin %9.96’ s kaybettigi,

belirlenmistir.
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—O— Dogal Enzim, (DE)
—— DE+ 5mM Ca™

-0~ Kalan Aktivite, (%)

ST T T T[T T I T[T T [T T T T[T 11T
100 E = 100
_ %0 E 380 =
X = = <
& = = i
z 60 E =4 60 =
h = 3 =
= = E <
B 40 B 3 40 §
@ = = <
= = M
20 E 5 20
0§||||I||||I||||I||||I||||H||||I||||§0
20 30 40 50 60 70 80 90

Sicaklik, (°C)
Sekil IV. 11. Sicakligin proteolitik aktivite ve stabilite iizerine etkisi

IV. 3. 2. 3. Proteolitik Aktivite Uzerine pH’nin EtKkisi

Deterjan alkalen proteazlarinin se¢imi i¢in dnemli olan etkenlerden biri enzimin
yiiksek pH’larda aktivitesini korumasidir. Bacillus clausii GMBAE 22’ den elde edilen
alkalen serin proteaz ezimi icin aktivite araligt pH 7.0 den pH 13 e kadar genis bir
aralikta incelenmistir. En yiiksek enzim aktivitesi pH 12.0 de saptanmistir. Enzim pH
9.0 ve 11 degerleri arasinda 30 °C’ de 24 saat siire ile inkiibe edildiginde hig bir aktivite
kaybinin olmadig1 saptanmistir (Sekil IV. 14.). Enzim pH 12.0’ da %96.70 ve pH 12.5°

de ayn1 kosullarda inkiibe edildiginde %20.14 oraninda aktivitesini korumaktadir.
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~o— Bagl Aktivite, (%)

—— Kalan Aktivite, (%)

(T I T T T T T T,
100 — - 100
;\3 80 — - 80 g
s . g
= 60 — 7 60 g
5 40 | 140 5
o L . =
aa o . N,
20 — 7 20
0 oo oo bl 0
6 8 10 12 14

pH

Sekil IV. 12. pH’nin proteolitik aktivite ve stabilite lizerine etkisi

IV. 3. 2. 4. Michaelis Menten Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

GMBAE 22’ den elde edilen alkalen proteaz enziminin K., ve V, degerleri
Lineveawer-Burk grafigi kullanilarak hesaplanmistir. Lineveawer -Burk diyagrami Sekil

IV. 35. de verilmistir.

Michaelis Menten kinetik sabitleri (K, Vi, ve Keat), hesaplanmis ve sonuglar Tablo

IV. 9.” da verilmistir.

101



0,005 ——
0,004
S 0003 |
E n
2 0002
< n
0,001

0 C 1 | 1

)

0,2

0,4 0,6 0,8
1/s (mg ml")!

Sekil IV. 13. GMBAE 22’den elde edilen alkalen proteaz

enziminin Lineveawer -Burk diyagrami

Tablo IV. 9. GMBAE 22.den elde edilen alkalen proteaz enziminin Hammersten kazein

hidrolizine ait Michaelis-Menten kinetik parametreleri

I<m Vm kcat Kcat / I<m
Substrat | o | | | | |
(mgml™) | (umol tirosin ml™ dak™) (dak™) (dak™ /mg ml™)
Hammersten
) 1.32 621.11 469.51 355.68
kazein

IV. 3. 2. 5. Fenil metil sulfonil floriir Varhginda Enzim Aktivitesi

GMBAE 22’ den elde edilen alkalen proteaz enziminin katalitik bolgesinde

katalizden sorumlu amino asitlerin belirlenmesi amaci ile standart deneme kosullarinda

2 saat silire ile amino asit inhibitérlerinden fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF) ile inkiibe

edilmistir. PMSF serin ile 6zgiin reaksiyon veren bir inhibitérdiir. 1 mM PMSF

varliginda, enzim aktivitesinin %100 oraninda kayboldugu belirlenmistir. Bu bulgu

wnzimin aktif bolgesindeki katalizden sorumlu amino asitin serin oldugunu ve

dolayusyla enzimin bir serin proteaz oldugunu gostermektedir.
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BOLUM V

TARTISMA, DEGERLENDIRME ve ONERILER

V. 1. TARTISMA

V. 1. 1. Mikroorganizmalarin Enzim Profillerinin Belirlenmesi

Enzimler, tekstil, deri, gida, deterjan sanayinde ve ¢evre uygulamalarinda her gegen
giin artan bir oranda kullanilmaktadir. Ekstrem kosullarda aktivite gdsterebilen
enzimlere yukarida belirtilen endiistri kollarimin biiyiik gereksinimi vardir. Ozellikle
alkalen kosullarda yliksek aktiviteye ve kararlilia sahip proteaz enzimine deterjan
enddistrisi tarafindan gereksinim duyulmaktadir ve diinya enzim pazarinin % 60’ 1m
proteaz enzimi olusturmaktadir. Bu nedenle galisma kapsaminda TUBITAK-GMBAE,
Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi Laboratuvar tarafindan yiiksek sicakliktaki su
kaynaklarindan ve komposttan izole edilmis 146 mikroorganizma basta alkalen proteaz
olmak lizere, amilaz, seliilaz ve lipaz enzimleri agisindan taranmigtir. Tablo IV-1" de
gorildiigi gibi izolatlar igerisinden %80.3” i proteaz, %45,26° s1 amilaz, %16.06’ s1 da
selillaz ve lipaz lretmektedir. Yapilan enzim taramalari sonucunda en iyi amilaz
treticilerinin 131 ve 132 numarali izolatlar oldugu bulunmustur. Proteaz iireticileri
arasinda 17 adet izolat en iyi olarak belirlenmistir. Segilen 17 izolat, alkalen proteaz

aktivitesi agisindan (3, 5, 19, 20, 21, 22, 34, 39, 44, 46, 57, 65, 502, 504, 505, 506 ve
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507) siv1 alkalen proteaz iiretim ortaminda biiyiitiilerek tekrar taranmustir. Izolatlar
alkalen proteaz iiretim ortaminda 72 saat biiyiitiilmiis ve 24 saat araliklarda ortamdaki
alkalen proteaz varligi ve mikroorganizmalarin biiylimeleri belirlenmistir (Tablo 1V-3,
Sekil IV-1 ve Sekil 1V-2). 17 izolat iginden siv1 besiyerinde 50 U/ml/dak ve {istiinde
enzim aktivitesi elde edilen izolatlar daha ileri asamaya alinmistir. Bu dogrultuda 5, 22,
46, 57 ve 65 numarali izolatlarin diger izolatlara gére daha yiiksek alkalen proteaz
iirettigi belirlenmistir. Bir ileri asamada, segilen 5 izolat 100 ml’lik besiyerinde 72 saat
biiyiitiilerek alkalen proteaz {iretimleri karsilastirilmistir (Tablo IV-4) 5 izolat
icerisinden 22 numarali izolattan 48 saatlik fermentasyon sonunda en yiiksek miktarda
(187 U/ml/dak) enzim aktivitesi elde edilmistir. 65 numarali izolat da aym1 miktarda
(188 U/ml/dak) enzim iiretmesine ragmen bu degere 72 saat sonucunda ulasiimistir. 22
numarali izolat daha kisa siirede en yliksek alkalen proteaz enzim aktivitesine ulastig
icin, 22 numarali izolat tez kapsaminda ileri tanilama ve enzim karakterizasyonu

caligmalarna alinmustir.

V. 1. 2. Kiiltiirel, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikler

Literatiirde, alkalifilik (pH 9 ve ilizerinde biiyiiyebilen) ve alkalitolerant (pH 7 ve
tizerindeki pH’ larda biiyiiyebilen) Bacillus tiirlerinin siniflandirilmasi ile ilgili yogun
¢alismalar bulunmaktadir. Bu bakteriler, filogenetik olarak farkli olan B. alcalophilus ve
B. cohnii hari¢, daha once tanimlanan Bacillus tiirlerinden 11 farkli fenotiir ve 13 farkli
genotiir icinde siniflandirilmislardir (Fritze ve dig., 1990; Nielsen ve dig., 1994; Nielsen
ve dig., 1995). Bununla birlikte, O6zellikle Bacillus clausii tiirtinii igeren grupta
tanimlanan, fenotipik karakterler arasinda heterojenite oldugu gosterilmis, (Nielsen ve
dig., 1995) alkalifilik suslarin tiir diizeyinde tanilanmasinda zorluklar olusturdugu
belirtilmistir (Senesi ve dig., 2001).

izolat GMBAE 22’nin fenotipik 6zellikleri ve karbohidrat kullamim profili Tablo V.
1 ve 2’ de referans soy Bacillus clausii DSM 8716" (Nielsen ve dig., 1995) ile
karsilastirmali olarak verilmistir. izolat GMBAE 22, Gram pozitif, aerobik, katalaz
pozitif, oksidaz negatif, hareketli, subterminal konumlu ellipsoid spor olusturan, ¢ubuk
sekilli (ortalama 2.675-0.728 c¢apinda, endosporu ise 1.096-0.655 ¢apinda ol¢lilmiistiir)
bir bakteridir. GMBAE 22, pH 5.7-10 araliginda, % 2-10 NaCl varlifinda pH 7 de
bliylime yetenegindedir. Bu sonuca gére GMBAE 22 nolu izolat alkalotolerant bir
mikroorganizmadir. Organizma 30-40°C sicaklik aralifinda biiyiiyebilir ve optimum

bliytime sicakligi 37°C olarak bulunmustur. 50°C ve 55°C’de biiylime gézlenmemistir.
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izolat GMBAE 22 ve referans soy Bacillus clausii DSM 8716 ile yapilan
karsilastirmali 30 testin 25’ inde benzer sonuglar bulunmustur (Tablo V. 1.). 49
karbonhidrat kullanim testinden 38 unun sonuglar1 da benzer olarak saptanmistir (Tablo
V. 2.). Glycerol, L-arabinoz, sorboz, maltoz, melibioz, melezitoz, raffinoz, glikojen, D-
liksoz, D-arabitol and a-metil-D-mannozid kullanimlarinda GMBAE 22 ve referans soy
Bacillus clausii DSM 8716" arasinda farklilik belirlenmistir. Sonugta numerik olarak iki

mikroorganizma % 80 (79 testten 63 ii) benzerlik gostermektedir.
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Tablo V. 1. izolat GMBAE 22’nin fenotipik dzellikleri

Sekil

Koloni Formu
Elevasyon
Koloni Marjini
Koloni Rengi
Hareketlilik
Spore

Gram Reaksiyon
Katalaz
Oksidaz

NO; - NO,

5°C
30°C

40 °C

50 °C
55°C

pH 5,7
pH6
pH7

pH &
pH9

pH 10
pH 11
pH 12
pH 12,5
% 2 NaCl
% 5 NaCl
% 7 NaCl
% 10 NaCl

pH VP broth<7

Jelatin

Arginin hidrolaz
Lizin hidrolaz
Ureaz

Indol Uretimi

Lizozim varliginda biiyiime

Cubuk
Yuvarlak

Diiz
Filamentoz
Krem
+
+ (subterminal)
+
+

+ o+

+ o+ 4+ o+ + o+ + + o+ o+

+ o+ o+

Cubuk

+

+ (subterminal -parasentral)
+

+(1)
+(1)

+

- ()
- (1)
- ()

- ()
- ()
- (1)

"Nielsen ve ark. (1995); (f)Sonuglar tarafimizdan elde edilmistir (2004).
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Tablo V. 2. izolat GMBAE 22 ve referans soy Bacillus clausii DSM
8716" nin
karbonhirat kullanim profili.

Gliserol - + M
Eritritol + e
D Arabinoz - _©@
L Arabinoz - + M
Riboz + + M
D Ksiloz + +@
L Ksiloz - M
Adonitol - _(m
B Metil-D-Ksilozid - -
Galaktoz + +@
Glukoz + + M
Fruktoz + + M
Mannoz + + M
Sorboz + _@
Ramnoz + + M
Dulsitol + + M
Inositol + +@
Mannitol + +@
Sorbitol + + M
a-Metil-D-Mannozid - +@
a-Metil-D-Glukozid + + M
N-Asetil Glukozamin + + M
Amigdalin + + M
Arbutin + +@
Eskulin + +@
Salisin + + M
Sellobioz + + M
Maltoz - + M
Laktoz _ _@
Melibioz - + M
Sakkaroz + + M
Trealoz + O]
Inulin - _M
Melezitoz - + M
Rafinoz - + M
Nisasta + + M
Glikojen - + M
Kisilitol + + M
Gentobioz + +@
D Turanoz + + M
D Lisoz - + M
D Tagatoz + + M
D Fukoz _ _M
L Fukoz - _@
D Arabitol + _@
L Arabitol _ _M
Gluconate - _©@
2-Keto-Glukonat - _M
5-Keto-Glukonat _M

D'Nielsen ve ark. (1995); ¥ Sonuglar tarafimizdan elde edilmistir (2004).
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V. 1. 3. Kemotaksonomik Ozellikler

GMBAE 22 ve B. clausii DSM 8716" icin temel yag asidi olan is0-Cjs.. Is0-Cjs, Ve
anteiso-Cis, incelenen alkalifilik organizmalar igerisinde temel yag asidi olarak rapor
edilmistir (Yumoto ve dig., 1998). Senesi ve dig., (2001) tarafindan ¢alisilan B. clausii
LMG 19610, B. clausii LMG 19634, Enterogermina soylar1 olarak saptanan tiirler ve
Nielsen ve dig., (1995) tarafindan calisilan ve izolat GMBAE 22 ile %99 benzerlik
gosteren Bacillus clausii DSM 8716" arasinda yag asidi kompozisyonunda goriilen
yiiksek benzerlik izolat GMBAE 22’ nin Bacillus clausii oldugunu gostermektedir.
Filogenetik agacta izolat GMBAE 22 tip tiir B. clausii DSM 8716" ve diger B. clausii

soylari ile ayn1 kiimede yer almistir.

V. 1. 4. Alkalen Proteaz Enziminin Uretimi ve Kismi Saflastiriimasi

Tez kapsaminda, izolat GMBAE 22’den alkalen proteaz enzimi kismi olarak
saflastirilmistir. Izolat 22°den elde edilen alkalen proteaz enziminin saflastirilmasinda
DEAE-Seliiloz anyon degistirme kromatografisi kullanilmistir. Saflastirma sonucunda
enzim yaklasik 2,66 kat saflagtirilmis ve saflastirma verimi %15 olarak elde edilmistir.
Proje kapsaminda elde edilen sonuglar literature ¢alismalari ile karsilastirilmistir. Singh
ve ark (2001a), yeni izole edilmis Bacillus sp SSR1’den serin alkalen proteaz enzimini,
DEAE-Sephadex A-50 kolonunda saflagtirmistir. DEAE-Sephadex A-50 kolon ile
yapilan ¢aligmalarda elde edilen verim ve saflastirma katsayist sirasi ile %50.5 ve 16.5
dur. Sepharose 6B kolonu ile yapilan ¢aligmada ise verimin ve saflagtirma katsayisinin
sirasi ile %36.9 ve 19.3 oldugu bildirilmistir (Singh ve ark 2001a). Bu proje kapsaminda
yapilan ¢aligmada elde edilen verim ve saflastirma katsayisi daha yiiksek degerdedir.
Diger bir c¢alismada ise Bacillus sphaericus’dan iki alkalen proteaz enziminin
saflastirilmast rapor edilmistir (Singh ve ark 2001b). Buna gore ikinci kromatografi
adimindan sonra, Proteaz A enzimi igin %] aktivite kazanc1 ve 327 Umg™ spesifik
aktivite, proteaz B enzimi icin ise %52.2 aktivite kazanci ve 3408 Umg’ spesifik
aktivite elde edilmistir. Huang ve dig., (2003) Bacillus pumilus’dan alkalen proteaz
enzimini, hidrofobik etkilesim kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi ve jel
filtrasyon kromatografisi kullanarak saflagtirmislardir. Son kademeden sonra elde edilen
verim ve saflastirma katsayist %37.7 ve 25 olarak bulunmustur. Takami ve dig., (1989)

Bacillus sp. No.AH101 den alkalen proteazin saflagtirilmasinda, saflastirma verimini
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20%, spesifik aktiviteyi ise 2427 Umg' olarak yaymlamislardir. Bacillus
majovensis’den alkalen proteaz enziminin saflastirilmasinda ise, Beg ve Gupta (2003)
2250 U mg spesifik aktiviteye sahip enzim igin, saflastirma katsayismi 17 olarak rapor
etmiglerdir. DEAE seliiloz iyon degistirme kromatografisi ile saflagtirilan, P. aeruginosa
MN1’den elde edilen alkalen proteaz enziminin saflastirma verimi ve katsayisi, sirasi ile

% 37.7 ve 24.8 olarak bulunmustur (Bayoudh ve dig., 2000).

V. 1.5. GMBAE 22 Proteazinin Karakterizasyonu

Enzimin molekiil agirligini belirlemek amaci ile yapilan elektroforez ¢aligmalarinda,
diger serin proteazlardan farkli olarak, Coomasie blue R-250 ile herhangi bir bant
olugsmadigl goriilmiistiir. Bunun nedeni enzim Ornegini elektroforez igin yiiklemeden
once denatiirasyon kosullarinda enzim otolizi olabilir. Otolizi 6nlemek i¢in, enzim
ornegi denatiirasyon isleminden 6nce PMSF varliginda 6n inkiibasyona tutulmus ve
sonra giimiis boyama ile alkalin proteaz banti goériilmiistiir. Ayn1 husus Bacillus
sphaericus’dan elde edilen kemotripsin benzeri Proteaz A ve Proteaz B enzimlerinde
(Singh ve dig., 2001b) ve Bacillus clausii GMBAE 42’den e¢lde edilen alkalen proteaz
enziminde (Kazan ve dig., 2005) goriilmistiir. 68 kDa molekiil agirligina sahip Bacillus
sphericus’dan elde edilen Proteaz B enzimi (Singh ve ark 2001b) gibi bir ka¢ enzim
disinda, mikroorganizmalardan elde edilen alkalen proteaz enziminin molekiil agirlig
15 ve 36 kDa arasinda degismektedir. Bacillus clausii GMBAE 42’den elde edilen
alkalen proteazin molekiil agirlig1 26.5 kDa olarak bulunmustur (Kazan, 2005). Bacillus
sp. no. AH-101"den elde edilen alkalen proteaz enziminin molekiil agirligi, 29 kDa
olarak bulunmustur (Takami ve ark, 1989). Bacillus stearothermophilus F1 dan elde
edilen sicakliga karsi kararli alkalen proteaz enzimini molekil agirhiginin 33.5 kDa
oldugu rapor edilmistir (Rahman ve dig., 1994). Bacillus sp. SSR1’den elde edilen
alkalen proteaz i¢in molekiil agirliginin 29kDa oldugu (Singh ve ark 2001b) ve Bacillus
pumilus’dan elde edilen enzim igin 32 kDa oldugu (Huang ve ark, 2003) duyurulmustur.
Pseudomonas aeruginosa M1’dan elde edilen alkalen proteaz enzimini molekiil agirlig
ise Bayoudh ve dig., (2000) tarafindan 32 kDa olarak hesaplanmistir. Beg ve Gupta
(2003), Bacillus mojavensis’den elde edilen alkalen proteaz igin molekiil agirligini 30
kDa olarak hesaplamistir. Sicakliga karsi dayanikli Bacillus stereothermophilus F1’den
elde edilen alkalen proteazin molekiil agirligi, Rahman ve dig., (1994) tarafindan 33.5

kDa olarak bulunmustur. GMBAE 22 numarali izolattan elde edilen alkalen proteazin
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molekiil agirlig1 25.4 kDa olarak bulunmustur ki bu deger, literature degerleri ile uyum

gostermektedir.

izolat 22°den, iiretilen alkalen proteaz Ca*" iyonlar1 yoklugunda ve varhiginda
sirastyla 60°C ve 70°C de, pH 10.5 da en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Bacillus
sp.NG312 (Jasvir ve dig., 1999), Bacillus mojavensis (Beg ve Gupta, 2003),
Pseudomonas aeruginosa (Bayoudh ve dig., 2000), Bacillus sp. (Oberoi ve dig., 2001),
Bacillus clausii 152 (Joo ve ark, 2003), Streptomyces albidoflavus (Bressollier ve dig.,
1999) mikroorganizmalardan elde edilen alkalen proteazin optimum sicakligr ile ilgili
benzer sonuglar literatiirde yer almaktadir. Huang ve dig., (2003) Bacillus pumilus’tan
elde edilen hiicre dis1 alkalen proteaz i¢in optimum sicaklifin 55°C oldugunu rapor
etmislerdir. Bacillus SSR1°dan elde edilen alkalen proteaz enzimi igin Ca?" iyonlar
yoklugunda ve varliginda, optimum sicaklik degerlerinin sirasiyla 40 ve 45°C oldugu
Singh ve dig., (2001a) tarafindan rapor edilmistir. Joo ve dig., (2001) Pericerrula
leucophryna alkalen proteazi igin optimum sicaklik degerini 35°C olarak
duyurmuslardir. Moreira ve dig., (2002), Nocardiopsis sp den elde edilen alkalen
proteaz i¢in optimum sicakligi 50°C olarak bulmustur. Serratia marcenses’den elde
edilen serin alkalen proteaz enzimi i¢in optimum sicaklik Romero ve dig., (2001)
tarafindan 48°C olarak bulunmustur. Abdel-Naby ve dig., (1998) Bacillus mycoides ile
yaptiklar1 calismada, elde ettikleri dogal ve immobilize alkalen proteaz enzimi igin
optimum sicaklik degerlerini sirasiyla 50°C ve 55°C olarak bulmuslardir. Bacillus
horikoshii tarafindan iiretilen alkalen proteaz enzimini maksimum aktivite gosterdigi
sicaklik 45°C olarak bulunmustur (Joo ve dig., 2001). Bacillus brevis’den (Bonerjee ve
dig., 1999) ve Bacillus licheniformis MIR29’dan (Ferrero ve dig., 1996) elde edilen

alkalen proteazlarin optimum sicakliginin ise 60°C oldugu bildirilmistir.

Izolat 22 ile yapilan stabilizasyon ¢alismalarinda, enzimin 30°C’da 180 dakika siire
ile %100 kararli oldugu goriilmiistiir. Singh ve ark (2001), Bacilus sp. SSR1’den elde
edilen alkalen proteaz enziminin 40°C’da 6 saat siire ile inkiibe edildiginde, %100
kararli oldugunu bulmuslardir. Oberoi ve ark, (2001) ise, 1 saat inkiibasyon sonucunda
Bacillus sp.’den elde edilen alkalen proteazin 45°C’da %100 kararli oldugunu
bulmustur. Bacillus horikoshi’den elde edilen alkalen proteaz ise 50°C’da 1 saat inkiibe
edildiginde %100 kararlilik gostermistir. Fakat enzim 60°C’da 20 dakika inkiibe
edildiginde belirli oranda aktivitesini kaybetmistir (Joo ve ark, 2001). Joo ve ark (2003),
Bacillus clausii 1-52°den elde edilen alkalen proteaz enziminin 1 saat siire ile inkiibe
edildiginde, 55°C’a kadar maksimum aktivite gosterdigini, 60°C’da 30 dakika inkiibe

edildiginde ise aktvitesinin % 45’ini kaybettigini yayinlamislardir. Son yillarda deterjan
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endiistrisi, enerji tasarrufu sebebi ile daha diislik sicakliklarda aktif olan enzim arayisi
icine girmistir. Kannase adi ile bilinen ve Novo Nordisk tarafindan gelistirilen
deterjanlarda kullanilan proteaz enziminin 10-20°C da kararlilik gostermektedir (Gupta
ve dig., 2002). Yukandaki aciklamalar dogrultusunda, GMBAE 22’ den elde edilen
alkalen proteaz enzimi, diisiik sicakliklarda uzun siire aktivitesini koruyabilmesinden

dolayi, deterjanlarda uygun bir enzim oldugu sdylenebilir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda izolat 22°den elde edilen alkalen proteaz
enziminin pH 12.0 degerinde maksimum aktivite gosterdigi belirlenmistir ki bu deger
literatiirdeki bir ¢ok degerin istlindedir. Joo, 2001 ve Singh ve dig., 200la
literatiirlerinde ise optimum pH 10 olarak belirlenmistir. Banerjee ve dig., 1999 ile Beg
ve ark, 2003 tarafindan yapilan aragtirmalarda B. brevis ve B. mojavensis’ e ait optimum
pH degerinin 10.5 oldugu bulunmustur. Bacillus clausii 1-52 (Joo ve dig., 2003),
Bacillus sp. NG312 (Jasvir ve dig., 1999), Bacillus sp. JB-99 (Johnvesly ve ark, 2001)
ve Bacillus clausii GMBAE 42 (Kazan ve dig., 2005; Denizci ve dig., 2004)

arastirmalarinda ise optimum pH degeri 11 olarak rapor edilmistir.

Deterjan alkalen proteazlarinin se¢imi i¢in dnemli olan etkenlerden biri enzimin
yiiksek pH’larda aktivitesini korumasidir. Bacillus clausii GMBAE 42 (Kazan ve dig.,
2005) alkalen proteazinin pH 9.0 ve 12.2 ararinda aktivitesini kaybetmedigi, pH 12.5 da
ise %24 lik bir kayip oldugu bulunmustur. Bacillus clausii GMBAE 22’den elde edilen
alkalen serin proteaz ezimi; pH 9.0 ve 11 degerleri arasinda 30 °C de 24 saat siire ile
inkiibe edildiginde hi¢ bir aktivite kaybinin olmadigi saptanmistir. Enzim pH 12.0° de
%96.70 ve pH 12.5” de aynm1 kosullarda inkiibe edildiginde %20.14 oraninda aktivitesini
korumaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda, Bacillus clausii GMBAE 22 alkalen

proteazinin yiiksek pH degerlerinde kararli bir enzim oldugu goriilmektedir.

GMBAE 22°den elde edilen alkalen proteaz enziminin PMSF (serin inhibitorii)
varliginda, aktivitesini tamamen kaybettigi belirlenmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda
enzimin serin alkalen proteaz oldugu sdylenebilir. Benzer sonuglar Bacillus clausii 1-52
proteazi (Joo ve ark, 2003), Bacillus sp. SSR1 proteaz1 (Singh ve ark, 2001a), Bacillus
sp.NG312 proteaz1 (Jasvir ve ark 1999), Bacillus horikoshii proteazi (Joo ve dig., 2001),
Bacillus pumilus proteazi (Huang ve dig., 2003), Bacillus sp. JB99’den elde edilen
proteaz enzimi (Johnvesly ve dig., 2001), Bacillus licheniformis’den elde edilen proteaz
enzimi (Ferrero ve dig, 1996), Bacillus stereothermophilus F1’den iiretilen termostabil
alkalen proteaz enzimi (Rahman ve dig., 1994) ve Nocardiopsis sp. proteazi (Moreira ve
dig., 2002) i¢in elde edilmistir.
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Hammarsten kazein ile yapilan kinetik ¢calismalarda GMBAE 22 alkalen proteazinin
K, Vi ve ke degerleri sirasiyla 1.32 mg/ml hammarsten casein, 621 U/ml/dakika ve
469.51 1/dakika olarak bulunmustur. B clasuii GMBAE 42 alkalen proteazinin K,, Vy,
ve ke, degerleri sirasiyla 1.8 mg/ml hammarsten casein, 11.50 U/ml/dakika ve 2.13 x

10° 1/dakika olarak bulunmustur. (Kazan ve dig., 2005)

V. 2. DEGERLENDIRME

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.
1. Proje kapsaminda TUBITAK GMBAE, Enzim ve Fermentasyon Teknolojisi
Laboratuvar1 tarafindan izolae edilen 146 izolat, enzimleri acisindan taranmis ve iki
izolat amilaz {ireticisi, 17 izolat ise proteaz lireticisi olarak secilmistir.
2. Izolat GMBAE 42 ve Bacillus clausii DSM 8716 arasinda, kiigiik fenotipik
farkliliklar bulunmasina ragmen, 16S rRNA dizisi ve yag asitleri analiz sonuglarina gore

Bacillus clausii olarak tanilanmistir.

3. 17 izolat ararsindan en kisa siirede en iyi alkalen proteaz tireticisi izolat (22 numarali
izolat) belirlenmis ve B clasuii olarak tanilanmistir. B clasuii GMBAE 22 adi ile NCIB
(National Center for Biotechnology Information) Gen Bankasi’ndan acsession numarasi
DQ131908 alinmustir.

4. Enzim iretiminin bilylimeye bagli oldugu ve en yiiksek iiretime fermentasyonun

48.nci saatinde ulasildig bulunmustur.

5. Fermentasyonla {iretilen hiicre dis1 enzim igin laboratuvar Olgeginde bir kismi
saflagtirma prosesi gelistirilmistir.

6. GMBAE 22’ den saflastirilan enzimin molekiil agirliginin 25.4 kDa ve serin tip
alkalen proteaz oldugu belirlenmistir.

7. Enzimin optimum sicakligi 60°C ve 5 mM Ca'™ iyonu varhiginda ise 70°C olarak
bulunmustur.

8. Izolat GMBAE 22 ile yapilan stabilizasyon ¢alismalarinda, kismi olarak saflastirilan
alkalen proteaz enziminin 30°C’da 180 dakika silire ile %100 kararli oldugu
goriilmiistiir. 40°C ve 50 °C’ de 180 dakika siire sirasi ile %93.65 ve %90.04 aktivitesini
korudugu saptanmustir.

9. Enzimin optimum pH degeri, yapilan deneysel ¢alismalar sonucunda 12.0 olarak
belirlenmistir. pH 9.0 ve 11.0 degerleri arasinda 30 °C’de 24 saat siire ile inkiibe
edildiginde hi¢ bir aktivite kaybinin olmadig1 saptanmistir. Enzim, pH Enzim pH 12.0°

112



de %96.70 ve pH 12.5° de aym kosullarda inkiibe edildiginde 9%20.14

aktivitesini korumaktadir.

oraninda

10. Ticari olarak iiretilen proteazlar ve 6zellikleri, GMBAE 22 tarafindan {iretilen alkali

serin proteaz Ozellikleri ile karsilastirmali olarak Tablo V. 3. de verilmistir. Tablodan

da gorildigi gibi GMBAE 22’ den elde edilen alkalen proteaz enzimi, ticari

deterjanlarda katki maddesi olarak kullanilabilme 6zelligi gostermektedir.

Tablo V.3. GMBAE 22 proteazinin ticari proteazlar ile karsilastiriimasi

Ticari Optimum Optimum
Proteaz Kaynak ppH Sll)cakllk Kaynak
GMBAE 22 B.clausii 12 60 GMBAE
GMBAE 42 B.clausii 11.3 60 GMBAE
B. licheniformis | 7-10 60 Novozymes,
Alcalase
Denmark
Savinase B. lentus 311 50-60 Novozymes,
Denmark
Esperase B. lentus 712 50-65 Novozymes,
Denmark
. Gist-brocades,
Maxatase B. subtilis 9-10 50-60 The Netherlands
. B. alcalophilus Solvay Enzymes
Opticlean 8-11.5 15-60 GmbH,Germany
. B. licheniformis Solvay Enzymes
Optimase 7.5-10.5 15-65 GmbI,Germany
Protein
Everlase Ml’iher.ldi.s!igi_ 8-11 50 Novozymes,
ile gelistirilmis Denmark
Savinase
Protein
Mihendisligi Novozymes,
Durazyme ile geligtirilrgnis 8-11 >0 Denmgrk
Savinase
Protein
Miihendisligi Solvay Enzymes
Maxapem ile gelistirilmis | 11-12 60 GmbH,Germany
alkalofilik ’
Bacillus sp.
B. lentus
kokenli Genecor
Profect Bacillus sp. 10 40-65 International,
expresse Inc.,USA
edilmis
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V. 3. Oneriler

lleride asagidaki belirtilen ¢alismalarin yapilmasi yararli olacaktir.

* GMBAE 22’ nin daha iiretken hale getirilmesi,
* Biiyiik dl¢ekli iiretim siirecinin gelistirilmesi.

* Daha yiiksek mertebede saflagtirma stireci gelistirilmesi
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EK A. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Boyalar

COZELTI 1. 1 M Sodyum Sesquikarbonat Tampon (pH: 10.5)

NaHCO; 42 gr
Na,CO3 53 gr
Distile Su 100 ml

Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 121°C’ de, 1.5 atmosfer basingta, 15
dakika sterilize edilmistir. pH 10.5” e ayarlamak i¢in besiyerlerine %1 oraminda ilave

edilmistir.

COZELTI 2. %1’ lik Kongo Kirmizisi

Kongo red 1 gr
Distile su 100 ml

Boya seliilaz iireten mikroorganizmalarin belirlenmesinde kullanilmistir. Boyanin

fazlas1 1 N HCI ile yikanmistir ve 15 saniye sonucunda koloni ¢evresinde agik

transparan zonlar olusturmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

COZELTI 3. Brom Timol Mavisi

Brom Timol Mavisi 0.1 gr
NaOH (0.05 N) 3.2ml
Etil alkol (%96’ lik) 55 ml
Distile Su 191.7 ml

0.1 gr Brom Timol Mavisi, 3.2 ml 0.05 N NaOH ve 5 ml %96’lik etil alkolde
wsitilarak ¢oziillir ve sonra 50 ml daha %96°lik etil alkol katilip, hacmi su ile 250 ml’ye
tamamlanir (Atlan, 1989).

COZELTI 4. Fenol Kirmizis1 Indikator Cozeltisi

Fenol kirmizisi 0.2 gr

124



Etanol (%95) 500 ml
Distile su 500 ml

Fenol kirmizisi etanol de ¢oziilmiistiir ve lizerine distile su ilave edildikten sonra

sonug ¢ozeltisi filtre kagidindan gegirilmistir (Tamer ve Oskay, 2001).

COZELTI 5. Gram Iyodiir Cézeltisi

Iyot 1.0 gr
Etanol (%75’ lik) 250 ml
Distile su 250 ml

fyot ve potasyum iyodiir, havanda iyice toz haline getirilmis ve {izerine yavas yavas

su ilave edilerek iyice karistirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

COZELTI 6. Gram’n Kristal Violet Boyasi

Kristal Violet 2.0 gr
Etil alkol (%95’ lik) 20 ml
Amonyum Oksalat 0.8 gr
Distile su 80 ml

20 ml etanolde 2 gr kristal violet boyasi ¢ozlinmiistiir. Ayr1 bir kap i¢cinde 80 ml
distile suda 0.8 gr amonyum oksalat karistirllmis ve bu ¢ozelti boya ¢ozeltisine ilave

edilmistir (Tamer ve ark., 1989).

COZELTI 7. Gram’in Safranin Boyasi

Safranin 0.25 gr
Etanol (%95’ lik) 10 ml
Distile su 1000 ml

Safranin, etanolde ¢oziiliip, distile su ilave edilerek iyice karistirilmis ve sonra filtre

kagidindan siiziilmiistiir (Tamer ve ark., 1989).

COZELTI 8. %1’LiK Tetrametil Parafenilen Diamin Dihidroklorid (TPDD)
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Tetrametil Parafenilen Diamin Dihidrokloriir 1 gr
100 ml distile suda ¢ozinmiistiir (Gerhardt ve ark., 1981). Oksidaz testinde

kullanilmistir.

COZELTI 9. %3’liik H,0,

Katalaz denemesinde kullanilmustir.

COZELTI 10. Naftol Cozeltisi

Naftol Ser
%95’lik Etanol 100 ml

Naftol etanolde ¢oziilerek hazirlanmistir. V-P denemesinde kullanilmistir (Tamer ve

ark., 1989).

COZELTI 11. %40’ hk KOH Cozeltisi

KOH 40 gr
Kreatin 0.3 gr
Distile su 100 ml

KOH, 75 ml suda ¢oziiliir oda sicakliginda bir siire bekletilmistir. I¢ine keratin ilave
edilerek iyice ¢oziindiikten sonra distile suyun 25 ml’ si ilave edilerek hazirlanmistir. V-

P denemesinde kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989).

COZELTI 12. Kovaks Cozeltisi

Paradimetil Amino Benzaldehit (PDAB) 5.0 gr
Amil veya Butil alkol 75 ml
%37’1ik HC1 25 ml

PDAB, alkolde ¢oziindiiriiliip, su banyosunda hafifce 1sitilmistir. Biitiin bu igerikler
¢oziindiiriildiikten sonra {izerine HC1 dokiiliip karistirlmistir. Cdzelti indol {iretiminin

belirlenmesinde kullanilmustir.
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COZELTI 13. Siilfanilik Asit Cozeltisi

Siilfanilik Asit 8.0 gr

Asetik asit (SN) 1000 ml
veya

Glasial asetik asit 294 ml

Distile su 706 ml

Glasial asetik asit veya SN asetik asit, distile suya ilave edilerek iyice karistirilir.

Nitrat rediiksiyonu denemesinde kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989).

COZELTI 14. %10’ luk (w/v) Demir-3- Kloriir Cozeltisi

FeCl; 0.25 gr
Distile su 1000 ml

FeCl; bir miktar distile su ile ¢oziiliir iistiine kalan su ilave edilir.

COZELTI 15. Dihidroksi Aseton Uretiminin Tespit Cozeltileri

A- CuS0,.5H,0 34.66 gr
Distile su 500 ml

B- Potasyum sodium tartarat 173 gr
Sodyum hidroksit 50 gr
Distile su 500 ml

Solusyon A ve B 1:1 oraninda kanstirilir. Taze sonug ¢ozeltisi koloni iizerine
damlatilir. 2 saat siire i¢erisinde koloni ¢evresinde kirmizi halkanin olusmasi pozitif

sonug olarak degerlendirilir.

COZELTI 16 :indol Test Cozeltisi

p-dimethylaminobenzaldehyde Sgr
fso-amyl alcohol 75 ml
Konsantre hidroklorik asit 25 ml
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Kimyasallar kuvvetlice karigtirilir. Tripton Broth’ da alkol tabakasi icerisinde olusan

kirmiz1 veya pembe renk pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

COZELTI 17 : Boya Baglama Cozeltisi

Coomassie brillant blue G-250 boyas1 (600 mg), 1 litre % 2 Perklorik asit (%70’

lik) igerisinde iyice ¢oziilmiis ve ¢ozelti filtreden gecirilmistir. Cozelti koyu renk cam

sisede +4°C’ de saklanmistir. Protein miktarinin belirlenmesi deneyinde kullanilmistir.

COZELTI 18 : Elektroforezde Giimiis Boyamada Kullanilan Cézeltiler

Fiksasyon

Cozetli 2

Cozelti 3

Glimiis Cozeltisi
Gelisme Cozeltisi

Stop Cozeltisi

Bekletme Cozeltisi

: 30 ml Etanol

10 ml Asetik asit
60 ml Distile su

: % 20 Etanol

: 0.2 gr/L Sodyumtiyostilfat

: 2 gr/LL Glimiis nitrat

: 30 gr/L Sodyum karbonat (susuz)

0.25 ml/L %35 Formaldehit
10 mgr/L Sodyumtiyosiilfat

: 50 gr/L Tris-baz

25 mL/L Asetik asit

1 %1 Asetik asit

Cozeltilerin hepsi taze hazirlanip kullanilmalidir.
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EK B: Kat1 Besiyerinde Alkalen Proteaz Varligmin Gosterilmesi

Sekil B. 1. GMBAE 3 nolu izolatin Kat1 Besiyerinde Sekil B.2. GMBAE 5 nolu Izolatin Kats

e Besiyerinde
Alkalen Proteaz Akfivitesi Alkalen Proteaz Aktivitesi

Sekil B. 4. GMBAE 21 nolu izolatin Kat1
Besiyerinde
Alkalen Proteaz Aktivitesi

Sekil B. 3. GMBAE 19 nolu izolatin Kat1 Besiyerinde
Alkalen Proteaz Aktivitesi
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Sekil B. 5. GMBAE 22 nolu Izolatin Kat1 Besiyerinde
Alkalen Proteaz Aktivitesi

Sekil B. 7. GMBAE 39 nolu izolatin Kat1 Besiyerinde
Alkalen Proteaz Aktivitesi

130

Sekil B. 6. GMBAE 44 nolu izolatin Kati
Besiyerinde
Alkalen Proteaz Aktivitesi

Sekil B. 8. GMBAE 46 nolu izolatin Kat1
Besiyerinde
Alkalen Proteaz Aktivitesi



Sekil B. 9. GMBAE 57 nolu Izolatin Kat1 Besiyerinde Sekil B. 10. GMBAE 505 nolu izolatin Kat1
Alkalen Proteaz Aktivitesi Besiyerinde

Alkalen Proteaz Aktivitesi

Sekil B. 11. GMBAE 504 nolu Izolatin Kati Sek@l B. 12. GMBAE 506 nolu izolatm Kat:
Besiyerinde Alkalen Proteaz Aktivitesi Besiyerinde

Alkalen Proteaz Aktivitesi
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Sekil B. 13. GMBAE 507 nolu izolatin Kat1
Besiyerinde
Alkalen Proteaz Aktivitesi
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EK C. izolatlarin Isik Mikroskobundaki Gériintiileri
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Sekil C. 1. GMBAE 3 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.
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Sekil C. 2. GMBAE 5 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.
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Sekil C. 20. GMBAE 3 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile ¢ekilmis
fotografi x 1750.
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Sekil C. 21. GMBAE 5 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile ¢ekilmis
fotografi x 1750.
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Sekil C. 3. GMBAE 19 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile gekilmis fotografi x 1750.
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Sekil C. 4. GMBAE 20 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.
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Sekil C. 22. GMBAE 19 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.

Sekil C. 23. GMBAE 20 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.
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Sekil C. 5. GMBAE 21 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.
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Sekil C. 6. GMBAE 22 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.
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Sekil C. 24. GMBAE 21 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.
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Sekil C. 25. GMBAE 22 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile ¢ekilmis
fotografi x 1750.
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Sekil C. 7. GMBAE 34 nolu izolata ait gram boyamayla

hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

immersion

Sekil C. 8. GMBAE 39 nolu izolata ait gram boyamayla

hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

immersion
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Sekil C. 26. GMBAE 34 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.

Sekil C. 27. GMBAE 39 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.
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Sekil C. 9. GMBAE 44 nolu izolata ait gram boyamayla Sekil C. 28. GMBAE 44 nolu izolata ait endospor
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.

Sekil C. 10. GMBAE 46 nolu izolata ait gram boyamayla Sekil C. 29. GMBAE 46 nolu izolata ait endospor

hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion bo_yamayla h.a21r1ana_1n preparattan .lsl.k
objektifi ile gekilmis fotografi x 1750. mikroskobunda immersion objektifi ile ¢ekilmis

fotografi x 1750.
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Sekil C. 11. GMBAE 57 nolu izolata ait gram boyamayla

hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

immersion

Sekil C. 12. GMBAE 65 nolu izolata ait gram boyamayla

hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

immersion
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Sekil C. 30. GMBAE 57 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.

Sekil C. 31. GMBAE 65 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.



Sekil C. 13. GMBAE 502 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

Sekil C. 14. GMBAE 504 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.
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Sekil C. 32. GMBAE 502 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmis
fotografi x 1750.

Sekil C. 33. GMBAE 504 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.
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Sekil C. 15. GMBAE 505 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion

objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

Sekil C. 16. GMBAE 506 nolu izolata ait gram boyamayla
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.
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Sekil C. 34. GMBAE 505 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k

mikroskobunda immersion objektifi ile ¢ekilmis
fotografi x 1750.

Sekil C. 35. GMBAE 506 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile ¢ekilmis
fotografi x 1750.
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Sekil C. 17. GMBAE 507 nolu izolata ait gram boyamayla

hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

L |

immersion

Sekil C. 18. GMBAE 131 nolu izolata ait gram boyamayla

hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750.

immersion
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Sekil C. 36. GMBAE 507 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmig
fotografi x 1750.

Sekil C. 37. GMBAE 131 nolu izolata ait endospor
boyamayla hazirlanan preparattan 151k
mikroskobunda immersion objektifi ile c¢ekilmis
fotografi x 1750.
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Sekil C. 19. GMBAE 132 nolu izolata ait gram boyamayla Sekil C.38. GMBAE 132 nolu izolata ait endospor
hazirlanan preparattan 151k mikroskobunda immersion boyamayla hazirlanan preparattan 151k
objektifi ile ¢ekilmis fotografi x 1750. mikroskobunda immersion objektifi ile ¢ekilmis

fotografi x 1750.
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EK D. izolatlarin Nutrient Agar, TSA ve Ure Agar Uzerindeki Ureme Bigimleri

Sekil D. 1. Nutrient Agarli Besiyerinde Sekil D. 20

X . Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 3 nolu Izolat

GMBAE 3 nolu izolat

Sekil D. 2. Nutrient Agarli Besiyerinde

GMBAE 5 nolu Izolat Sekil D. 21. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 5 nolu izolat
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Sekil D. 3. Nutrient Agarli Besiyerinde Sekil D. 22. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE19 nolu Izolat GMBAE 19 nolu Izolat

Sekil D. 4. Nutrient Agarli Besiyerinde Sekil D. 23. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 20 nolu izolat GMBAE 20 nolu Izolat
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Sekil D. 5. Nutrient Agarli Besiyerinde Sekil D. 24. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 21 nolu izolat GMBAE 21 nolu izolat

Sekil D. 6. Nutrient Agarli Besiyerinde

GMBAE 22 nolu {zolat Sekil D. 25. Tripton Soya Agarli Besiyerinde

GMBAE 22 nolu izolat
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Sekil D. 7. Nutrient Agarli Besiyerinde
GMBAE 34 nolu izolat

Sekil D. 8. Nutrient Agarli Besiyerinde
GMBAE 39 nolu izolat
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Sekil D. 26. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 34 nolu izolat

Sekil D. 27. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 39 nolu izolat



Sekil D. 9. Nutrient Agarli Besiyerinde
GMBAE 44 nolu izolat

Sekil D. 10. Nutrient Agarli Besiyerinde
GMBAE 46 nolu izolat
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Sekil D. 28. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 46 nolu izolat



Sekil D. 11. Nutrient Agarli Besiyerinde

: Sekil D. 29. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 57 nolu Izolat

GMBAE 57 nolu izolat

Sekil D. 12. Nutrient Agarli Besiyerinde
GMBAE 65 nolu izolat Sekil D. 30. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 65 nolu izolat
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Sekil D. 31. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
Sekil D. 13. Nutrient Agarli Besiyerinde GMBAE 502 nolu izolat

GMBAE 502 nolu izolat

Sekil D. 14. Nutrient Agarli Besiyerinde Sekil D. 32. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 504 nolu izolat GMBAE 504 nolu Izolat
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Sekil D. 15. Nutrient Agarli Besiyerinde GMBAE 505
nolu Izolat

Sekil D. 16. Nutrient Agarli Besiyerinde
GMBAE 506 nolu izolat
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Sekil D. 33. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 505 nolu izolat

Sekil D. 34. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 506 nolu Izolat



Sekil D. 17. Nutrient Agarli Besiyerinde Sekil D. 35. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 507 nolu Izolat GMBAE 507 nolu izolat

Sekil D. 36. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 131 nolu Izolat

Sekil D. 18. Nutrient Agarli Besiyerinde
GMBAE 131 nolu izolat
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Sekil D. 19. Nutrient Agarli Besiyerinde Sekil D. 37. Tripton Soya Agarli Besiyerinde
GMBAE 132 nolu izolat GMBAE 132 nolu izolat
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kil D. 38. Kat1 Ure Agarli Petri .
peki atl Ve Agari Tet Sekil D. 39. GMBAE 502 nolu Izolatin Kat1

Ure agarl1 Besiyerinde
Olusturdugu Koloni
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EK E. API 50 CH Testinin 48 Saatlik Sonuclari

Sekil E. 1. GMBAE 21 nolu izolata ait Sekil E. 2. GMBAE 22 nolu izolata ait
48 saatlik API 50 CH sonuglar1 48 saatlik API 50 CH sonuglart

- e e —

1iqug'JuJﬁ

Sekil E. 3. GMBAE 34 nolu izolata ait Sekil E. 4. GMBAE 39 nolu izolata ait
48 saatlik API 50 CH sonuglari 48 saatlik API 50 CH sonuglar
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Sekil E. 5. GMBAE 44 nolu izolata ait Sekil E. 6. GMBAE 57 nolu izolata ait
48 saatlik API 50 CH sonuglari 48 saatlik API 50 CH sonuglar1

Sekil E. 8. GMBAE 504 nolu izolata ait
48 saatlik API 50 CH sonuglari

Sekil E. 7. GMBAE 65 nolu izolata ait
48 saatlik API 50 CH sonuglar1
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Sekil E. 9. GMBAE 505 nolu izolata ait
48 saatlik API 50 CH sonuglar1

Sekil E. 11. GMBAE 507 nolu izolata ait
48 saatlik API 50 CH sonuglari
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Sekil E. 10. GMBAE 506 nolu izolata ait
48 saatlik API 50 CH sonuglari



EK F. Yag Asidi Test Sonuglari

E056106.05A [1899] 22 Page 1
Volume: DATA File: E056106.05A Seq Counter: 4 ID Number: 1899
Type: Samp Bottle: 3 Method: TSBAS0
Created: 10.06.2005 15:48:03
Sample 1D: 22
ﬁi__ | Ar/Ht Peak Name | Percent  Commentl Ci 2
1,456 | 4,513E+8 [ 0,026 SOLVENT PEAK e | <mint |
1,645 | 4231 0,024 | < min rt B
[ L786| 468 | 0,022 - | <minr
[ 2435 228 | 0,023 = -
[T 2977 771 0,029 10:0 0,51 | ECL deviates -0,001 Reference -0,010
[ 3081 3556 | 0,025 11:0180 | 2,22 | ECL deviates 0,002 Reference -0,006
3,713 | %31 | 0,028 | ==
3,963 | 1527 | 0,030 ) | unknown 11.799 | 0,86 | ECL deviates 0,001 -
4219 1811 | 0,030 11:01SO 30H | 1,00 | ECL deviates 0,003 1
4,758 | 643 | 0,027 13:0 ISO o 0,34 | ECL deviates -0,001 Reference -0.007 |
5,284 530 [ 0,032 12:01SO 30H 0,27 | ECL deviates 0,003 i
5,730 | 3944 | 0,036 12:0 30H 1,99 | ECL deviates 0,001 | -
5936 | 2284 0.032] 14:0 1SO 1,14 | ECL deviates -0,001 | Reference -0,007 |
6,418 | 3278 | 0,033 14:0 1,61 | ECL deviates 0,001 | Reference -0,005 |
6,573 | 4687 | 0,036 13:0 1SO 30H 2,29 | ECL deviates 0,000 | -
7,016 5551 0,032 151150 F 0,27 | ECL deviates 0,001 |
7.315 96442 | 0,036 15:0 18O 46,04 | ECL deviates 0,000 | Reference -0,005
7444 | 23984 | 0,037 15:0 ANTEISO 12,36 | ECL deviates 0,000 Reference -0,006
7.862 | 926 | 0,030 | 150 - ---- | ECL deviates 0,002
3.853 6969 | 0,039 16:0 1SO 3.21 | ECL deviates 0,000 | Reference -0,006
9,081 1896 | 0,038 16:1 w9c 0,87 | ECL deviates -0,003 1
9,152 15671 | 0,040 Sum In Feature3 7,19 | ECL deviates -0,006 | 16:1 w7¢/15 iso 20H
9,445 11128 | 0,039 16:0 5,09 | ECL deviates 0,001 | Reference -0,006
10,135 4921 | 0,050 150 17:1 wic ] 2,23 | ECL deviates -0,002 |
10,236 578 | 0,042 0,888 | 16,475 | Sum In Feature 4 ) 0,26 | ECL deviates -0,001 | 17:1I1SO VANTEI B |
10,496 14764 | 0,040 | 088 16,630 | 17:0150 6,67 | ECL deviates 0,000 | Reference -0,006
10,649 4623 | 0,041 ] 0,885 16,722 | 17:.0 ANTEISO 2,09 | ECL deviates -0,001 | Reference -0,008
10,927 482 0,035| 0,883 16,889 | 17:0CYCLO 0,22 | ECL deviates 0,001 | Reference-0,006
12431 1481 | 0,039 0,878 17,769 | 18:1 woc 0,66 | ECL deviates 0,000
12,522 1325 | 0,043 0878 | 17.822 | 18:1wic 0,59 | ECL deviates -0,001 |
[ =] 15671 | — - | S d Feature 3 7,19 | 16:1 wic/15 iso 20H [ 15:0 150 20H/16:1w7e
] 58 ] | -] Summed Feature 4 0.26 | 17:1 1ISO VANTEI B [ 17:1 ANTEISO B/i I
ECL Deviation: 0,002 Reference ECL Shift: 0,007  Number Reference Peaks: 12
Total Response: 210907 Total Named: 209848
Parcrant Namad: Q0 SN0 Tatal Amannts 10AGON
E056106.05A [1899] 22 Page 2
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EK H. Alkalen Proteaz Aktivitesi ve Protein Miktar1 Tayini i¢in Standart Grafikleri

_I LI UL I I L L U L L UL L L L L L L O L O O ]
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Sekil H.1. Tirozin Standart Egrisi (Korelasyon Katsayisi: 0,9969)
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Sekil H.2. Protein standart Egrisi (Korelasyon Katsayist: (r) = 0.991)
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EK 1. 1. Blast Tarama Sonuglari

BLASTN 2.2.10 [Oct-19-2004]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman

(1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of

protein database search programs™, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

RID: 1118322787-3391-91176705048.BLASTQ1

Query=

(1484 letters)

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)

3,181,128 sequences; 14,197,554,961 total letters

IT you have any problems or questions with the results of this search
please refer to the BLAST FAQs

Score
Sequences producing significant alignments:
(Bits)
gi]59276002]dbj|AB201798.1] Bacillus clausii gene for 16S rRN... 2500
gi]59275998]dbj |AB201794.1] Bacillus clausii gene for 16S rRN... 2500
gi]498800]emb]X76440.1|BS16SRRO3 Bacillus clausii DSM 8716, 16S 2456
gi]59276000]dbj JAB201796.1] Bacillus clausii gene for 16S rRN... 2438
gi]59275996]dbj |AB201792.1] Bacillus clausii gene for 16S rRN... 2438

gi]56908016]dbjJAP006627.1] Bacillus clausii KSM-K16 DNA, comple 2438
gi]11414972]dbj|AB043859.1] Bacillus sp. H167 gene for 16S rRNA 2434
gi]62177691]gb]JAY960116.1] Bacillus clausii strain XJU-3 16S ... 2430
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gi |62005124|gb]JAY959330.1] Bacillus clausii strain XJU-5 16S ...
gi]62005123]gbJAY959329.1] Bacillus clausii strain XJU-4 16S ...
gi]12698849]gb|AF329475.1]AF329475 Bacillus clausii strain LM...
gi]59276004]dbj|AB201800.1] Bacillus clausii gene for 16S rRN...
gi]59276001]dbj|AB201797.1] Bacillus clausii gene for 16S rRN...
gi]59275997]dbj|AB201793.1] Bacillus clausii gene for 16S rRN...
gi|9715774]emb]AJ297498.1]|BCL297498 Bacillus clausii 16S rRNA ge
gi|9715771]emb]AJ297497 .1]BCL297497 Bacillus clausii 16S rRNA ge
gi]9715768]emb]AJ297496.1]BCL297496 Bacillus clausii 16S rRNA ge
gi]9715765]emb]AJ297495.1]|BCL297495 Bacillus clausii 16S rRNA ge
gi 9715764 ]emb]AJ297494.1]|BCL297494 Bacillus clausii 16S rRNA ge
gi]9715763]emb]AJ297493.1]BCL297493 Bacillus clausii 16S rRNA ge
gi]9715761]emb]AJ297492.1]BCL297492 Bacillus clausii 16S rRNA ge
gi]9715758]emb]AJ297491.1]|BCL297491 Bacillus clausii 16S rRNA ge
gi]12698848]gb|AF329474_.1]AF329474 Bacillus clausii strain LM...
gi]11414968]dbj|AB043855.1] Bacillus sp. IC gene for 16S rRNA
gi]11414966]dbj|AB043853.1] Bacillus sp. 0-4 gene for 16S rRNA
gi]59276005]dbj|AB201801.1] Bacillus clausii gene for 16S rRN...
gi]17978832]gb]JAY066000.1] Bacillus clausii strain za-w-3 16S...
gi |25527840]gb]JAY152839.1] Bacillus clausii strain GMBAE 42 1...
gi]39573582]dbj|AB111935.1] Bacillus clausii gene for 16S rib...
gi]9622350]gbJAF172603.1]AF172603 Bacillus clausii 16S ribosomal
gi 4959963 |gbJAF142576.1|AF142576 Bacillus sp. Enterogermina ...
gi]9622373gbJAF172997 .1JAF172997 Bacillus clausii 16S ribosomal
gi]5852802]gbJAF137020.1|JAF137020 Bacillus sp. WW3-SN6 16S ribos
gi]59799622]gbJAY912087.1] Bacillus sp. M18 16S ribosomal RNA ge
gi]27530895]dbj |AB098576.1] Bacillus sp. TUT1007 gene for 16S rR
gi]498798]emb ]| X76438.1]|BS16SRRO1 Bacillus sp. (DSM 8714) gene fo
gi]38374132]gb]AY258614.2] Bacillus patagoniensis strain PAT ...
gi]18996250]emb|AJ431332.1|BSP431332 Bacillus sp. ikaite 27 part
gi]59799623]gb]JAY912088.1] Bacillus sp. M19 16S ribosomal RNA ge
gi]52630977]gb]JAY737309.1] Bacillus gibsonii strain S-2 16S r...
gi]498795]emb | X76436.1]|BA16SRRX B.alcalophilus (DSM 485 T) gene
gi]498808]emb|X76448.1|BS16SRR11 Bacillus sp. (DSM 8724) gene fo
gi]498806]emb | X76446.1]|BS16SRR09 Bacillus gibsonii DSM 8722, 16S
gi]498809]emb ]| X76449.1]|BS16SRR12 Bacillus pseudalcaliphilus DSM
gi]60417428]emb]AJ880003.1] Bacillus gibsonii partial 16S rRNA g
gi 19069508 emb|AJ316316.1]|BSP316316 Bacillus sp. LMG 21005 part
gi]59896024]gb]JAY914067.1] Bacillus sp. A-5B 16S ribosomal RNA g
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2430
2430
2430
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2420
2418
2407
2403
2401
2375
2339
2325
2321
2294
2103
20&
1927
1923
1877
1873
1869
1853
1850
1848
1840
1838
1830
1830
1820



gi]11414954]1dbj|AB043841.1] Bacillus sp. 169 gene for 16S rRNA
gi]|27497635]gb]JAY167815.1] Bacillus gibsonii strain SAFN-015 ...
gi]59896023]gbJAY914066.1] Bacillus sp. A-5A 16S ribosomal RNA g
gi]11414961]dbj|AB043848.1] Bacillus sp. C-59-2 gene for 16S rRN
gi]11414953]dbj|AB043840.1] Bacillus sp. 135 gene for 16S rRNA
gi]47847536]dbj|AB111933.2] Bacillus gibsonii gene for 16S ri...
gi]59799626]gbJAY912091.1] Bacillus sp. M6 16S ribosomal RNA gen
gi]39321]emb | X60603.1|BALC16S B.alcalophilus 16S ribosomal RNA
gi1]33392154]gb]AY345477.1] Bacterium K30 16S ribosomal RNA gene,
gi]34809235]gbJAY376312.1] Bacillus bogoriensis strain LBB3 1...
gi]61657985]gb]JAY946022.1] Bacillus clausii strain M7 16S rib...
gi]51699403]dbj|AB167010.1] Bacillus sp. NT N86 gene for 16S rRN
gi]29501660]gb]AY228462.1] Bacillus sp. KMM 3737 16S ribosomal R
gi]27807581]dbj|AB094471.1] Bacillus sp. 2216.25.2 gene for 16S
gi]33392125]gbJAY345448.1] Bacterium KA40 16S ribosomal RNA gene
gi]26801202]emb]AJ532701.1JUBA532701 Uncultured bacterium partia
gi]53749067]dbj|AB191344.1] Filobacillus sp. RF2-5 gene for 16S
gi]12049572)emb|AJ277904.1]BAL277904 Bacillus alcalophilus 16...
gi]1418398]emb]X92164.1|BSPRRWE1 Bacterial sp. 16S rRNA gene (La
gi]22798967]emb]AJ507321.1]BSP507321 Bacillus sp. NER 16S rRNA g
gi]498801]|emb|X76441.1|BS16SRR04 Bacillus sp. (DSM 8717) gene fo
gi]63034010]gbJAY793550.2] Bacillus sp. MLB-2 16S ribosomal RNA
gi]11414956]dbj|AB043843.1] Bacillus sp. 17-1 gene for 16S rRNA
gi|55774416]gb]JAY754340.1] Bacillus sp. G1 16S ribosomal RNA gen
gi]53830775]gb]JAY751538.1] Bacillus sp. TS1-1 16S ribosomal RNA
gi]51968309]dbj|AB188090.1] Bacillus oshimensis gene for 16S ...
gi]11414963]dbj|AB043850.1] Bacillus sp. K12-5 gene for 16S rRNA
gi]11414952]dbj|AB043839.1] Bacillus sp. 13 gene for 16S rRNA
gi]|55167416]dbj|AB194046.1] Filobacillus salipiscarius gene f...
gi ]| 34525928 emb|AJ582202.1JUF1582202 Uncultured firmicute partia
gi]47847535]dbj|AB111932.2] Bacillus sp. T31 gene for 16S rib...
gi]1418354]emb]X92163.1]BSPRR103N Bacterial sp. 16S rRNA gene (L
gi]4038083|gbJAF064705.1] Bacillus arseniciselenatis 16S ribo...
gi]30143054]gbJAY192145.1] Bacillus clausii strain 1-58 16S r...
gi]9622522gbJAF173168.1]JAF173168 Bacillus clausii 16S ribosomal
gi]39573629]dbj|AB112011.1] Bacillus clausii gene for 16S rib...
gi]39573605]dbj|AB111987.1] Uncultured Bacillaceae bacterium ...
gi]39573613]dbj|AB111995.1] Uncultured Bacillaceae bacterium ...
gi1]46237488]emb]AJ634661.1] Sporolactobacillus kofuensis gene...
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1812
1806
1798
1790
1788
1784
1768
1758
1744
1729
1705
1701
1687
1681
1677
1628
1588
1566
1550
1550
1550
1550
1542
1542
1542
1542
1542
1505
1501
1483
1479
1439
1362
%
1336
1336
1328
1249



gi]457669]dbj|D16287.1]SPO16SRR22 Sporolactobacillus laevas 16S

gi]457651]dbj|D16274.1]|BAC16SRR0O9 Bacillus myxolacticus 16S rRNA
gi]27818785]gb]JAY179186.1] Bacillus clausii clone ALK-7 16S r...
gi |457646]dbj|D16269.1]BAC16SRR04 Bacillus laevolacticus 16S rRN
gi]457668]dbj|D16286.1]SPO16SRR21 Sporolactobacillus laevis 16S

gi 457667 dbj|D16285.1]SPO16SRR20 Sporolactobacillus laevis 16S

gi]46848192]emb|AJ634663.2] Sporolactobacillus nakayamae subs...
gi1]62420328]gb]JAY925091.1] Sporolactobacillus sp. FRB2 16S ri...
gi]457673]dbj|D16291.1]SPO16SRR26 Sporolactobacillus racemicus 1
gi]30088833]gbJAY241449.1] Bacillus sp. UST020129-009 16S rib...
gi 457672 dbj|D16290.1]SPO16SRR25 Sporolactobacillus racemicus 1
gi]457671]dbj|D16289.1]|SPO16SRR24 Sporolactobacillus racemicus 1
gi]28190000]dbj|AB101595.1] Sporolactobacillus inulinus gene for
gi]457670]dbj|D16288.1]SPO16SRR23 Sporolactobacillus laevas 16S
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EK 1. 2 . Bacillus clausii GMBAE 22 16S rRNA Dizisi

NCBI Accession Numarasi: DQ131908

DQ131908. Reports Bacillus clausii ...[gi:71845201]

LOCUS DQ131908 1483 bp DNA linear BCT 10-AUG-2005
DEFINITION Bacillus clausii strain GMBAE 22 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence.
ACCESSION DQ131908
VERSION DQ131908.1 GI1:71845201
KEYWORDS
SOURCE Bacillus clausii
ORGANISM Bacillus clausii
Bacteria; Firmicutes; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1483)
AUTHORS Bal ,H., Denizci,A.A., Erarslan,A. and Kazan,D.
TITLE Bacillus clausii GMBAE 22 alkaline protease producer
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1483)
AUTHORS Denizci,A.A., Kazan,D., Erarslan,A. and Bal,H.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (15-JUL-2005) Microbial Biotechnology, Research
Institute
for Genetic Engineering and Biotechnology, Anibal Caddesi,
Kocael i
41470, Turkey
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1483
/organism=""Bacillus clausii”
/mol_type=""genomic DNA"
/strain=""GMBAE 22"
/db_xref=""taxon:79880"
rRNA <1..>1483
/product="16S ribosomal RNA"
ORIGIN
1 gcgtcctata catgcaagtc gagcggacat tataaggagc ttgctccttt
gacgttagcg
61 gcggacgggt gagtaacacg tgggcaacct gccccttaga ctgggataac
tccgggaaac
121 cggagctaat accggataat ccctttctcc acctggagag agggtgaaag
atggcttcgg
181 ctatcactaa gggatgggcc cgcggcgcat tagctagttg gtaaggtaac
ggcttaccaa
241 ggcaacgatg cgtagccgac ctgagagggt gatcggccac actgggactg
agacacggcc
301 cagactccta cgggaggcag cagtagggaa tcttccgcaa tggacgaaag
tctgacggag
361 caacgccgcg tgagtgagga aggccttcgg gtcgtaaagc tctgttgtga
gggaagaagc
421 ggtaccgttc gaatagggcg gtnccttgac ggtacctcac cagaaagcca
cggctaacta
481 cgtgccagca gccgcggtaa tacgtaggtg gcaagcgttg tccggaatta
ttgggcgtaa
541 agcgcgcgca ggcggcttct taagtctgat gtgaaatctc ggggctcaac
cccgagcggce
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601 cattggaaac
tgtagcggtg

661 aaatgcgtag
ctgtaactga

721 cgctgaggcg
tccacgcecgt

781 aaacgatgag
taacacatta

841 agcactcccc
acggggaccc

901 gcacaagcag
accaggtctt

961 gacatccttt
gacaggtggt

1021 gcatggttgt
cgagcgcaac

1081 ccttgatctt
gtgacaaacn

1141 ngaggaagnt
tacacacgtg

1201 ttncaatgga
cataaagcca

1261 ttntcagttc
atagtaatcg

1321 tggatcagca
cgngtcacac

1381 catcgagagt
agccgtcata

1441 aggngggaca

tggggagctt
agatgtggag
cgaaagcgtg
tgctaggtgt
ctggggagta
tggagcatgt
gaccacccaa
cgtcagctcg
agttgccagc
ggggatgacg
tgntncaaag
ggattgcagg
tgntngcggt
ttgtaacacc

anngacatgg

gagtgcagaa
gaacaccagt
gggagcaaac
taggggtttc
cggccgcaag
ggtttaattc
gagattgggc
tgtcgtgaga
attgagttgg
tnaantnatn
ggcagcgaaa
ctgcaactcg
gaatatgttc
cgaatgtcgg

ggtgangtct
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gaggagagtg
ggcgaaggcg
aggattagat
gatgcccgta
gctgaaactc
gaagcaacgc
ttccccttcg
tgttgggtta
gnactctaag
atnncctnta
ccgngaggtg
cttgcatgaa
ccgggtcttg
tgaggcaacc

acnaagnttc

gaattccacg
actctctggt
accctggtag
gtgccnaant
aaaggaattg
gaagaacctt
ggggcaaagt
agtcccgcaa
gtgantgcng
tgacntgggc
aagccaatnc
nctggaattc
tacacacngc
ttttggaccc

ncg



EK J MASCOT Tarama Sonuglar1

e

SCIENCES Mascot Search Results

User : Dilek Kazan

Email : dkazan@eng.marmara.edu.tr

Search title : alkaline protease

Database - NCBInr 20051210 (3093834 sequences; 1063507484
residues)

Taxonomy : Bacteria (Eubacteria) (1346575 sequences)
Timestamp : 13 Dec 2005 at 09:42:29 GMT

Top Score : 91 for gi]6137335, Chain A, Bacillus Lentus Subtilsin
(Ser 87) N76dS103AV1041

Probability Based Mowse Score

Ions score is -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random
event.
Protein scores greater than 74 are significant (p<0.05).

Nunbar of Hitas

Probablllby Based Howse Scom-e

Accession Mass Score Description

1. gi|6137335 26721 91 Chain A, Bacillus Lentus Subtilsin (Ser 87) N76dS103AV1041

2. gi14278487 26749 91 Chain A, Structure On Native (Asn 87) Subtilisin From Bacillus Lentus
3. gil47168367 26710 91 Chain A, Bacillus Lentus Subtilisin Variant S101gV104N

4. gi|3114348 26725 91 Serine Protease Pb92 From Bacillus Alcalophilus, Nmr, 18 Structures
5. gi[267048 26698 91 Subtilisin Savinase (Alkaline protease)
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5.

Results List

gi|267048

Subtilisin Savinase (Alkaline protease)

Observed

963.
1100.
1100.
1200.
1200.
1201.
1456.
1457.
1457.
1709.
1709.
1934.
1934.
1935.
2369.
2369.
2370.

5355
5616
6062
6237
8003
6052
7849
8146
8146
8051
8330
0409
0703
0497
1914
2571
1770

Mass:

Mr(expt)

962.
1099.
1099.
1199.
1199.
1200.
1455.
1456.
1456.
1708.
1708.
1933.
1933.
1934.
2368.
2368.
2369.
No match to:

5276
5537
5983
6158
7924
5973
7770
8067
8067
7972
8251
0330
0624
0418
1835
2492
1691

Search Parameters

Type of search

Enzyme

Mass values
Protein Mass
Peptide Mass Tolerance :

Peptide Charge State
Max Missed Cleavages

Number of queries

26698

Mr(calc)
963.0520
1100.2278
1100.2278
1200.3038
1200.3038
1200.3038
1456 .6053
1456 .6053
1456 .6053
1709.7952
1709.7952
1933.1265
1933.1265
1933.1265
2368.5129
2368.5129
2368.5129

: Peptide Mass Fingerprint

: Trypsin
> Average

Score:

91

Expect: 0.0012 Queries matched: 17

Delta Start

.5245
.6741
.6295
.6880
.5114
.2935
.8283
.2014
.2014
.9981
.9702
-0936
.0642
-9152
.3294
.2637
.6562

1202.6338, 1821.0125

: Unrestricted

+ 1 Da
-1+

o1

- 19

11
1

1
232
232
232
230
230
230
165
165
144
144
144
246
246
246

End Miss Peptide

19

10

10
241
241
241
241
241
241
180
180
164
164
164
269
269
269

0

OO0 000000 kFr PFP P OOOODO

R

AXNXAOVD OV XTZOVDOVXRNRAXAXNAXXAXA

-VQAPAAHNR. G

-AQSVPWGISR.V

-AQSVPWGISR.V

-NPSWSNVQIR.N

-NPSWSNVQIR_.N

-NPSWSNVQIR.N
-QKNPSWSNVQIR.N
-QKNPSWSNVQIR.N
-QKNPSWSNVQIR.N

- YANAMAVGATDQNNNR . A

- YANAMAVGATDQNNNR . A
-GVLVVAASGNSGAGSISYPAR.Y
-GVLVVAASGNSGAGSISYPAR.Y
-GVLVVAASGNSGAGSISYPAR.Y
-NTATSLGSTNLYGSGLVNAEAATR. -
-NTATSLGSTNLYGSGLVNAEAATR. -
-NTATSLGSTNLYGSGLVNAEAATR. -

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P

Number of mass values searched: 19
Number of mass values matched: 17
Sequence Coverage: 34%

Matched peptides shown in Bold Red

1 AQSVPWGISR VQAPAAHNRG LTGSGVKVAV LDTGISTHPD LNIRGGASFV
51 PGEPSTQDGN GHGTHVAGT1 AALNNSIGVL GVAPSAELYA VKVLGASGSG
101 SVSSIAQGLE WAGNNGMHVA NLSLGSPSPS ATLEQAVNSA TSRGVLVVAA
151 SGNSGAGSIS YPARYANAMA VGATDQNNNR ASFSQYGAGL DIVAPGVNVQ
201 STYPGSTYAS LNGTSMATPH VAGAAALVKQ KNPSWSNVQI RNHLKNTATS

251 LGSTNLYGSG LVNAEAAT

167



OZGECMIS

1967 Sanlwrfa’ da dogmustur. 11k, orta ve lise dgrenimini Tiirkiye’ nin farkl
illerinde tamamladiktan sonra 1988 yilinda Gazi Universitesi, Egitim Fakiiltesi,
Biyoloji Ogretmenligi Boliimiinii bitirmistir. 1990-1995 yillar1 arasinda Milli Egitim
Bakanlig1’ nin 6gretmeni olarak Istanbul’ da Biyoloji Ogretmenligi yapmistir. 1995
yilinda Marmara Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali’ nda
Arastirma Gorevlisi olarak calismaya baglamistir. 1998 yilinda Marmara
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali Biyoloji programinda
Yiiksek Lisansini tamamlamistir. 2000 yilinda Marmara Universitesi , Fen Bilimleri
Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali Biyoloji programinda Doktora yapmaya

baslamistir.

KATILDIGI KONGRELER

1- 4.Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 1998, Diyarbakir
So6zlii Sunu : “ Azaserin enjekte edilmis sicanlarin karaciger hiicrelerinde
prekanserdz lezyonlarin 151k mikroskobunda incelenmesi”
2- 13" Balkan Biochemical Biophysical Days & Meeting on Metabolic
Disorders,12-15 October 2003, Kusadas1 / TURKEY
Poster Sunu: “The Investigation of the Phenotypic Properties of Bacterial
Cultures Isolated from Local Ecosystems able to Produce Industrially Important

Enzymes”

168



YAYINLARI:

1- 4.Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi Bildiriler kitab1 (Sayfa:33),
1998

2- 13" Balkan Biochemical Biophysical Days & Meeting on Metabolic
Disorders, 12-15 October 2003, Bildiriler Kitab1 Vol:28, Sayi:3,
Page:143

169



