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SINOP iLi TOPRAK VE SU ORNEKLERINDEN iZOLE EDILEN
BACILLUS TURLERININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU VE BAZI
ENZIiM AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

OZET

Enzim iretme yetenegine sahip olan bakteriler, dogada organik madde
ayrismasinda ve besin dongiisiinde onemli rol oynarlar. Ozellikle fazla miktarda
ekstraselliiler enzim {iireten ve salgilayan Bacillus suslari en 6nemli endiistriyel enzim
iireticileri arasinda yer alir. Calismada; Sinop ilinin farkli bolgelerinden toplanan toprak
ve su Orneklerinden izole edilen 126 Bacillus spp. morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testlere gore tamimlanmistir. Ayrica tiim Bacillus spp.’lerin amilaz,
selilaz ve proteaz aktiviteleri belirlenmistir. 126 sustan 54’iinde enzim aktivite
gostermistir ve bu suglarin SDS-PAGE toplam hiicre protein profilleri ve plazmid DNA
profilleri tespit edilmistir.

SDS-PAGE hiicre i¢i toplam protein profillerine gore, 54 Bacillus susu %63 ve
tizerindeki benzerlikle iki ana gruba ayrilmistir. 54 Bacillus spp. susun 41 inde
molekiiler agirliklart 2.156 bg ile 20.678 bg¢ arasinda degisen plazmid varlig
belirlenmistir. Amilaz, seliilaz ve proteaz enzimlerinin her biri i¢in aktiviteleri en
yiiksek olan birer sus saptanmistir. Bu suslarin en iyl enzim iiretimi i¢in optimum
sicaklik ve pH kosullart belirlenip, enzimin kismi saflastirilmas: ve karakterizasyonu
gerceklestirilmistir.  Ayrica  suslarin enzim  {iretme  kosullarinda  farkh
konsantrasyonlarda NaCl ve gesitli kimyasallarin etkisi saptanmigtir. Optimum enzim
aktiviteleri; amilaz i¢in 40°C ve pH:8.0; seliilaz i¢in 60°C ve pH:10.5 ve proteaz i¢in
40°C ve pH:8.0 olarak belirlenmistir. Tiim Enzimler 60 dakika 6n-inkiibasyonda %3
NaCl varliginda en yiiksek aktiviteyi gostermistir. %3-20 tuz konsantrasyonlar1 arasinda
amilaz, seliilaz, proteaz sirasiyla %62,86; %79,79; %82,19 oraninda kalan enzim
aktivitesi ile stabil kalmistir. MnCl, varliginda, amilaz, seliilaz ve proteaz sirasiyla
%101,06; %148,83 ve %109,09 oraninda en yiiksek kalan enzim aktivitesi gostermistir.
CaCl, iyonlar1; amilaz, selillaz ve proteaz enzimlerinin en yiiksek kalan enzim
aktivitelerinde %138,29; %151,16 ve %113,63 oraninda rol oynamistir. Diger yandan
enzimler ¢esitli deterjanlara, inhibitorlere, metal iyonlarina ve selatorlere karsi direng

gOstermistir. Zimogram analizleri sonucunda amilazin 120 kDa, seliilazin 64 kDa ve



proteazin 51 kDa molekiiler agirhiginda tek bir bant verdigi tespit edilmistir. ince tabaka
kromatografisi yontemiyle amilaz ve seliillazin hidroliz iiriinlerinin maltoz ve maltoz
kokenli oligosakkaritler oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, arastirilan yiiksek stabiliteli bu enzimler; c¢esitli deterjanlara,
inhibitorlere, metal iyonlarina ve selatorlere karsi direngli olmasindan dolay1 deterjan
tiretimi, biracilik, firmecilik ve tekstil gibi birgok endiistriyel alanda kullanim

potansiyaline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus spp., Toprak, Su, SDS-PAGE, Seliilaz, Proteaz, Amilaz



DETERMINATION OF SOME ENZYMES ACTIVITIES AND
MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BACILLUS SPECIES ISOLATED
FROM SOIL AND WATER SAMPLES IN SINOP REGION

ABSTRACT

Bacteria are capable of producing enzymes that play an important role in organic
matter decomposition and nutrient cycling. Especially, Bacillus strains with ability to
produce and secrete large quantities of extracellular enzymes constitute the most
important industrial enzyme producers. In the study; a total of 126 Bacillus spp. isolated
from soil and water samples collected from different regions in Sinop were identified
according to morphological, physiological and biochemical tests. The activities of
amylase, cellulase and protease were determined from all the characterized Bacillus spp.
isolates. From a total of 126 strains, 54 isolates displayed enzyme activity and SDS-
PAGE total cell protein and plasmid DNA profiles of these isolates were also
determined.

The numerical analysis of SDS-PAGE whole cell protein profiles revealed that
Bacillus strains were separated to 2 major groups at similarity levels 63% or above.
Plasmid DNA analyses results confirmed that total of 54 Bacillus spp. strains 41 in a
harbored plasmids with molecular weights changing between 2.156 to 20.678 bps. For
each of amylase, cellulase and protease enzymes, one strain with the highest activities
was determined. Partial purification and characterization of the enzymes were carried
out by determining the optimum temperature and pH conditions of these strains for the
best enzyme production. Besides, the effects of different chemicals and NaCl
concentrations on the enzyme activity were determined. The maximum enzymes
activities were obtained at 40°C and pH:8.0 for amylase, at 60°C and pH 10.5 for
cellulose and at 40°C and pH:8.0 for protease. All the enzymes showed maximum
activity in presence of %3 NaCl with 60 minutes pre-incubation. At the %3-20 salt
concentrations, amylase, cellulose and protease were stabile with the remaining
activities of 62.86%; 79.79%; 82.19% respectively. In the presence of MnCl,, amylase,
cellulose and protease had the highest remaining activity about 101.06%; 148.83% and
109.09%, respectively. In addition, CaCl, ions displayed the highest remaining



activities of amylase, cellulose and protease with 138.29%; 151.16%; 113.63%,
respectively. On the other hand, the enzymes showed resistance against various
detergents, inhibitor, metal ions, chelators The molecular weight of the enzymes were
determined to be 120 kDa for amylase, 64 kDa for cellulose and 51 kDa for protease as
a single band, by zymogram analyses. Maltose and maltose-derived oligosaccharides
were determined as hydrolysis products of amylase and cellulose by thin layer
chromatography.

As a result, the investigated enzymes with high stability have the potential of use
in many industrial fields such as detergent production, brewing, bakery, and textile

since them are resistant to various detergents, inhibitor, metal ions, and chelators.

Key Words: Bacillus spp., Soil, Water, SDS-PAGE, Cellulase, Protease,
Amylase
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1. GIRIS

Enzimler hiicredeki metabolik  faaliyetlerin  tiimiinii ~ yOneten  Gzel
katalizatorlerdir. Organik kimyanin alisilmis metotlar: ile gergeklestirilmesi ¢ok giic
olan bir¢ok reaksiyonun uygun ve spesifik enzimler sayesinde kolaylikla basarilmasi
enzimlerin canli hiicrelerden izole edilerek ¢esitli amaclar i¢in kullanilmasi fikrini
ortaya ¢ikarmistir. Enzimatik islemlerin geleneksel islemlere oranla daha az miktarda
atik olusturarak daha az g¢evre kirliligine yol agmasi, daha uygun kosullarda ekonomik
olarak gerceklestirilmesi endiistriyel alanlarda enzim kullanimini daha cazip hale
getirmektedir (Coskun, 2010).

Giiniimiizde endiistriyel enzimler ¢ok farkli kaynaklardan elde edilebilmektedir.
Bunlar; bitkisel kaynakli enzimler, hayvansal kaynakli enzimler ya da c¢agimiz
teknolojileriyle endiistriyel bakimdan ihtiyact karsilayabilen mikrobiyal kaynakli
enzimlerdir (Karcioglu, 2011). Bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimlerin endiistriyel
ithtiyact karsilayamamasi1 bu alandaki ilginin giderek artan bir sekilde mikrobiyal
kaynakli enzimlere yoOnelmesini saglamistir. Mikroorganizmalarin biyokimyasal
cesitlilikleri ve genetik manipulasyonlara uygunluklart da bunlarm enzim olarak
degerlendirilmesinde biiyilkk etkendir (Rao wve ark.,, 1998; Aygan, 2008).
Mikroorganizmalarin miikemmel bir enzim kaynagi olarak tercih edilmesinin nedenleri;
enzim liretme aktivitelerinin yiiksek olmasi, diger enzim kaynaklarina kiyasla daha az
yan iriin olusturmalari, daha stabil ve ucuz olmalari, istenilen boyutlarda ve yiiksek
saflikta tiretilebilmeleridir (Kiran ve Comlekgioglu 2003). Ayrica mikroorganizmalar
segilirken sadece enzim liretme yeteneklerine gore degil, ayn1t zamanda toksik ve
patojen olmamasina gore de se¢ilmedir (Demain ve Solomon, 1981).

Mikrobiyal kaynakli enzimler gida, tekstil ve deterjan endiistrilerinde genis bir
kullanim potansiyeline sahiptir. Endiistriyel 6nemlerinden dolayr uygun enzimleri
ireten yeni bakteriyel suslarin izolasyonuna olan ilgi de artmaktadir (Ghorbel ve ark.,
2009).

Dogada ozellikle baz1 Bacillus tiirleri endiistriyel ve ekonomik oneme sahip
birgok enzimi sentezlemektedirler. Gram-pozitif olan Bacillus cinsi bakterilerin ¢ogu
zararsiz, izolasyonu ve teshisi kolay, hizli biiylime orani ile fermantasyon siiresi kisa,
genel olarak giivenli olmasi, sentezledikleri proteinleri dig ortama salgilama kapasiteleri

gibi bircok sebepten Otiirti cazip endiistriyel organizmalardir. Oysaki gram negatif
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bakteriler sentezledikleri proteinleri periplazmik bosluklarinda ya da protoplasmalarinda
biriktirirler. Bu da iiretilen {iriiniin izolasyonunu gii¢lestirerek sustan birden fazla kez
yararlanilmasini engeller. Ayrica gram negatif bakteriler, insanlara toksik olan
endotoksin Uretimi ve intraselliiler protein iiretimi ile izolasyon ve saflastirma
asamalarinda ekstra maliyet olusturmaktadir (Schallmey ve ark. 2004). Mantarlardaki
aflotoksin gibi toksik ya da alerjen bilesik iiretimi de dikkate alindiginda, gram pozitif
bakterilerin, 6zellikle Bacillus tiirlerinin endiistriyel enzim tretiminde 6ncelikli olarak
tercih edilmesini saglamistir.

Bu c¢alismada Sinop ili toprak ve su orneklerinden Bacillus tiirlerinin tespit
edilmesi, izole edilen tiirlerin enzim tiiretme yeteneklerinin belirlenmesi ve enzim
tiretme yetenegi yiiksek olan suslarin 16S rRNA dizi analizine gore tanimlanmasi
amagclanmaktadir.

Elde edilen veriler dogrultusunda kismi olarak saflastirilan enzimlerin ¢esitli
endustriyel alanlarda kullanim olanagi bulacagi ve dis iilkelerden satin alinan bazi
enzimlerin iilkemizde genis c¢apta liretilmesi ve bdylece iilke ekonomisine katkida
bulunulmast miimkiin olabilecektir. Ayrica enzim aktivitesi yiiksek olarak secilen
mikroorganizmanin insan sagligina etkilerinin arastirilmasi ile GRAS (Generally
Recognized as Safe) mikroorganizma oldugu saptanirsa, elde edilen enzimlerin gida

sanayisinde de kullanilmas1 6nem kazanacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bacillus Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Bacillus tiirleri; Gram-pozitif, ¢omak sekilli, endospor olusturma yetenegine
sahip, aerob veya fakiiltatif anaerob sartlarda iireyebilen mikroorganizmalardir. Tek ya
da cok sayida hiicrelerden olusan uzun zincirler meydana getirebilirler. Hiicrede
bulunan sporun sekli ve yeri, Bacillus tiirlerinde karakteristik bir 6zellik goésterir. Bu
cinse ait endosporlar genellikle elipsoidal, silindirik, oval ya da yuvarlaktir. Sporun
hiicre tizerindeki konumu ise merkezde, merkeze yakin veya ugta bulunabilir (Lennette
ve ark., 1985).

Habitatlar1 toprak olmasina ragmen dogada hava, su ve yiyecek gibi birgok
ortamda yasayabilen Bacillus tiirleri; antibiyotik, enzim ve toksin tiretimi gibi 6zellikleri
ve kolay iiretilmeleri nedeni ile bakteriler arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardir.
Bir¢ok biyoteknolojik ¢alismada kullanilan Bacillus’lar irettikleri proteinler nedeniyle
ticari oneme sahiptirler. Bacillus tiirleri ¢ok c¢esitli metabolik 6zelliklerinin yani sira
genis fizyolojik yetenekleri ile psikrofilikten termofilige, asidofilikten alkalifilige,
halotoleranttan halofilige kadar genis bir yelpazeye sahiptirler. Bu nedenle endiistriyel

uygulamalarda kullanilma potansiyelleri daha yiiksektir (Haliskaranfil, 2012).

2.1.1. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis tiiriiniin tim genomu diinyada 33 farkli laboratuar tarafindan ig
birligi yapilarak 1997 yilinda tamamlanip yaymlanmigtir. Bu tiiriin genomu fonksiyonu
bilinmeyen 25 gen olmak iizere 275 genden, 17 sigma faktoriinden, 4106 protein
kodlayan genlerden, 86 tRNA, 30 rRNA ve 3 kiigiik stabil RNA genlerinden
olusmaktadir. (Kunst ve ark., 1997). B. subtilis hastalik yapmayan, hareketli, gram
pozitif, endospor olusturabilme yetenegine sahip ¢ubuk sekilli mikroorganizmalardir.
Kemoorganotrof olan bu bakteri tiirii sadece tuz, karbon ve nitrojen igeren ¢ok basit
gelisme kosullarinda hayatta kalabilmektedir (Nicholson ve ark., 1990). Ayrica, B.
subtilis sporulasyondan sorumlu genleri harekete gegirerek gesitli sinirlayici ortamlara
adapte olarak gelisimini siirdiirebilmektedir (VIamakis ve ark., 2013). Bu bakteriler
siurli besin kaynaklarinda beslenme yetersizligine kars1 enzimleri pargalayan hiicre dist

makromolekiilleri iretebilme yetenegine sahiptir. Rakiplerinden korunmak amaciyla
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basilisin adi verilen peptid antibiyotikleri gibi ¢esitli antibiyotikleri de salgilarlar
(Msadek, 1999).

2.1.2. Bacillus cereus

Bacillus cereus, Bacillaceae familyasinin Bacillus cinsine ait bir bakteri olup
toprak ve bitki Ortiisii {lizerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Kalkan ve Halkman
2006). Patojen olan bu tiir bozulmus gida {irtinlerinde de bulunmaktadir (Drean ve ark.,
2015). Optimum sicaklik araligi 28-35°C arasinda degismekle beraber genellikle
30°C’dir. Gelisme gosterdigi pH aralig1 ise 4.9-9.3 olup pH:7.0’de en iyi aktiviteyi
gostermektedir. B. cereus iki toksin tiiretmektedir. Birincisi 40 kDa agirligindaki
sicakliga dayanikli bir protein olan enterotoksin (stabil toksin; ST) ikincisi ise 5-7 kDa
agirh@indaki 1siya duyarli bir peptittir (labil toksin; LT). Gida zehirlenmesine neden
olan bu toksinler sirasiyla 126°C’de 90 dakikada ve 60°C’de birkag dakikada tahrip
olurlar (Giiney, 2014; Kalkan, 2006).

2.1.3. Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis, gram pozitif, endospor olusturan, fakiiltatif anaerob
gelisme gosteren toprak kokenli bir mikroorganizmadir. Bu tiiriin insektisidal aktivite
gosteren (bocek Oldiirlicli) protein yapisindaki parasporal kristalleri iirettigi
bilinmektedir. B. thuringiensis suslarinin aktivitesinin ve biyokimyasal yapisinin sustan
susa degisebilecegi 3 farkli toksini sentezleyebildigi bulunmustur: alfa ekzotoksin, beta
ekzotoksin ve delta endotoksin (Yisil, 2014). Cok sayida ve farkli biiyiikliiklerde
plazmidlere sahip olan bu tiirlin delta endotoksin genlerinin ¢ogu da bu plazmidler
tizerinde bulunurken bazilart da kromozom iizerinde yer almaktadir. B. thuringiensis
karakterizasyonunda plazmid sayisinin belirlenmesi, bu plazmidlerin cry genlerini
tasiy1p tastmamasinin tespit edilmesi 6nemlidir. Ayrica H-serotiplendirme de izolatlarin

siiflandirilmasinda kullanilan faydali bir yontemdir (Azizoglu, 2014).



2.2. Bacillus Tiirlerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Metotlar

Bakteriler fenotipik ve genotipik olarak iki kategoride tiplendirilmektedirler.

Fenotipleme; serotip, bakteriyosin, bakteriyofaj tipleme ve antibiyotik
direncliligini igermektedir. Suslarin tanimlanmasinda ve tiplendirilmesinde kullanilan
en eski yontemlerden biri; biyotiplendirmedir. Biyotiplendirme; bir organizmanin
izolasyonu, pH, sicaklik gibi ekstrem g¢evre sartlarina uyumu, segici besi yeri ortaminda
gelisimi, koloni morfolojisi ve spesifik biyokimyasal reaksiyonlar1 kapsamaktadir. Bu
teknigin kullanimi klasik taksonomide temel kriter olmustur (Zaidi ve ark., 2003).
Ancak, bu yontem kullanish olmasina ragmen tiirler arasi varyasyonlarin
belirlenmesinde ve tekrarlanabilirliginde bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Genotipleme ise protein profilleri, plazmid ve kromozomal DNA’ya dayali
analizlere dayanmaktadir. Plazmidler; ekstrakromozomal, replike olabilen, kiiciik,
halkasal ¢ift iplikli DNA molekiilleridir. Alkali lizis prosediirlerini kullanan geleneksel
plazmid izolasyonu ve cok sayida tiiretilmis yontemlerin kullanilmasi plazmid
izolasyonunun mikrobiyolojide ve molekiiler biyolojide yaygin olarak kullanilmasin
saglamistir. Bu durum plazmid profillerini bakteriyal tanimlamaya yardimci analizler
haline getirmistir. Ancak suslarin yasamlari boyunca kazandiklar1t ve kaybettikleri
plazmid, yontemin glivenirliligini etkilemektedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).
Aslim ve Beyatli (2004), yogurttan izole ettikleri 34 Streptococcus thermophilus
suslarinin plazmid DNA igeriklerini arastirarak 7 susun plazmid DNA i¢ermedigi, diger
suslarda 1 ve 5 arasinda molekiiler agirliklar: 1,88-19,89 kb arasinda plazmid varligini
tespit ettiklerini bildirmislerdir. Delgado ve Mayo, (2004) ve Mourad, (2007) tiir i¢i ve
tiirler aras1 genetik madde aktarimindan sorumlu olan plazmidlerin bakterilere ¢evresel
uyumu kolaylastiracak genetik esneklik kazandirdiklari, suslarin plazmid igeriklerinin
ve kodladiklari 6zelliklerin tanimlanmasinin endiistriyel oneme sahip 06zeliklerin
molekiiler diizeyde belirlenmesi bakimindan 6nem tasidigini bildirmislerdir.

Bakteri smiflandirma calismalarinda protein profillerinin kullanim olanaklari
uzun zamandir arastirllmaktadir. Bu konuda yapilan ilk g¢aligmalar toplam protein
profillerinin tespitine dayanmaktadir. Tiim hiicre proteinlerinin hareketli bir fazda
elektrik akimi altinda molekiiler agirliklarina goére goc ettirilerek proteinlerin
ayrismasini  saglayan sodyum dodesil poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
yontemi sik¢a kullanilmaktadir. Bu yontemle ¢ok sayida hizla tarandig tiir ve/veya tiir

alt1 diizeyde giivenilir sonuglar elde edildigini bildirmislerdir (Berber ve Berber, 2006;
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Berber ve Ekin, 2008). Reddy ve ark. (2012), et 6rneklerinden izole ettikleri E. coli
suslarmin plazmid icerigini, antibiyotik direncliliklerini belirleyerek hiicre protein
profillerini SDS-PAGE metoduyla tespit etmislerdir. Ayrica SDS-PAGE’in E. coli
izolatlarinin taksonomik ve epidemiyolojik calismalar1 i¢in plazmid ve antibiyotik
duyarlilik kriterlerinden daha iyi sonug verdigini bildirmislerdir.

SDS-PAGE yontemi siklikla kullanilmasina ragmen tiir alti diizeyde ayrimi
sinirlidir. Bu nedenle protein profiline dayali tiplendirme metotlar1 yeterli olmadigindan
dolayr dogrulugunu kanitlamak i¢in DNA temelli molekiiler yontemlere
basvurulmaktadir. Molekiiler yontemler, DNA temelli analizler olup, tekrarlanabilir
olmasi, uygulanabilirligin kolay olmasi, giivenilir yiiksek ayrim giiciiniin olmas1 gibi
nedenlerden dolay: giiniimiizde sik¢a kullanilmaktadir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), bu analizlerin temelini olusturmaktadir. Molekiiler
yontemler arasinda; Enterobacterial repetitive intergenic consensus-PZR (ERIC-PZR),
rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD-PZR), plazmid tiplendirme, pulsed field
jel elektroforezi (PFGE) (Sahilah ve ark., 2010), tekrarlayan ekstragenik elementlerin
PZR ile amplifikasyonu (REP-PZR) (Versalovic ve ark., 1991), ¢ogaltilan fragmentlerin
uzunluk polimorfizmi (AFLP) (Coenye, ve ark., 2005), multilokus enzim elektroforezi
(MLEE) (Chansiripornchai ve ark., 2001), denatiire edici jel elektroforezi (DGGE)
(Clark, 2005), rekstriksiyon parcacik uzunluk polimorfizmi (RFLP) (Giines, 2006),
toplam hiicre igi ve hiicre dis1 proteinleri i¢gin SDS-PAGE ve Native-PAGE ile analizi
(Berber ve ark., 2010) ve 16S rRNA dizi analizi (Berber, 2004) gibi yontemlerin
bakterilerin epidemiyolojik iliskileri ve genetik cesitliliklerinin incelenmesinde fayda
sagladigi bilinmektedir.

Woese ve ark. (1985), bakterilerin ve diger yasam formlarinin filogenetik
iligkisinin, genetik sifrenin degismeyen bir bolgesinin kiyaslanmasi ile saptanabilir
oldugunu ortaya koymustur. Bakterilerdeki bu genetik alan i¢in incelenmekte olan
kisimlarin 5S, 16S ve 23S rRNA’y1 sifreleyen genler oldugu ancak bakterilerde
taksonomik amaglar i¢in en uygun DNA pargasinin 16S rRNA geni oldugu bildirilmistir
(Tortoli, 2003; Harmsen ve Karch, 2004). Dizilimin korunmasi, 16S rRNA’nin hiicre
fonksiyonunda ne kadar énemli oldugunu gostermektedir.

Loh ve ark. (2013), 1055 bitki 6rneginden izole ettikleri 977 susun 16S rRNA
gen dizi analizi sonucunda GenBank/DDBJ/EMBL veritabaniyla %96 benzerlik

gostererek tlir bazinda identifikasyonunu gergeklestirdiklerini bildirmislerdir.



Lee ve ark. (2016), 10 hastanin bagirsak dokusundan izole ettikleri
Fusobacterium spp izolatlarin tiimiinii 16S rRNA gen dizi analizi sonucunda

tanimladiklarini rapor etmislerdir.

2.3. Enzimler ve Bazi Ozellikleri

Enzim terimi ilk kez 1878 yilinda Wilhelm Kuhne tarafindan kullanilmistir.
1897 yilinda ise Eduard Buchner hiicrelerden fonksiyonel enzimleri ekstrakte ettigini
bildirmistir (Paulo ve Gubitz, 2003). Enzimlerin katalitik aktivitelerinin en yliksek
oldugu bir sicaklik degeri bir de pH degeri vardir. Bu degere ‘optimal sicaklik veya pH
degeri’ denir. Bu degerin iizerindeki sicakliklarda ve pH degerlerinde molekiil i¢i veya
molekiiler arasi1 baglarin kopmasi sonucu enzimin yapist bozulmaya baslar. Ayrica
enzimlerin aktif bolgelerine baglanan bazi maddeler de enzimin bozulmasina neden
olarak katalitik aktiviteyi diistirebilir hatta tamamen durdurabilir. Bu tiir maddeler
‘inhibitor’ ad1 verilir (Kiliger, 2014; Aehle, 2004). Modern iiretim teknikleri ile birlikte
enzim endiistrisi ve biyoteknolojisi dnemli ilerlemeler kaydederek enzimlerin daha saf,
ucuz ve bol miktarda iiretilebilmelerine olanak saglamistir (Tiirker, 2014). Giiniimiizde
tanimlanmis olan 2500’{in iizerinde enzimin yaklasik %10’undan ¢esitli endiistriyel
alanlarda ticari olarak faydalanilmaktadir. Bu enzimlerin endiistride %29’u gida
sektorlinde; %15°1 hayvan yemi sektoriinde; %356°s1 ise deterjan, farmakoloji, alkol

{iretimi, tekstil sektdrii gibi diger alanlarda kullanilmaktadir (Ozcan, 2015).

2.3.1. Nisasta, Amilazlar ve Amilazlarin Kullamim Alanlari

Nisasta; genis bir yelpazede hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalar igin
onemli bir enerji kaynagidir. a-1,4 ve a-1,6 glikozid baglariyla baglanan ¢ok sayida
glikoz molekiillerinden olusur. Bir nisasta molekiilii amiloz ve amilopektin olmak iizere
iki adet glikoz polimeri icerir. Amiloz (nisastanin %15-25) o-1,4- glikozidik
baglarindan olusur ve dallanma yapmaz; diiz yapidadir. Amilopektin ise (nisastanin
%75-85) glikoz birimleri arasinda o-1,4-glikozidik baglanmasina ek olarak o-1,6-
glikozidik dallanma bag noktalarindan olusur. Nisasta endiistrisinde amilazlarin
kullanim1 yaygindir, bu endiistri alan1 ¢ok iyi gelismis ve ayni zamanda ileri
teknolojiyle donatilmigtir. Bu amilazlar diinya endiistriyel enzim iiretiminin yaklasik

olarak %30’unu temsil etmektedir (Janecek, 2009; Van der Maarel ve ark., 2002). En iyi
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bilinen amilolitik enzimler birbirlerinden tamamen farkli olan a-amilaz, f-amilaz ve
glukoamilazdir. Sadece birincil ve iigiinciil yapilart degil ayn1 zamanda katalitik sistem
ve reaksiyon mekanizmalarinin isleyisleri de farklidir. Bu yiizden o-amilazlar, B-
amilazlar ve glukoamilazlar olarak siniflandirilirlar (Coutinho ve Reilly, 1997). Genel
olarak amilazlar amilolitik pargalanmaya oldukga direngli olan nisasta graniilleri {izerine
iyi bir etkiye sahip degildir. Bu yiizden amilazlar ile nisastanin hidrolizasyonu 24 ya da
48 saat gibi uzun bir pargalanma siiresine ihtiyag duymaktadir (Ozdemir ve Sidal,
2013). o-Amilazlar ekmek yapiminda, glukoz ve/veya fruktoz surup tretiminde,
biracilik, nisasta, tekstil, kagit endiistrisi gibi alanlarda uygulanmakla birlikte medikal
ve klinik kimya analizleri ile biyoteknoloji uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Ayni
zamanda elektrolit, izolator ve yari-iletken kapasitorlii biyosensorlerde amilaz enzimi
kullanilmaktadir (Ozdemir ve Sidal, 2013). Deterjanlardaki enzimler, zor lekelerin
cikarilmasinda deterjanin yetenegini arttirir ve c¢evresel olarak deterjani gilivenli hale
getirir. Amilazlar, enzimatik deterjanlarin formiilasyonunda kullanilan ikinci tip
enzimlerdir. Tim siv1 deterjanlarin %90’m1 olusturur (Souza ve Magalhaes, 2010).
Etanol en ¢ok kullanilan sivi biyoyakittir. Nisasta, diinyanin ¢ogu bolgesinde kolay elde
edilebilen ham madde olup maliyeti de ucuz oldugundan alkol iiretiminde en fazla
kullanilan substrattir. Bu iiretimde nisasta ¢oziilir ve fermente edilebilir seker elde
etmek amaciyla iki enzimatik basamak kullanilir. Nisastanin etanole doniisiimiinde
stvilagtirma ve sekerlestirme adi verilen islemler uygulanir. Bu islemler icin de
amilolitik enzimlere ihtiyag vardir (Souza ve Magalhaes, 2010). Bira yapiminda,
sindirime yardimci maddelerin hazirlanmasinda, keklerin, meyve sularinin ve nisasta
suruplarinin yapimi gibi iglenmis gida endiistrisinde amilazlardan yogun bir sekilde
yararlanilmaktadir. Amilazlar undaki nisasta iceriklerinin pargalanabilmesi i¢in ekmek
hamuruna eklenebilir. Boylece hamurun viskozitesi azaltilmig, fermantasyon orani
arttirilmis olur bu da iirlinliin hacmini ve yapisini verimli hale getirir. Ayrica ekmegin
kabuk rengini, kizartma niteligini ve tadin1 da gelistirir. Bayatlamay1 onleyici olarak
kullanilip unlu mamullerin yumusakliginin korumasina yardim eder. Boylece iiriinlerin
raf Omriinii uzatir (Souza ve Magalhaes, 2010). Amilazlar tekstil endiistrisinde
hasillama isleminde kullanilir. Hizli ve giivenli dokuma siireci saglamak i¢in kumas
iiretimi Oncesinde nisasta iplige uygulanir. Nisastanin hasillama isleminden sonra
kumastan ayrilmasi i¢in amilazlar kullanilir (Souza ve Magalhaes, 2010). Yazma
isleminin niteligini gelistirmek i¢in kagidin yiizeyinin daha piiriizsiiz ve dayanikli

olmast amaciyla kaplama islemi yapilir. Nisasta hasillama ajani1 olarak kullanilir bu

8



sekilde kagitlara dayaniklilik ve sertlik kazandirilmis olur. Bu islemden sonra nisastanin

fazlasinin uzaklastirilmasi i¢in amilazlar kullanilir (Souza ve Magalhaes, 2010).

2.3.2. Seliiloz, Seliilazlar ve Kullanim Alanlar:

Seliiloz, sekere indirgendikten sonra etanol gibi bircok biyoyakita
dontstiiriilebilir. Bu nedenle son on yili agkin siiredir arastirmacilar diinyada en bol
yenilenebilir biyokiitleye sahip olan seliiloz tizerinde odaklanmistir (Huang ve ark.,
2011). Seliiloz, bitkilerin hiicre duvarinin 6nemli bir polisakkarit bilesenidir. Ayrica,
biyosferde en bol bulunan organik bilesiklerden biridir. Seliilozlarin biyolojik
parcalanmaya kars1 dogal bir dirence sahip olmasi, ¢ézlinmez ve sert yapist dikkate
alindiginda diger polisakkaritlerden farklidir. Genel olarak seliilaz olarak bilinen
selilolitik ~ enzimler;  endo-B-1,4-glukanazlar, exo-B-1,4-glukanazlar ve f-
glukosidazlardir. Bu ii¢ enzimin sinerjik ¢alismasi ile seliilozlardaki B-1,4-glikozid
baglar1 hidroliz edilerek, son iiriin olarak glikoz meydana getirebilirler (Yang ve ark.,
2010). Bu enzimler gida, bira, sarap, kagit, tekstil, deterjan ve hayvansal gida dahil
cesitli endiistriyel alanlarda yaygin olarak kullanilmakla birlikte enerji {iretimi i¢in de
alternatiftir (Zoppas ve ark., 2013). Seliilazlar, tohumlardan yag ve meyve suyu
ekstraksiyonunda, meyve sularmin berraklastirilmasinda ayrica tahillarin homojen su
cekmesini saglamak ve yeterince i1slanmasinin arttirilmasinda kullanilmaktadir.
Seliilotik enzimler sivi kazancini arttirmak iyi bir renk elde etmek amaciyla alkol
tiretiminde kullanilmaktadir. Deterjanlarda, seliilazin varligi renklerin canlanmasi,
yumusamasina ve partikiil halindeki topragin uzaklasmasina neden olmaktadir (Niehaus

ve ark., 1999).

2.3.3. Proteaz ve Kullanim Alanlar

Mikrobiyal kokenli proteaz enzimleri nodtral ve alkali agirlikli enzimlerdir.
Bacillus cinsi bakteriler tarafindan yayginca tiretilmektedir. Bakteriyal nétral proteazlar
pH:5.0-8.0 araliginda optimum aktivite gosterirken bakteriyal alkali proteazlar pH:10.0
gibi yiiksek pH degerlerinde aktivite gosterirler (Turus, 2011).

Proteazlar toplam endiistriyel enzim {iretiminin %60’ 1n1 olusturmaktadirlar.
Camagir deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira ve atiklarin muamelesinde proteazlar

kullanilmaktadir. Proteazlar bakteri, kiif, maya gibi gesitli kaynaklardan izole edilsede
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Bacillus cinsi bakteriler en onemli grubu temsil etmektedir. Gida endiistrisinde
kullanilan proteaz enzimi, undaki proteinleri etkiler. Proteazlar 6zellikle biskiivi, kraker
ve gofretlerdeki gevrekligi arttirmada kullanilmaktadir (Giiven, 2011). Proteazlar;
enzim aktivitesi gosteren optimum pH araligina gore asidik, notral ve alkalin proteazlar
olarak smiflandirilmaktadirlar. Bunlardan alkalifil proteazlar deterjan katki maddesi
olarak kullanilirlar. Aynm1 zamanda yiliksek sicaklik ve pH’da agartma/oksitleme
ajanlariin varliginda stabiliteyi koruyabilmektedir. Deterjan endiistrisinde kullanilacak
proteazlarin en 6énemli kosulu, enzimin aktif ve stabil oldugu pH araligidir. Proteazlar;
deniz atiklarinin deproteinizasyonunda kullanilmaktadir. Etlerin yumusatilmasinda rol
oynamaktadir. Deri endiistrisinde hayvanlarin cilt ve derilerinin tiiysiiz olmas1 amactyla

kullanilmaktadir (Kiran ve ark., 2006).

2.4. Enzim Saflastirma Yontemleri

Enzim saflastirma islemleri; proteinlerin farkli ¢oziiniirliiklere, farkli elektrik
yiiklerine ve farklt molekiil biiyiikliiklerine sahip olmasi bakimindan ii¢ temel 6zellige
dayandirilarak gerceklestirilir.

Proteinlerin ¢oziiniirlikklerine goére ayriminda sodyum siilfat veya amonyum
stilfat gibi tuzlarla veya trikloraasetik asit (TCA) ile veya aseton, etil alkol gibi organik
¢oziiciiler ile ¢oktiirme yontemleri kullanilmaktadir. Islem sirasinda proteinlerin
denatiire olmamasi i¢in ¢Oktiirme sogukta yapilmalhdir. TCA ile c¢oktiirme;
aminoasitlerin yan zincirlerindeki iyonik gruplarin yiiklerini degistirerek i¢ elektrostatik
dengeyi bozar ve proteinin bozulmasima neden olur. Yapilart bozulan proteinlerin
¢oztiniirliikleri degiseceginden ¢okerler. Calismada denatiirasyonun 6nemi Yok ise
coktlirme isleminden kuvvetli bir asit olan TCA kullanilmaktadir. Sodyum siilfat veya
amonyum siilfat gibi tuzlar ile proteinlerin ¢oktiirtilmesi islemi ya bulk presipitasyonu
ya da fraksiyonlu presipitasyon seklinde gerceklestirilir. Proteinlerin bazilar ¢ozeltideki
amonyum siilfat konsantrasyonu %25 bazilar1 ise %75 oldugunda presipite olmaktadir.
Bulk presipitasyonunda; gerekli amonyum siilfat miktar1 slipernatanta kademeli olarak
eklenerek hedef proteinin ¢okmesi saglanmaktadir. Fraksiyonlu presipitasyonda ise
degisik konsantrasyonda amonyum siilfat ¢ozeltiye eklenerek kullanilan her farkl
konsantrasyon uygulamasinda ¢oken proteinlerin ayri ayri izolasyonu saglanir. Bu
yontemle izole edilen proteinler pratikte kullanilmadan oOnce proteinlerin tuzdan

uzaklastirilmasi igin diyaliz teknigi uygulanmak zorundadir. Etanol, metanol ve aseton
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ile ¢oktiirme islemi; hedef proteinin bulundugu ¢ozeltiye eklenen organik ¢oziicliniin
ortamdaki konsantrasyonu arttikca suyun ¢oziicii giiciiniin diismesi sonucu protein
presipitasyonu ger¢eklesmis olmaktadir. Proteinlerin elektrik yiiklerine gore ayirma ve
saflagtirma islemlerinde; elektroforez, izoelektrik odaklama ydntemi, iyon degistirici
kolon kromatografisi kullanilmaktadir. Elektroforez, proteinlerin izoelektrik
noktalarindan farkli bir pH degerine sahip elektriksel bir alanda farkli gé¢gme hizlaria
dayanarak gerceklestirilen bir yontemdir. Farkli amaglara gore dentiire veya native
(dogal) jel elektroforezi olmak tizere iki sekilde gerceklestirilmektedir. Denatiire jeller
sodyum dodesil siilfat (SDS) veya iire gibi denatiire edici ajanlarin jel igerisinde
karistirilmasi ile hazirlanarak basta molekiil agirliklarinin hesaplanmasi olmak {izere
proteinlerin safliklarinin arastirilmasi, konstrasyonlarinin tanimlanmasi ve enzim
aktivitelerinin belirlenmesi gibi bircok amaca hizmet eden bir yontemdir. Dogal
(Native) Jel elektroforezinde ise denatiire edici ajanlari igermediginden islemler dogal
sartlarda gerceklestirilmektedir. Amag; ¢ok sayida protein igeren karisimlarin
birbirinden ayrilmasinda, protein saflik kontrolii ve proteinin denatiire olup olmadiginin
saptanmasinda kullanilan bir yontemdir. Izoelektrik odaklama yontemi; yapay
elektrolitler kullanilarak olusturulan elektriksel alanda bir pH gradienti olusturulmasi ve
her protein molekiiliiniin bu elektriksel alandaki pH gradientinde izoelektrik
noktalarmin farkliliklaria gére uygun bir yone goc etmesi esasina dayanmaktadir. Tyon
degistirici kolon kromatografisine, sabit faz olarak pozitif yiikli dietilaminoetil
gruplar1 veya negatif ylkli karboksimetil gruplarini iceren bir kolona, hareketli faz
icinde proteinler yiiklenir. Proteinler, izoelektrik noktalarina gore farkli pH’daki
ortamlarda farkli yiikk kazanip ayrigmaktadir. Yik durumlarina gore kolona tutulan
proteinlerin kolondan ayrilmasi igin ise yiiksek tuz konstrasyonu ile yikama iglemi
gerceklestirilerek ayrilma iglemi saglanmaktadir. Proteinlerin molekiil biiyiikliiklerine
gore ayrilmasinda  ultrasantrifiigasyon, diyaliz ve ultrafiltrasyon yOntemi
kullanilmaktadir. Ultrasantrifiigasyon yontemi; yer ¢ekimi ivmesinin binlerce katina
ulasan ¢ekim alanlarinda biiyiik molekiillerin ¢okerek ayrilmalarina dayanmaktadir.
Diyaliz; yar1 gegirgen bir membran igerisine konulan protein ¢ozeltisi igerisinden kii¢iik
molekiillerin membran gozeneklerinden suyla veya tamponla dig ortama gegirilmesi
esasina dayanan bir yontemdir. Ultrafiltrasyon; diyalize oranla daha hizli ve daha
yiiksek verimle proteinlerin ayrilmalarini saglayan bu yontemde aradaki fark kiiciik
molekiillerin ortamdan uzaklagsmasi igin hidrostatik basing veya santrifiij gibi

kuvvetlerin etkisinin kullanilmasidir (Aygan, 2008; Marul, 2007). Kromatografik
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ayirma islemlerinden ince tabaka kromatografisi (TLC); kimyasal bilesikleri ayirmak
icin kullanilan bir yontemdir. Genellikle bir yilizey iizerine tutturulan silika jel,
aleminyum oksit ya da seliiloz gibi ince bir adsorbent tabakadan olusan sabit faz, sivi
faz icin ise saflastirllmasi amaglanan karisimin i¢inde ¢oziindiigii kapiller etkisiyle
cekilebilen uygun bir ¢oziici kullanilmaktadir. Karisimdaki bilesenlerin miktarini
belirlemesinde, kolon kromatografisi i¢in uygun sartlarin saglanmasinda ve kolondan

elde edilen fraksiyonlarin analizinde uygulanmaktadir (Aygan, 2008).

2.5. Enzimlerle ilgili Yapilan Calismalar

Kumar ve ark. (2010), izole ettikleri amilaz enziminin native jel
elektroforezindeki analizi sonucunda molekiiler agirliginin yaklasik 94.5 kDa oldugunu
belirtmisglerdir.

Shanmughapriya ve ark. (2010), Maribobacter sp.’den elde ettikleri seliilaz
enziminin maksimum aktivitesini 27-35°C araliginda ve pH 9.0’da gosterdigini
bildirmislerdir. Aragtiricilar enzimin 37°C’ye kadar stabil kaldigini, 40°C’den yiiksek
sicakliklarda ise aktivitesinin hizla diistiigiinii belirtmistir.

Yang ve ark. (2010), izole ettikleri yiiksek seliilaz aktiviteye sahip bakteriyi 16S
rRNA ile tanmimlamuslardir. B. subtilis 115 olarak isimlendirdikleri bakteriden izole
ettikleri enzimin maksimum aktivitesini 60°C sicaklik ve pH 6.0’da verdigini
belirtmislerdir. Enzimin 65°C’de 2 saatlik inkiibasyondan sonra orijinal seliilaz
aktivitesinin %90’indan fazlasini koruyarak oldukga stabil oldugunu da bildirmislerdir.

Liu ve ark. (2011), soguga uyumlu (cold-adapted) amilaz enziminin nisastayla
reaksiyonu sonucunda son Tlriinleri tespit etmek amaciyla ince tabaka kromatografi
analizlerini gerceklestirerek hidroliz {iriinlerinin maltoz ve trioaz oldugunu
bildirmiglerdir.

Trivedi ve ark. (2011), B. aquimaris susundan izole edilen seliilaz enziminin 30
dk siireyle pH 6.0-8.0 arasinda %60’dan fazla, pH 9-12 arasinda ise %85’in iizerinde
stabil oldugunu saptamiglardir.

Shafiei ve ark. (2012), Nesterenkonia sp. F susundan ektraseliilar halofilik a-
amilaz enzimini saflagtirarak enzimin karakterizasyonunu incelemislerdir. SDS-PAGE
teknigi kullanilarak 110 kDa molekiil agirhigina sahip tek bir bandin varligini tespit

etmislerdir. Amilazin maximum aktivitesini pH:7-7.5’de verdigi ve nispeten pH 6.5-7.5
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araliginda enzimin stabil, enzimin optimum sicaklifinin ve stabilitesinin 45°C oldugunu
belirtmislerdir.

Sarethy ve ark. (2013), Bacillus sp. SI-136 susundan iirettigi amilazin TLC
teknigi ile ¢oziiniir nisastay1 maltoz ve glukoza hidroliz ettigini gozlemlemislerdir.

Annamalai ve ark. (2013), B. halodurans CAS 1 susundan haloalkalin
termostabil seliilaz enzimini saflagtirarak enzimin molekiil agirligin1 44 kDa olarak
hesaplamistir. Enzim aktivitesi incelendiginde optimum sicaklik, pH ve NaCl’sinin
stirastyla 60°C, 9.0 ve %30 oldugunu ayni zamanda enzimin 80°C, pH:12°’de %35
NaCl’de bile aktivitesinin %80’inini korudugunu belirtmislerdir.

Yang ve ark. (2014), fermente edilmis geleneksel kore gidasi olan Doenjang’dan
izole edilen B. subtilis CBD2 susunun amilaz aktivitesi ve karakterizasyonunu tizerine
yaptig1 calismada enzimin pH:8.0’de 50°C’de en yiiksek aktiviteyi verdigini tespit
etmislerdir.

Ibrahim ve ark. (2015), Halotolerant alkalifilik Bacillus sp. NPST-AKjs
susundan saflastirilan termoaktif alkalin serin proteaz enziminin molekiil agirligint 32
kDa olarak hesaplamislardir. Enzimin optimum aktivitesini 60°C, termostabilitesinin ise
1 saatlik siirede 30-50°C araliginda stabil oldugunu tespit etmislerdir.

Ali ve ark. (2016), farkli tuz madenlerinden izole ettikleri 54 bakteri susunun
skim milk agarda proteolitik aktivitesini aragtirmiglardir. Maximum proteaz aktivitesi
gosteren BLK-1.5 susunun 16S rRNA gen sekans analizi sonucunda Bacillus subtilis
olarak karakterize etmislerdir. Sustan saflastirdiklari enzimin optimum aktivitesinin
50°C, pH:10 %2 NaCl’de gozlemlemislerdir. Enzimin molekiil agirligimi ise 38 kDa

olarak hesaplamislardir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

Bu calismanin materyalleri Sinop ilinden temin edilmistir. Sinop Karadeniz kiy1
seridinin en ¢ok sivrilerek uzanmis bulunan Boztepe Burnu ve Yarimadasi iizerine
kurulmustur. 5862 km?’lik yiizOl¢limiiyle Tiirkiye cografyasinin % 0,8’ini kaplar. En
cok Aralik ve Ocak aylarinda, en az Temmuz ve Agustos aylarinda yagis alan Sinop
ilinin yagisl giin sayis1 ortalama 125-135 giin arasindadir. En yiiksek sicakligi 34,4°C
ve en dislik sicaklik -7,5°C’dir. Ortalama deniz suyu sicakligir 15,9°C olan Sinop’ta
ortalama gilineslenme siiresi 5,46 sa/giin’diir. Nispi nem ortalamasi yoniinden sahil
kesimleri %75 flzerinde, i¢ kesimler ise %60 altindadir (Anonim, 2015a ve Anonim,
2015D).

Bu calismanin materyallerini Eyliil-Aralik 2014 tarihleri arasinda Sinop ilinin
farkli bolgelerinden alinan toprak ve su (gol suyu ve kaynak suyu) érneklerinden izole
edilen 80’1 toprak kokenli, 46’s1 su kokenli olmak tizere 126 adet Bacillus spp. izolati
olusturmustur. Numunelerin alindig1 istasyonlar Cizelge 3.1-2’de ve istasyonlar

gosteren bolge haritas1 Sekil 3.1°de verilmistir.
3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler belirlenen istasyonlardan manuel yontemlerle almmustir. Toprak
numuneleri yiizeyden 0-20 cm derinlikten steril spatiille alinarak 100 mL’lik steril
siselere konulmustur. Gol suyu 6rnekleri ylizeyden, kaynak suyu ornekleri direkt olarak
100 mL’lik steril siselere konulmustur. Araziden aliman ornekler soguk zincirle

laboratuara getirilmistir.
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Sekil 3.1. Ornekleme istasyonlar1 (Sinop maps arcgis, 2015)

Cizelge 3.1. Su Orneklerinin Alindi81 Istasyonlar ve Suslarin Sembolik Gsterimi

Istasyonlar

Orneklerin Alindig1 Lokalite

Suslarin Sembolik Gosterimi

1. Istasyon
. Istasyon
. Istasyon
. 1stasy0n
. 1stasy0n
. 1stasy0n
. Istasyon

. Istasyon

O 0 9 N W B~ W DN

. Istasyon

10. Istasyon

Akkirag

Hacioglu- Mera Suyu
Hacioglu-Kuyu Suyu

Meliksah

Selbeyi

Akliman 2. Koprii altt G6l Suyu
Sarikum G61 Suyu

Aloglu

Kabali- kaynak Suyu

Serefiye

S1-54
S23
S18-520
S25

S29

S34

S36

S39
S48-550
S44-545
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Cizelge 3.2. Toprak Orneklerinin Alindig1 Istasyonlar ve Suslari Sembolik Gésterimi

Istasyonlar Orneklerin Alindig1 Lokalite Suslarin Sembolik Gosterimi
1. Istasyon Karakum Spor Alani 2

2. Istasyon Pasa Tabyalar1 3-4

3. Istasyon Love Story Sahil Yolu 7

4. Istasyon Karakum Cesmesi 9

5. Istasyon Organize Sanayi Bolgesi 11-12

6. Istasyon Kiligh 58

7. Istasyon Abali 29

8. Istasyon Tasmanl 33-34

9. Istasyon Sarikum(Gél kiyisi-I¢ Kesim) 38-39-40
10. istasyon Erfelek-Selbeyi Koyt 44

11. istasyon Kabanlar 51

12. istasyon Dizdaroglu 48-49
13. Istasyon Yakadibi- Eksioglu Koyii 50

14. Istasyon Lala 53

15. Istasyon Sinecan-Musa Mahallesi 54-55-56
16. Istasyon Tangal 57

17. istasyon Hacioglu 59

18. Istasyon Cirnik 62

19. Istasyon Kefevi 63-80
20. istasyon Aloglu 65-66
21. istasyon Erfelek- Kinik Koyii 67

22. istasyon il Ozel idare 68-69
23. Istasyon Eski Garaj 70-71
24. Istasyon Cakildak 74

25. istasyon Demirci Koyt 76

26. istasyon Bostancilt 78

27. istasyon Yuvali 79

3.2. Metot

3.2.1. Bacillus spp. Suslarinin izolasyonu

Toprak orneklerinden 1’er gram tartilip 5 mL steril distile su ile karistirildiktan
sonra siispansiyon haline getirilmistir. Bacillus spp. sporlu bir bakteri oldugu i¢in elde
edilen siispansiyonlar 80°C’de 10 dk pastdrizasyon uygulanmistir (Lennete ve ark.,
1985). 1:9 oraninda diliisyonlar hazirlanarak karistiricida (Waring, USA) homojenize
edildikten sonra 0.1 mL Ornek, Nutrient Broth besi ortaminda 24 sa 37°C’de
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inkiibasyona birakilmistir. Sivi besi yerinde aktiflestirilen Ornekler Nutrient Agar
ortaminda saf kiiltiir elde etmek i¢in ¢izgi yontemiyle ekilerek 37°C’de inkiibe
edilmistir. Gelisen kolonilere Gram boyama yapilarak Gram-pozitif ¢ubuk seklinde
goriilen koloniler Nutrient Agar besi yerinde bir gecelik inkiibasyon sonunda gelisen saf
stok kiiltlirleri +4°C’de saklanmigtir. Stoklanan kiiltiirler 2 ayda bir pasajlanarak
devamlilig1 saglanmistir.

0.1 mL su 6rnegi Nutrient Broth besi yerinde 24 sa 30°C’de aktiflestirilmistir.
Aktiflestirilen 6rnekler Nutrient Agar ortaminda saf kiiltiir elde etmek icin ¢izgi
yontemiyle ekilerek 30°C’de inkiibe edilmistir. Gelisen kolonilere Gram boyama
yapilarak Gram-pozitif ¢ubuk seklinde goriilen koloniler stok kiiltiir olarak +4°C’de

saklanmustir.

3.2.2. izolatlarin Teshisi

Izolatlarin fenotipik ozelliklerini belirlemek icin bazi biyokimyasal testler
uygulanmustir. izolatlarin tanisinda kullanilan besi yerleri EK-1°de soliisyon ve boyalar

EK-2’de verilmistir.

3.2.2.1. Gram Boyama

Mikroorganizmalarin karakterizasyonu ve siiflandirilmasinda kullanilan 6nemli
bir adimdir. 18-24 saatlik saf kiiltiirden steril 6ze ile alinan bakteri 6rnegi 1 damla
serum fizyolojik bulunan lam {izerine ornek yayillmistir ve kurumaya birakilmigtir.
Kuruyan ornekler birkag defa alevden gegirilerek fiske edilmistir. Fikse edilen preparat
kristal violet ile kaplanarak yaklasik 1-2 dk bekletilip distile su ile yikanarak tizeri lugol
cozeltisi ile kaplanmistir. 1-2 dk bekletildikten sonra preparat 6nce distile su ile
yikanarak 30 sn kadar %96’lik etil alkol ile dekolarizasyon islemine tabi tutulmustur.
Distile su ile yikanmistir. Son olarak preparat safranin ile kaplanarak 30-45 sn
bekletilmistir. Preparat distile su yikanarak kurumaya birakilmistir. Kuruma islemi
tamamlandiktan sonra preparata immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta (Leica-DM
500, Japan) incelenmistir. Mavi-Mor renkte goriinen koloniler Gram pozitif olarak

degerlendirilmistir (Temiz, 2008)
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3.2.2.2. Endospor Boyama

Fikse edilmis lam malasit yesili ile kaplanmistir. Preparat yaklasik 5 dk boyunca
ateste bekletilmistir. Ardindan lam once etil akol ile muamele edilmistir. Hemen sonra
distile su ile yikanmistir. Preparat {izerine safranin ¢ozeltisi eklenerek 1-2 dk sonra
distile su ile yikanmistir. Preparat kurutulup immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta
(Leica-DM 500, Japan) incelendi. Sporlar yesil bakteri ise kirmizi-pembe goriinmiistiir
(Sekin ve Karagozlii, 2006).

3.2.2.3. Katalaz Testi

Bu test, mikroorganizmalarin katalaz enzimini sentezleyip sentezlemedigini
belirlemek amaciyla yapilir. Kati besi yeri ortaminda gelisen taze saf kiiltiirlerin
yiizeyine %3’liikk H;0, damlatilmistir. Hava kabarciklarinin olugmasi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Temiz, 2008).

3.2.2.4. Jelatin Hidrolizi

Bu test, mikroorganizmalarin jelatini hidrolize eden jelatinaz enziminin sentez
yetenegini dlgmede kullanilir. Igerisinde %10-15 jelatin bulunan Nutrient Broth besi
yerine taze saf kiiltiirden igne 6zeyle dik olarak ekim yapilmistir. Tiipler 37°C’de 1-7
giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan tiipler kontrol gruplariyla
beraber 1 saat buzdolabinda bekletilmistir. Siire sonunda tiipteki besi yerinde

stvilagmanin olmasi pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2008).

3.2.2.5. Nitrat Rediiksiyon Testi

Test edilecek mikroorganizmanin taze saf kiiltiirii hazirlanmistir. Igerisinde
durham tiipli bulunan nitratli besi yerine ekimleri yapilmistir. 37°C’de 1-5 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda durham tiipleri iginde gaz olusup olusmadigi kontrol
edilmistir. Tiplere Griess-Ilosvay ayiraclarindan (A+B) 5’er damla koyulup renk
degisimi kontrol edilmistir. Rengin kirmiziya donmesi ortamda nitritin varligini

gostermistir.
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3.2.2.6. Voges-Proskauer Testi

Bu test mikroorganizmalarin glikozu fermente ederek ndétral bir {iriin olan
asetoini meydana getirme yetenegini belirlemek igin kullanilir. izolatlar MR-VP sivi
besi yerine ekilip, 37°C’de 2-7 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun sonunda
besi yerine 0,6 ml alfa-naftol—etil alkol karisimi olan VP indikatorii ve 0,2 ml %40°lik
KOH ilave edilmistir. Test sonucunda pembe renk olusumu (+), sar1 renk olusumu (-)

olarak degerlendirilmistir (Aydin, 2004).

3.2.2.7. H,S Testi

Bu test mikroorganizmalarin siilfiir iceren bazi aminoasitleri veya bilesikleri
ayristirarak hidrojen siilfiir meydana getirebilme yeteneklerinin tayininde kullanilir.
Test edilecek mikroorganizmalarin taze saf kiiltiirlerinden igne 6zeyle alinip, yatik
olarak hazirlanmis Triple Sugar Iron (TSI) besi yeri bulunan tiiplere ekimleri yapilarak
37°C’de bir giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan siyah rengin
gorildiigli tiiplerdeki suslar pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekin ve Karagozli,
2006).

3.2.2.8. Tuz Tolerans Testi

Mikroorganizmalarin farkli NaCl konsantrasyonlarinda iireyebilme yetenegini
belirlemek i¢in yapilir. %2, %5, %7 ve %10 NaCl i¢eren Nutrient Broth besi yerine taze
saf kiiltiirden ekimler yapilarak 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

tiipte olusan bulaniklik pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.9. Sicaklik Tolerans Testi

Mikroorganizmalarin farkli sicakliklarda gelisip gelisemedigini belirlemek igin
yapilir. Buna gore ekimleri yapilan Nutrient Broth besi yeri +4°C, 25°C, 45°C, 55°C ve
65°C°de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun sonunda tiiplerde olusan bulaniklik

pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.2.2.10. pH Tolerans Testi

Mikroorganizmalarin farkli pH degerlerinde iireyip iireyemedigini belirlemek
icin yapilir. Buna gore 5-10 arasindaki pH degerlerinde Nutrient agar hazirlanmigtir.
Hazirlanan besi yeri ortamina ¢izgi seklinde ekilen izolatlar 37°C’de 24 sa inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyonun  sonunda  iiremenin  gdriilmesi  pozitif  olarak

degerlendirilmistir.

3.2.2.11. Karbonhidrat Fermantasyon Testi

Mikroorganizmalarin karbonhidratlar1 ayristirma yeteneklerini tespit etmek
amactyla yapilmustir. icerisinde %1 oraninda karbonhidrat bulunan fenol red indikatérlii
besiyerine aktiflestirilmis kiiltiirlerden 0,1 ml alinarak karbonhidrat igeren tiiplere ekimi
yapilmustir. 37°C’de 1-10 giin inkiibasyona birakilarak tiipler her giin kontrol edilmistir.

Besi yerinin renginin kirmizidan sartya donmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.2.2.12. SDS-PAGE Analizi

Toplam hiicre proteinlerinin ekstraksiyonu i¢in Laemmli (1970)’nin gelistirdigi,
Berber ve ark. (2003) tarafindan modifiye edilen yontem kullanilmistir. Toprak ve su
orneklerinden izole edilen Bacillus spp., suslar1 24 saat siireyle Nutrient Broth besi
yerinde gelistirilerek aktiflestirilmistir. Gelisen 6rneklerden 5’er mL NB besi yeri iceren
tiiplere bir 6ze dolusu asilama yapilarak 37°C’de 24 saat gelistirilmistir. Bu siire
sonunda gelisen orneklerden 1,5 mL temiz bir ependorf tiipiine alinmistir. 12.000 rpm
de 5 dk santrifiij (Hanil Science Industrial, HM-150 IV, Japan) edilmistir. Supernatant
fazi atilarak pellet tizerine 100 pl serum fizyolojik ilave edilerek 3 kez yikanmustir.
Yikama islemi sonrasinda kalan pellet iizerine 20 pl 6rnek tamponu (sample buffer)
ilave edilmistir. Daha sonra 80°C’de 5 dk kaynatilarak ¢oziiniir proteinler ekstrakte
edilmistir. Ornekler -20°C’de saklanmistir. Toplam hiicre proteinleri 1 mm kalinliginda
(%4’liik toplayici ve %10’luk ayirici) jelde dikey elektroforez tankinda (Hoefer SE400-
USA) toplayict jel boyunca 20 mA ve ayirict jel boyunca 30 mA’lik sabit akim

uygulanarak yiirlitme islemi gerceklestirilmistir. Son olarak jeller Comassie Brillant
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Blue (R-250) ile boyanarak (Laemmli, 1970) jellerin fotograflari (HP Scan-jet G2410)
cekilerek diger islemler igin bilgisayar ortamina aktarilmistir. Proteinlerin molekiiler
agirliklarim belirlemek icin PageRuler™ Unstained Protein Ladder, Fermantas,
SM0661) kullanilmistir. Jeller %7°lik asetik asit soliisyonunda bekletilmistir.

Poliakrilamid jel elektroforezde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler EK-3’de verilmistir.

3.2.2.13. Plazmid Analizi

Plazmid DNA ekstraksiyonu i¢in O'sullivan ve Klaenhammer (1993), yontemi
modifiye edilerek kullanilmigtir. Bacillus spp., 6rneklerinden 5 ml LB besi yerine tek
koloniden ekimler yapilmis ve 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir. 1.5 ml’lik bakteri bir
eppendorf tiipiine aktarilmis ve 10.000 rpm hizda 1 dk santrifiij edilmistir. Ust faz
atilarak pellet icerisinde bulunan bakteriler, 200 pl 30 mg/ml lizozim igeren %25
siikrozda ¢ozdiiriilerek 37°C’de 15 dk bekletilmistir. Cozeltiye 400 ul alkalin SDS
soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 7 dk bekletilmistir. Cozelti tizerine 300 pl soguk 3
M sodyum asetat (pH:4,8) eklenip 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant
temiz eppendorfa alinmis ve iizerine 650 pl oda sicakliginda olan izopropanol eklenip
15.000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir. Tiim siv1 atilip kalan pellete 320 pl steril dH,0,
200 pl 7,5 M amonyum asetat ve 350 pul fenol/kloroform eklenerek 15.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant yeni tiipe alindi ve 1 ml soguk (-20°C) etanol eklenip
15.000 rpm’de 15 dk santifiij edilmistir. Pellet {izerine %70’lik etil alkol eklenerek
plazmid DNA’s1 yikanmistir. Alkol uzaklastirilip pellet 40 ul TER (TE+RNase) icinde
cozdiiriilmiistiir. Analize kadar -20°C’de saklandi. Plazmid DNA icin kullanilan

¢ozeltiler Ek-4’de verilmistir.

3.2.2.14. Genomik DNA Analizi

Bacillus spp. suslarinin genomik DNA izolasyonu, Sambrook ve ark. (1989) nin
yonteminde bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Bacillus 6rneklerinden 5 ml
LB besi yerine tek koloniden ekimler yapilmis ve 37°C’de bir gece gelismeye
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 5 ml’lik bakteri kiiltiiriinden 1,5 ml steril ependorfa
alimip mikrosantrifiijde (Hanil Science Industrial, HM 150 IV) 10.000 rpm’de 5 dk

santrifiijlenmistir. Ust faz uzaklastirildiktan sonra pellet 500 ul TE tamponu igerisinde
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cozdiriilmiistiir. Cozelti lizerine 50 ul SDS ve 25 pl proteinaz K eklenerek hafifce
karistirilmis ve 55°C’de 30 dk bekletilmistir. Daha sonra 575 ul fenol-kloroform (1:1)
eklenerek vortekslenmis ve 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Supernatant
kismindan 500 pl steril bir ependorfa alinarak 500 ul fenol-kloroform (1:1) eklenmistir.
14.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Tekrardan 500 ul supernatant steril ependorf
tiipe aktarilarak 50 pl sodyum asetat (3M pH:5,2) ve 330 ul izopropanaol eklenerek
tiipler alt {ist edilip DNA goriiniir hale getirilmistir. 14.000 rpm’de 10 dk santrifiij
edilerek DNA ¢oktiiriilmiistiir. Ust faz atilarak pellet 100 pl %70’lik etil alkol ile
yikanmustir. Tiipler ters gevrilerek alkoliin uzaklagmasi saglanmistir. Son olarak DNA
iizerine 100 ul TE buffer ve 2 ul RNaz eklenmistir. izole edilen DNA &rnekleri -
20°C’de saklanmistir. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler

EK-5’de verilmistir.

3.2.2.15. Agaroz Jel Elektroforez

Bakterilerden izole edilen plazmid ve genomik DNA sirasiyla %0,7 ve %]1°lik
agaroz jelde 1X TBE bufferde yiiriitiilmiistiir. Plazmid ve genomik DNA &rnekleri jele
yiiklendikten sonra jel 80 voltluk sabit akimda yaklasik 2,5-3 saat siireyle elektroforez
cihazinda (Thermo Scientific-MS1509112955, UK) yiiriitilmistiir. Yiirtitme isleminin
bitiminde jellerin fotograflar1 UV transilliminatér (Cleaver-MicroDOC, UK) altinda

cekilmistir ve diger islemler i¢in bilgisayar ortamina aktarilmistir.

3.2.2.16. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Caligmada en iyi enzim aktivitesini gosteren Bacillus spp. suslarinin 16S rRNA
genleri analiz edilmistir. PCR analizinde kullanilan primerler Cizelge 3.3.’de PZR

reaksiyon karisimi ve kosullar1 Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.3. PZR Analizinde Kullanilan Primerlere Ait Bilgiler

Primer Sekans Referans

519F 5'-CAG CMG CCG CGG TAA TAC-3’
Abell ve McOirist,
1492R 5'-GGT TACCTT GTT ACG ACT T-3' (2007)
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Cizelge 3.4. PZR Reaksiyon Karigimi

PCR bilesenleri Hacim (ul)
Distile su 40 pl
MgCl, (25 mM) 15ul
10X PCR tamponu 5ul
dNTP mix (10 mM) 0.5ul
Primer 1(50 pmol/ul) 0,5 ul
Primer 2 (50 pmol/ul) 0,5 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/pl) 1ul
PCR karigiminin toplam hacmi 49 wl
Bakteri DNA’s1 1 pl
Toplam hacim 50 pl

Cizelge 3.5. PZR Kosullar1

Reaksiyon Asamasi Sicaklik (°C) Siire Daéngii Sayist

[k Denatiirasyon 95 7 dk 1

Denatiirasyon %4 1dk

Primer Baglanmasi (Anneling) 4 1dk 25

Zincir Uzamasi (Extension) 72 15dk

Son Uzama (Extension) 2 6 dk -

4 e ©

Bekleme

PZR uygulamalar1 Techne TC-5000 (California-USA) marka cihazda yiiriittildii.
Termal dongli cihazinda reaksiyon tamamlandiktan sonra, oOrnekler elektroforez

islemleri yapilincaya kadar + 4°C’de bekletildi.

3.2.2.17. 16S rRNA icin Agaroz Jel Elektroforezi

PZR reaksiyonu tamamlanan ornekler %1,8’lik agaroz jelde 1X TBE bufferde
yiiriitiilmiistiir. Ornekler jele yiiklendikten sonra jel 80 voltluk sabit akimda yaklasik

2,5-3 saat siireyle elektroforez cihazinda (Thermo Scientific-MS1509112955, UK)

yiirtitiilmistlir. Yiritme isleminin bitiminde jellerin fotograflar1 UV transilliiminator
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(Cleaver-MicroDOC, UK) altinda ¢ekilmistir (Sekil 4.8.). Sekans analizi ig¢in hizmet

alim1 yapilmustir.

3.2.2.18. Plazmid ve Protein profillerinin Istatistiksel Analizi

Plazmid ve protein bandlarmin molekiiler agirliklar1 Total Lab 1D Manual
R11.1, UK programi kullanilarak hesaplanmistir. Jel goriintiileri programa yiiklendikten
sonra bandlar piksel pozisyonlarma gore belirlenmistir. Bu islemlerin ardindan
isaretlenen bandlar molekiiler agirliklart marker’a gore belirlenmistir. Kiimeleme analizi
icin veriler Phoretix 1D-Pro (Totallab, UK) programi kullanilarak Jaccard’in benzerlik
katsayisi temeline gére unweighted pair-group metod using aritmetic averages

(UPGMA) metoduyla hesaplanarak dendrogramlar olusturulmustur.

3.2.2.19. 16S rRNA istatiksel Analizleri

MedSanTek firmasindan hizmet alimi yapilmistir. Dizi analizleri ClustalW
(Multiple sequence Alignment) kullanilarak hizalanmistir. Elde edilen diziler GenBank
veri tabaninda bulunan referans diziler ile BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programi kullanilarak karsilastirilmisti. MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics

Analysis ) programi kullanilarak filogenetik agag¢ olusturulmustur.

3.2.3. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan besi yerleri, poliakrilamid
Jel Elektroforezinde kullanilan tampon ve ¢ozeltiler ile boya ve ¢ozeltiler EK-7’de

verilmistir.

3.2.3.1. Kat1 Besi Yerinde Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Izole edilen Bacillus suslart pH:7 olan M9 Nisastali agar besi yerine ¢izgi
seklinde ekimleri yapilarak 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda suslarin amilaz aktivitelerinin belirlenmesi i¢in petri kutusunun

kapagima dokiilen iyot buharina tutularak boyama islemi gerceklestirilmistir. Boyama
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islemi sonunda nigasta igeren zemin koyu maviye boyanirken, amilaz enzimi lireten
kolonilerin g¢evresinde seffaf zon olusumunun gozlenmesiyle, bu suslar amilaz pozitif

olarak degerlendirilmistir (Arikan, 2008).

3.2.3.2. Kat1 Besi Yerinde Seliilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Izole edilen suslar pH:7 olan CMC Agar besi yerine ¢izgi seklinde ekimleri
yapilarak 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresinin sonunda
petri kutusuna iyot solusyonu c¢ozeltisinden dokiilerek suslar yaklasik 5 dk boyunca
boyanmistir. Boyama islemi sonunda kolonilerin ¢evresinde seffaf zon olusumu pozitif

olarak degerlendirilmistir (Kasana ve ark., 2008)

3.2.3.3. Kat1 Besi Yerinde Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Izole edilen suslar pH:7 olan skimmilk’li agar besi yerine ¢izgi seklinde ekilerek
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda besi yerindeki
kolonilerin etrafinda seffaf zon goriinmesi proteaz pozitif, goriilmemesi ise proteaz

negatif olarak degerlendirilmistir (Adinarayana ve ark, 2003).

3.2.3.4. Bacillus Suslarimin Kati Besi Yerinde Uredigi ve Enzim

Sentezlerinin Gerg¢eklestigi Sicaklik ve pH Araliginin Saptanmasi

Bu amagla pH’s1 5-10 arasinda degisen degerler ve 25°C, 35°C, 45°C ve 55°C
sicakliklar i¢in Nisastali M9, CMC agar, skimmilk’li agar besi yerleri hazirlanarak
tanimlamalar1 yapilan amilaz, selillaz ve proteaz pozitif suslar agar iceren kati besi
yerlerine ekilmistir.

Amilaz pozitif olanlar 72 saat, seliilaz ve proteaz pozitif olanlar ise 24 saat
siiresince 37°C’de inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon sonunda iireme ve enzim sentezinin

gerceklestigi pH ve sicaklik aralii, koloni ve aktivite zon caplari dl¢iilerek saptanmigtir
(Voget ve ark, 2006).
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3.2.35. Optimum Ureme ve Enzim Prodiiksiyonu I¢in Gerekli Tuz

Konstrasyonlarinin Saptanmasi

Enzim sentezleme yetenegi pozitif suslar icerisinde her {i¢ enzim ig¢in uygun
substratlarin bulundugu, farkli konstrasyonlarda tuz igeren (%3, %5, %7, %10, %13,
%15 ve %20) besi yerlerine ekim yapilarak her li¢ enzim igin uygun siireyle belirlenen

sicakliklarda tiretilmis ve aktivite analizleri yapilmistir (Aygan, 2008).

3.2.3.6. Siv1 Kiiltiirde Amilaz Enzim Uretimi ve Kismi Saflastirmasi

Enzim aktivitesi yiiksek olarak belirlenen sus; optimum pH ve tuzlulukta
nigastali s1v1 besi yerine asilanmigtir ve optimum oldugu sicaklikta 72 saat 250 dev/dk
calkalamali inkiibatorde gelistirilmistir. Stire sonunda +4°C’de ve 5000 dev/dk 45
dakika santrifiij edilerek siipernatant elde edilmistir. Siipernatant temiz bir ortama alinip
tizerine %70 oraninda %96’lik soguk etil alkol ilave edilerek -33°C’de bir giin
bekletilmistir. Bu islemi takiben, 6rnek +4°C’de ve 5000 dev/dk 45 dakika santrifiij
edilerek enzim sivi fazdan geri kazanilmistir. Cokelti pH:7.0’de 0,1 M’lik sodyum
fosfat tamponunda ¢oziilerek +4°C’de saklanmistir (Uziimcii ve ark., 2013; Bernfeld,
1995).

3.2.3.7. Swv1 Kiiltiirde Seliilaz ve Proteaz Enzim Uretimi ve Kismi

Saflastirma

Enzim {iretimi i¢in segilen suslar; uygun pH ve tuzlulukta CMC ve skimmilk’li
s1v1 besi yerinde optimum sicaklikta sirasiyla 48 saat ve 24 saat calkalamali inkiibatorde
gelistirilmigtir. Kiiltiir +4°C’de 5000 dev/dk 45 dk santrifiij edilerek siipernatant elde
edilmistir. Siipernatant amilaz enzim iiretiminde oldugu gibi temiz bir ortama alinip
izerine %70 oraninda %96’lik soguk etil alkol ile muamele edilerek -33°C’de 24 sa
bekletilmistir. Siire sonunda +4°C’de 5000 dev/dk 45 dk santrifiij edilerek enzim sivi
fazdan geri kazanilmistir. Pellet; pH:7 0,1M fosfat tamponunda +4°C’de saklanmistir
(Arikan, 2008).
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3.2.3.8. Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerinin Saptanmasi

Kismi saflastirma yontemi ile elde edilen enzimlerin optimum pH degerinin
saptanmasi i¢in %1 kazein, CMC ve nisasta i¢eren Na-fosfat (pH:6.0-8.0), Glisin-NaOH
(pH:8.5-10.5), Boraks-NaOH (pH:11-12.5) tamponlart kullanilmigtir. Aktivite tayini
icin 0,5 mL enzim ve 0,5 mL farkli pH’larda hazirlanmis substrat karistirilmistir.
Proteaz ve Amilaz enzimi 45°C’de seliillaz enzimi 55°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda enzim-substrat karisimmna toplam hacmi kadar %10’luk TCA
(proteaz enzimi i¢in) ve DNS (amilaz ve seliilaz) ¢ozeltisinden eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Omekler 5 dk kaynatma isleminden sonra sogutma islemi
uygulanmistir. 550 nm (amilaz ve seliilaz) ve 280 nm (proteaz) dalga boyunda kore
kars1 okuma yapilarak absorbans degerleri elde edilmistir (McTigue ve ark., 1995; Egas
ve ark.,1998; Arikan, 2008). En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH 100 olarak
kabul edilmistir. Diger pH degerleri de bu degere gore oranlanarak kalan enzim

aktivitesi saptamuistir.

3.2.3.9. Enzimlerin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicakhk Degerinin

Saptanmasi

Aktivite tayini i¢in 0,5 mL enzim ve 0,5 mL optimum pH’da hazirlanmis
substrat bir tiipte karistirilmistir. 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100°C’de su
banyosunda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda toplam hacim kadar
%10’luk TCA ve DNS cozeltisinden eklenerek reaksiyon durdurulmustur. 5dk’lik
kaynatma ve ardindan sogutma iglemi uygulanarak 550 nm ve 280 nm dalga boyunda
kore karst okuma yapilmistir. En yiiksek absorbansin elde edildigi sicaklik 100 kabul
edilerek diger sicaklik degerleri hesaplanmistir (McTigue ve ark., 1995; Egas ve
ark.,1998; Arikan, 2008; Nouadri ve ark., 2010).

3.2.3.10. Enzimlerin Sicaklik Stabilitesinin Saptanmasi

Sicaklik stabilitesinin hesaplanmasi i¢in enzimler 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
ve 100°C°de 30 dk boyunca 6n inkiibasyona birakilmistir. On inkiibasyon sonrasinda

0,5 mL enzim ve optimum pH’da hazirlanmis substrat bir tiipte karistirilarak optimum
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sicaklikta su banyosunda 30 dk boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda DNS
(amilaz ve seliilaz) ve %10 TCA (proteaz) eklenerek enzim durdurularak 5 dk sogutma
islemi uygulanmis ve spektrofotometrik 6lgiim yapilmistir (Arikan, 2008; Burhan ve
ark., 2003). On islemden gecirilmemis enzim Orneginin analizi sonucunda elde edilen
absorbans degeri 100 kabul edilip diger sonuglar bu okunan degere gore oranlanarak

kalan enzim aktivite hesaplanmistir.

3.2.3.11. Enzimlerin pH Stabilitesinin Saptanmasi

Enzimlerin pH stabilitesinin saptanmasi i¢in pH:7.0; 8.0; 9.0; 10.0; 10.6; 11.0 ve
12.0 degerleri se¢ilmistir. Stok enzimlerden 2 mL epondorf tiiplere alinarak 15.000
rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant atildiktan sonra pellet iizerine hazirlanan
pH tamponlarindan eklenerek enzimin sivilagsmasi saglanmis ve optimum sicaklik
degerlerinde 24 saat 6n inkiibasyona birakilmistir (Egas ve ark., 1998; Burhan ve ark.,
2003). On islem uygulanmamis enzim Srneginin analizi sonucu elde edilen absorbans
degeri 100 kabul edilerek 6n islemden gecirilmis Orneklerden elde edilen degerlerin

oranlanmasi sonucu kalan enzim aktivite hesaplanmaigtir.

3.2.3.12. Farkh NaCl Konsantrasyonlarimin Enzim Aktiviteleri Uzerine

Etkilerinin Saptanmasi

Stok enzim orneginden 2 mL ependorf tiiplere alinarak 15.000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilmistir. Ust faz atildiktan sonra pellet iizerine %3; %5; %7,5; %10; %15 ve
%20 NaCl ¢ozeltilerinden 2 mL eklenmistir. Stvilasan enzim optimum sicaklikta 1sa 6n
inkiibasyona birakilmigtir. On inkiibasyondan sonra 0,5 mL enzim ve optimum pH’da
hazirlanmis substrat karistirilarak optimum aktivitenin gerceklestigi sicaklikta 30 dk
boyunca inkiibasyon gergeklestirilmistir. Ornek iizerine esit hacimde DNS ve %10’ luk
TCA eklenerek enzim aktivitesi durdurularak spektrofotometrede ol¢iim yapilmistir
(Aygan, 2008; Haliskaranfil, 2012).
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3.2.3.13. inhibitorlerin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkileri

Enzim inhibit6rii olarak 5 mM EDTA, 5 mM CacCl,, 5 mM BaCl,, 5mM ZnCl,,
5 mM MnCl,, 5 mM Na,SOz, 5SmM Ure, 5 M IAM, %1v/v B-Merkaptoetanol, %1w/v
SDS ve %1v/v Triton X-100 kullanilmigtir. Her bir inhibitér madde igin stok enzim
orneginden 2 mL ependorf tiiplere alinarak 15.000 rpm de 15 dk santrifiij edilmistir. Ust
faz atilarak 2 mL olarak hazirlanan inhibitor ¢oziiciiler pellet iizerine eklenmistir.
Ornekler 1 sa 6n inkiibasyona birakilmistir. On islemden sonra her tiipten 0,5 mL enzim
almip tizerine 0,5 mL optimum pH’da hazirlanmis substrat eklenerek optimum
aktivitenin gerceklestigi sicaklikta 30 dk inkiibe edilmistir. On islem uygulanmamis
enzim Orneginin analizi sonucu elde edilen absorbans degeri 100 kabul edilerek 6n
islemden gecirilmis 6rneklerden elde edilen degerlerin oranlanmasi sonucu kalan enzim

aktivite hesaplanmistir (Lo ve ark., 2001; Burhan ve ark., 2003).

3.2.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezinde (PAGE) Molekiiler Agirhk ve

Zimogram Analizi

Enzimlerin molekiil agirliklar1 ve zimogram analizleri igin SDS-PAGE Jel ve

Native Jel sistemleri kullanilmistir.

3.2.4.1. SDS-PAGE Sisteminin Hazirlanmasi

Ayirict ve dengeleyici jelin bilesimi EK-4’te belirtilen oranlarda hazirlanmistir.
Once %12’lik ayirict jel cam plakaya dokiilmiistiir. Jelin {ist yiizeyi diizgiin bir tabaka
elde etmek amaciyla 1:1 biitanol-su karigimiyla kapatilarak oda sicakliginda
polimerizasyona birakilmistir. Ayirma Jelinin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra
1:1 biitanol-su karisimi uzaklastirilmistir. Jele 6rnek sayisina uygun tarak yerlestirilerek
tizeri uygun hacimde dengeleme jeli ile ortiilmiis ve oda sicakliginda polimerizasyona
birakilmigtir (Turus, 2011).
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3.2.4.2. Enzim Orneklerinin Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Yikleme tamponu ile karistirilan Ornekler 5 dk kaynatilarak tam bir
denatiirasyon saglanmistir. Eger uygulama dogal (Native) jel ise kaynatma islemi
uygulanmamistir. Enzim Orneklerinden 30 pl jele yiikleme yapilmistir. Goriiniir
bandlarin molekiiler agirligini tespit etmek amaciyla marker proteini kullanilmistir.
Yiiritme islemi dikey elektroforez tankinda dengeleyici jel boyunca 25 mA, 6rnek

ayirici jele ulasinca 12 mA akim uygulanarak gergeklestirilmistir (Turus, 2011).

3.2.4.3. Zimogram Analizi i¢in SDS-PAGE Sisteminin Hazirlanmasi

Seliilaz ve Proteaz enzimlerinin zimogram analizleri CMC ve Kazein iceren
SDS-PAGE’de gergeklestirilmistir. Bu amagcla hazirlanan jel karisimina %3’lik CMC
(W/v), proteaz (w/v) ¢ozeltilerinden 1 mL eklenerek polimerizasyon gerceklestirilmistir.
Bu islemden sonraki uygulamalar standart SDS-PAGE uygulamasina gore yapilmistir
(Turus, 2011).

3.2.44. Amilaz Enzimi Zimogram Analizi icin Dogal (Native) Jelin

Hazirlanmasi

Jel bilesenleri SDS’siz olarak hazirlanir. Jel karigimlarinin hazirlanmasi ve
elektroforez uygulamasi onceki asamalarda anlatildigi gibidir. Jel elektroforezinde
kullanilan tampon ve ¢ozeltiler EK-3’te verilmistir.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra jel pH’s1 8 olan Nisastali 50 mM
Glisin-NaOH tamponu igerisinde 40°C’de c¢alkalamali inkiibator kullanilarak (50
devir/dk) 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda liigol ¢dzeltisi kullanilarak
5-10 dakika boyama yapilip aktivite zonu aranmistir (Aygan, 2008).

3.2.4.5. SDS-PAGE Jelinin Boyanmasi ve Zimogram Analizleri
Elektroforezden sonra ¢ikarilan jel boyama soliisyonuna (Ek:3) konulmustur. Bir
gece boyama soliisyonu i¢inde birakildiktan sonra saf su ile birka¢ kez yikanmustir.

Boyanin uzaklastirilmas1 amaciyla yaklasitk 4 saat boya c¢ikarma soliisyonunda
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birakilarak Ornekler goriiniir hale gelmistir. Siire sonunda jel saklama soliisyonunda
tutulmustur.

SDS-PAGE uygulamasinda zimogram analizi amaglandiginda boyama islemi
yerine renatiirasyon islemi uygulanmistir. Renatiirasyon islemi ii¢ farkli ¢ozeltide farkl
sicaklik siireler kullanilarak jelden SDS’nin ¢ikarilmasi esasina dayanir. Bu amagla jel
sollisyon 1’de 1 saat (50 devir/dk), soliisyon 2’de bir gece +4°C’de bekletilmistir.
Soliisyon 3’te ise 1 saat inkiibasyon gerceklestirilmistir. Renatiirasyon isleminden sonra
jel steril bir kaba alinip enzimin izole edildigi sicaklikta 6 saat inkiibasyon yapilmustir.
Inkiibasyonun sonunda seliilaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla %0,1°lik Kongo Red
(w/v) ¢ozeltisinde 15 dk boyama yapilmistir. Ardindan 1 M NaCl ¢ozeltisi kullanilarak
boyanin geri alinmasi islemi gerceklestirilmistir. Sar1 zonlar enzimin aktivite gosterdigi
bolgelerdir. Amilaz enzimi aktivasyon zonunu belirlemek i¢in ise jel iyodin boyasi (100
mL) igerisine alinarak 15 dk boyama islemi uygulanmistir. Olusan seffaf zon enzimin
aktivite gosterdigi bolgedir (Aygan, 2008; Haliskaranfil, 2012).

Proteaz enziminin renatiirasyon islemi ise iki asamada gerceklestirilmistir.
Birinci asamada jel %2,5’luk Triton- X100 soliisyonun i¢ine konularak 1 saat siireyle
SDS’nin uzaklastirilmasi i¢in inkiibasyon ger¢eklestirilmistir. Diger agsamada ise jel 50
mM  Tris-HCl (pH:7.5) ¢ozeltisine alinarak 40°C’de 30 dakika inkiibasyona
birakilmigtir. Siire sonunda jel %10 TCA ile muamele edilerek reaksiyon
durdurulmustur. Renatiirasyon islemi tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue
R250 boyast ile boyanarak aktivite bantlar1 goriinlir hale getirilmistir. Aktivite
bantlarinin molekiiler agirliklart marker ile kiyaslanarak hesaplanmistir (Arikan, 2008;

Turus, 2011).

3.2.5. Enzim Substrat Reaksiyonu Sonunda Ac¢iga Cikan Son Uriinlerin

Saptanmasi

Enzim-substrat etkilesimine bagli olarak substratlarin hidrolizi sonucunda son

{irlin veya iiriinlerin saptanmast i¢in ince Tabaka Kromatografisi (TLC) uygulanmustir.
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3.2.5.1. Amilaz Enzimine Ait Son Uriinlerin Saptanmasi

Hazir olarak alinan plakalar 110-120°C’de inkiibatorde 30-60 dk aktive
edilmistir. Firinda aktiflestirilmis silika plakalara optimum aktivite sicakliginda bir saat
inkiibe edilmis enzim-substrat karisimindan 5 pL. ve 10 uL plaka tizerine damlatilmistir.
Damlama capinin 3 mm’yi gegmemesine 0zen gdsterilmistir. Son {iriiniin dogrulugunu
saptamak amaciyla ayni plaka iizerine marker-standart olarak %4 glikoz, maltoz,
maltotrioz ¢o6zeltilerinden de ilave edilmistir. Hazirlanan plaka solvent ¢ozeltisine
batirilarak (biitanol: asetik asit: distile su 3:1:1) molekiillerin go¢ etmeleri saglanmistir.
Bu islem kapali ortamda 4-8 saat siireyle gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda
iriinlerin goriiniir hale gelebilmesi amaciyla plaka iizerine %20 H;SO4 cozeltisi
puskiirtiilmiigtiir. Bu uygulamanin ardindan plakalar 120°C’lik etiive konularak 30
dakika bekletilmistir (Aygan, 2008; Haliskaranfil, 2012).

3.2.5.2. Seliilaz Enzimine Ait Son Uriinlerin Saptanmas

Aktiflestirilen plakalara optimum aktivite sicakliginda 1 saat bekletilmis enzim-
substrat karisimindan 5 ve 10 pl damlatilmistir. Son {irliniin dogrulugunu saptamak
amaciyla ayni plaka lizerine marker olarak %4 glikoz, maltoz ve maltotiroz ¢ozeltileri
ilave edilmistir. Hazirlanan plakalar solvent c¢ozeltisine batirilarak (kloroform: asetik
asit: distile su 6:7:1) tiriinlerin gog¢ etmeleri saglanmistir. Yiriitme islemi kapali ortamda
4-8 saat stirmiistiir. Siire sonunda trlinlerin goriiniir olabilmesi i¢in anilin-difenilamin-
ortofosforik asit karigimi jel ilizerine puskiirtiilmiistiir. Silika Jel 120°C’ye konularak
kurumasi beklenilmistir (Aygan, 2008; Haliskaranfil, 2012).
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4. BULGULAR

Arastirmada Sinop ilinde farkli bolgelere ait 51 toprak 6rneginden 80 ve 14 su
orneginden 46 olmak tizere toplam 126 adet Bacillus spp. izolatinin karakterizasyonu
cesitli biyokimyasal testler kullanilarak yapilmistir. Ayrica plazmid igerikleri, SDS-
PAGE hiicre i¢i toplam protein profilleri, amilaz, seliilaz ile proteaz enzim aktiviteleri

ile 16S rRNA dizileri belirlenmistir.
4.1. Bacillus spp. izolatlarimin Biyokimyasal Test Sonuclar

Izole edilen 126 adet Bacillus susuna biyokimyasal testler uygulanmistir
Uygulanan test sonuglarina gore izole edilen Bacillus suslart Gram-pozitif, ¢ubuk
seklinde, endospor olusturabilen ve katalaz pozitif olarak belirlenmistir. Yapilan enzim
aktivitesi calismalarinda toplamda 54 (40 (%50) toprak ve 14 (%30,43) su kokenli)
izolatin yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu belirlenmis ve calismaya bu suslarla
devam edilmistir. Bu suslara ait biyokimyasal test sonuglar1 Sekil 4.1-4 ve Cizelge 4.1-

4’ de verilmistir.

45
40
35
30
25
20
15
10

amilaz seliilaz proteaz

(6]

® su kaynakli izolat W toprak kaynakli izolat

Sekil 4.1. Amilaz, Seliilaz ve Proteaz Aktivitesine Sahip Bacillus izolatlarinin Oranlart
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=

= %2 NaCl = %5 NaCl = %7 NaCl =%10 NaCl

Sekil 4.2. Farkli NaCl Konsantrasyonlarinda Gelisme Gosteren Bacillus izolatlarinin Oranlar

100% 100%
94,44%
88,88% 83,33%
| I I I
pH: 5 pH: 6 pH: 7 pH: 8 pH: 9 pH: 10
Sekil 4.3. Farkli pH’larda Gelisme Gosteren Bacillus izolatlarinin Oranlar
100% 100%
87,03%
44,44%
27,77%
12,96%
4°C 25°C 35°C 45°C 55°C 65°C

Sekil 4.4. Farkl1 Sicakliklarda Gelisme Gésteren Bacillus izolatlariin Oranlar
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indirgeme yeteneginin oldugu ve jelatini

nitrite

suslarin  nitrati

Bazi

pargalayabildigi goriilmiistiir. Yapilan karbonhidrat testlerine gore toprak kokenli

suslarda gaz olusumu gozlenmedigi ve laktozu kullanamadigi, glikoz, maltoz, seliiloz,

fruktoz, trehaloz, galaktoz, mannoz ve arabinozu bir kismin1 kullandig1 tespit edilmistir.

Su kokenli suslarin ise uygulanan karbonhidratlarin ¢ogunlugunu kullandig1 bir kismini

kullanamadigi goriilmiistiir (Cizelge 4.5-4.6).

Cizelge 4.1. Toprak Kokenli Bacillus Suglarinin Biyokimyasal Test Sonuglari

urejar

JellIN

nwns$njQ
4:19)

sebop
zejerey
0T-Hd
6:Hd
g:Hd
,:Hd
9:Hd
G:Hd
10BN 0T%
10BN L %
IOBN S %

IOEN ¢ %

nwn$njQ
Jods
eweAog
welo

ON $ng

11
12
29
33
34

38
39
40
44
45

48

49

50
51

53
54
55
56
57

59

62

63
65
66
67
68
69
70
71

72
74
76
78
79

80
(-): negatif, (+): pozitif,
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Cizelge 4.2. Su Kokenli Bacillus Suslarinin Biyokimyasal Test Sonuglari

unelar
JellIN
sabo
zejerey
0T-Hd
6:Hd
g:Hd

J Hd
9:Hd
G:Hd
IOBN 0T1%
10BN L%
10BN §%

10BN ¢%

nwns$njO
Jodg

ewelog
welo

ON $ng

S1

S4

S18
S20
S23
S25
S29
S34
S36
S39
S44
545
S48

S50
(-): negatif, (+): pozitif, (S): Su Kokenli Suslar

Cizelge 4.3. Su Kokenli Bacillus Suslarinin Sicaklik Test Sonuglari

25°C 37°C 45°C 55°C 65°C

4°C

Bakteri No.

S1
S4
S18
S20
S23
S25
S29
S34
S36
S39
S44
S45
S48
S50

(-): negatif, (+): pozitif
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Cizelge 4.4. Toprak Kokenli Bacillus Suglariin Sicaklik Test Sonuglari

Bakteri No. 4°C 25°C 37°C 45°C 55°C 65°C
2 - + + + - -
3 - + + + - -
4 + + + + - -
7 - + + + - -
9 - + + + - -
11 - + + + - -
12 - + + + - -

29 - + + + + -
33 + + + + - -
34 - + + + - -
38 - + + + + -
39 - + + + - -
40 + + + + - -
44 - + + + + +
45 + + + + + +
48 " + + + - -
49 - + + + + -
50 + + + + + +
51 = + + + - -
53 - + + + - -
54 + + + + k +
55 + + + + - -
56 - + + + - -
57 - + + + - -
59 - + + + - -
62 - + + + + +
63 - + + + - -
65 + + + + - -
66 - + + + - -
67 + + + + - -
68 - + + + + +
69 - + + + - -
70 + + + + - -
71 - + + + - -
72 - + + + - -
74 - + + + - -
76 + + + + - -
78 - + + + - -
79 - + + + - -
80 - + + + - -

(-): negatif, (+): pozitif
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Cizelge 4.5. Toprak Kokenli Bacillus Suslarinin Karbonhidrat Fermantasyon Sonuglart

Glikoz

Laktoz

Gaz

Olusumu

Galaktoz

Laktoz

+| Mannoz

Fruktoz

+| Trehaloz

Arabinoz

+| Maltoz

O ~NDhwN Su$N0

11
12
29
33
34
38
39
40
44
45
48
49
50
51
53
54
55
56
57
59
62
63
65
66
67
68
69
70
71
72
74
76
78
79
80

LT T T T S T S e S S R S

P4 + 4+ 0+ + 4+

+

+ +

1 + 1

+

+ + 4

+

Tk T T T T T i

+

4+ 4+ 1

+

T T T i S S e S S R T Tk

+ + + +

+ o+ + +

+ + '

+

L i

S LT I i L L

+ +

(-): negatif, (+): pozitif
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Cizelge 4.6. Su Kokenli Bacillus Suslarinin Karbonhidrat Fermantasyon Test Sonuglart

N N B —
= £ ¢ g 2 N 2 0y 8
) ~N N N g = c N avd o N ~ c o o
Z. o e} o = T < e > © S = ] ) S
e = i T NFB O = v, L < = o p= N4 N
= —_ = [3+] C = 1 | = 1 h T | | v
n O n - (ON@) @] (@] n (@] — = (a) (@] o [a)
S1 - - - + + + - + -
S4 - - - - - - - - - - + - -
S18 + + + - + + + + + + + + -
S20 + + + - + - - + + + -
S23 - - - + + + + -
S25 - - - - + + + + + -
S29 - - - + - - + - + - -
S34 - - - + + + + + + + +
S36 - - - + - + + + + + + +
S39 + + + + + + + + + + -
S44 + + + + + + - + + + +
S45 + + - - + - + + - -
S48 + - - + + + + + + -
S50 - - + + + - + +

(-): negatif, (+): pozitif

4.2. Bacillus Suslar1 SDS-PAGE Bulgulan

SDS-PAGE yontemi ile elde edilen toplam hiicre protein profillerine gore
toplamda 54 susun yiiksek (150-70 kDa) ve diisiik (60-40 kDa) molekiil agirligindaki
hiicresel protein desenleri arasinda benzerlik seviyesinin yiiksek oldugu saptanirken
toplam hiicre protein profillerine gére yapilan niimerik analiz sonucunda ise toprak ve
su orneklerinden izole edilen suslarin benzerlik diizeyinin 0,63 ve iizerinde iki biiyiik
gruba (A ve B) ayrildigi goriilmiistiir (Sekil 4.10).

Topraktan izole edilen bakterilerdeki diisitk molekiiler agirliklt a5 (54,9-48,6
kDa), a6 (41,1 kDa) ve a7 (38,7 kDa) ile isaretlenen proteinlerin tiim suslarda ortak
oldugu belirlenmistir. Bunun disinda suslar arasinda bazi farkliliklarin oldugu
gozlemlendi. Incelenen suslarda yiiksek molekiiler agirlikli al (72,3 kDa) ile isaretlenen
bandin 63, 65, 66 ve 80 numarali izolatlarda bulunmadig: tespit edilmistir. Ayrica a2
(69,8 kDa) ile isaretlenen band 4, 7, 12, 34, 38, 69, 74, 76 numaral1 suslarda; a3 (62,4
kDa) ile gosterilen band 49, 50, 51, 53, 57, 59, 63, 65, 66 numarali suslarda; a4 (58,7
kDa) ile gosterilen band 4, 7, 8, 12, 29, 33, 34, 38, 39, 40, 44, 49, 50, 51, 53, 56, 57, 59,
65, 66, 72, 74, 76, 78 ve 79 numarali suslarda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Topraktan izole Edilen Bacillus spp. SDS-PAGE Toplam Hiicre Protein Profilleri

Sudan izole edilen bakterilerdeki diisitk molekiiler agirlikli b3 (59,7 kDa), b4
(58,3-54,6 kDa), b5 (51,4 kDa) ve b7 (33,7 kDa) ile gosterilen bandlarin tiim suslarda
ortak oldugu belirlenmistir. Bunun disinda yiiksek molekiiler agirlikli bl (191,7 kDa) ile
gosterilen band S23 ve S50 suslarinda; b2 (139,9-98,4 kDa) ile gosterilen band S20,
S34, S36, S39 ve S44 suslarinda; b6 (42,3-38,6 kDa) ile gosterilen band S23, S25, S29,
S34 ve S39 suslarinda bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.6).

S1 S4 S18 S20 S23 S25 S29 S34 S36 S39 S44 S45 S48 S50 kDa

ekil 4.6. Sudan Izole Edilen Bacillus spp. SDS-PAGE Toplam Hiicre Protein Profilleri
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4.3. Bacillus Suslarimin Plazmid DNA Analizi Sonuclari

54 adet Bacillus spp. susunda biiytkligi 20,678 ile 2,156 baz ¢ifti arasinda
degisen 5 plazmid DNA bandi tespit edilmistir. (Sekil 4.7). Buna goére cl (20,678 bg) ile
gosterilen plazmidin 39 ve 50 numarali suslarda; c2 (16,248 bg) ile gosterilen plazmidin
39, 50 ve 63 numarali suslarda; c¢5 (2,156 bg) ile gosterilen plazmidin S39 nolu susta
oldugu belirlenmistir. ¢3 (9,800 bg) ile gosterilen plazmidin topraktan izole edilen 2, 3,
9, 11, 12, 29, 34, 40, 44, 45, 48, 51 ve sudan izole edilen S50 nolu suslar haricinde
digerlerinde bulundugu tespit edilmistir. c4 (5, 862 bg) ile gdsterilen plazmidin 62, 76,
80 ve S29 numarali suslarda bulundugu belirlenmistir. En ¢ok bant sayis1 ise 39 ve 50

numarali suslarda oldugu gozlenmistir.

13 47 910022933 34 38 30 40 44 45 48 49 50 51 S33455 56 5759 6163 6566 67 68 6970 71 72 7476 78 79 80 SI 54 S18 520 S23 §25 SI9S34S36539 S44 $45 S48 850 M

g ®

Y S
() .Ul LR B

Sekil 4.7. Bacillus spp. Plazmid DNA Profilleri

4.4, 16S rRNA Dizi Analiz Sonuglari

Yiiksek enzim aktivitesi gosteren 4, 9 ve 12 suslarin 16S rRNA gen bolgesi
519F-1492R oligoniikleotit primer ¢ifti kullanilarak PZR’la ¢ogaltilmistir. Dizi analizi
sonrasinda elde edilen sekanslar, yakin iliskili referans suslarin gen sekanslar ile gen
bankast (NCBI -National Center for Biotechnology Information) veri tabaninda
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi kullanilarak karsilagtirilmistir.
MEGA 7.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0) programindaki
Clustal W opsiyonuyla hizalamalar1 yapilan dizilerin bootstrap degeri 1000 olan
maximum likelyhood (olasilik) metotu kullanilarak olusturulan filogenetik agag¢ ii¢
susun da Bacillus cinsine ait oldugunu, Suslardan, 4 numara susun B. subtilis strain
CICC10048, 9 ve 12 numarali suslarin ise B. thuringiensis strain m-4 susuyla yakin
iligkili oldugunu gostermistir. Ek-8’de 4-9-12 numarali suslarin 16S rRNA dizileri

verilmistir.
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Sekil 4.8. Bacillus spp. 16S rRNA Jel Goriintiisii

1a — Bacillus subtilis strain CICC10048

Bl 4
—— Bacillus subtilis strain JCM 1465

- Bacillus tequilensis strain 10b

93 18

Bacillus mojavensis strain ifo 15718

3

& —— Brevibacterium halotolerans strain DSM 8802
2

o

— Bacillus axarquiensis strain CR-119

Bacillus safensis strain NBRC 100820

100 —— Bacillus paralicheniformis strain KJ-16

99 L—— Bacillus licheniformis strain BCRC 11702

13 Brevibacterium frigoritolerans strain DSM 6601

99

w

17 — Bacillus toyonensis strain BCT-7112

~

— Bacillus cereus
1 3 — Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792
1

—

— Bacillus thuringiensis Bt407
9

B Bacillus thuringiensis strain m-4
BlL— 12

— Bacillus anthracis strain lihwang 4A
— Bacillus anthracis strain ATCC 14578

Bacillus anthracis str. Ames strain Ames

—_
—

Sekil 4.9. Maksimum Likelyhood (olasilik) Metotu ile Molekiiler Filogenetik Analiz
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45. Amilaz Enzimi Icin Belirlenen Suslarin Farkh pH ve Sicakhk

Degerlerinde Uremesi ve Enzim Uretme Sonuclar

Calismada 54 sustan 17 tanesi toprak ve 4 tanesi su kokenli olmak {izere
toplamda 21 sus amilaz enzim {iretimi i¢in ayrilmistir. Bu suslar farkli sicaklik (25°C,
35°C, 45°C ve 55°C) ve farkli pH (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0) degerlerinde M9
nisasta-kati besiyerinde gelistirilerek lireme ve enzim sentezine ait bulgular Cizelge

4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Toprak ve Su Kokenli Suslarm Farkli Sicaklik ve pH degerlerinde Amilaz Uretimine ait
Sonuglar

25°C igin;
B"’I‘\‘I‘;e” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10

K <z | K zZ | K 2z | K zZ | K 7| K 2z

4 8 20| 6 13 | 6 12| 8 14 | 6 7 - -
29 5 23| 6 20| 6 20| 8 10| 7 10| s -
38 16 18 | 35 35 | 4 7 8 15| 6 10 | - -
49 15 25 | 20 25| 6 16 | 7 9 6 14 | - -
50 4 20| 5 12| 7 17| s 5 6 - 8 -
51 3 24| 5 12| 8 19| 7 1|7 15| - -
53 9 19 | 6 15 | 10 15 | 6 9 7 - 5 -
54 5 20 | 10 15 | 12 20 | 5 - 5 5 5 -
55 11 18 | 25 30 | 4 12 | 5 - 5 5 5 -
56 5 17 | 10 20| 6 15| 7 12| 6 12| 6 -
57 32 38 | 5 13| 6 14 | 20 3 | 7 12| 6 -
58 6 17 | 13 20 | 7 17| 8 14| 6 16 | - -
59 0 - 8 8 | 15 - 5 - 9 - 6 -
66 6 19| 4 12| 5 14| 5 9 6 11 | 9 -
69 5 10 | 5 5 6 10 | 6 9 | 10 15| 9 9
74 5 8 6 6 6 6 5 5 5 5 4 -
78 5 10| 5 11| 4 11| 4 8 4 4 - -
S18 4 6 8 8 5 11| 122 26| 5 18| 4 10
S20 4 6 6 20| 5 16| 8 20| 4 16| 4 12
S25 4 9 5 20| 5 20| 9 24| 6 18| 4 18
36 4 7 7 24| 7 22| 6 22| 5 17| 6 17

K: Koloni Cap1 (mm), Z: Zon ¢ap1 (mm)
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35°C igin;

B"’I‘\'l‘;e” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10
K Z K Z K Z K Z K Z K Z
4 16 28 5 14 5 15 7 20 6 16 5 10
29 7 26 7 16 6 17 | 10 16 | 10 16 7 ;
38 11 28 6 16 5 16 7 17 | 10 17 5 ;
49 10 27 6 17 5 14 8 18 6 20 ] ;
50 25 36 6 16 6 14 8 10 8 10 8 ;
51 10 26 5 18 5 2 | 11 19 7 19 - ;
53 13 15 | 15 18 | 14 16 9 - 10 - 4 ;
54 ; a 7 19 7 15 5 12 7 12 4 -
55 16 23 6 16 6 18 | 11 16 7 10 6 ;
56 7 24 9 23 5 15 6 15 5 15 8 ;
57 5 10 6 15 7 13 8 15 6 10 5 ;
58 7 13 6 15 9 25 7 16 6 17 ) ;
59 13 - 16 - 14 - 10 - 9 - 5 ;
66 10 21 5 14 | 15 22 8 - 6 10 7 ;
69 - - 6 14 | 12 18 | 11 17 | 10 22 6 13
74 5 11 | 10 - 9 11 7 - 7 9 5 -
78 8 16 5 12 5 14 5 15 5 14 - ;
518 5 6 9 16 7 12 | 10 16 6 6 4 ;
520 5 6 6 19 8 15 9 14 6 6 5 ;
25 7 8 8 19 6 14 | 10 18 8 8 5 5
536 4 5 5 19 5 16 4 19 5 5 5 5
K: Koloni Cap1 (mm), Z: Zon Cap1 (mm)
45°C i¢in;
B"’I‘\‘I‘(t)e” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10
K Z K Z K Z K Z K Z K Z
4 10 18 9 20 7 20 7 21 8 23 8 11
29 8 22 9 - 9 21 8 13 8 14 7 -
38 1 21 9 17 7 16 6 11 6 16 6 -
49 14 24 9 20 | 10 21 7 15 7 20 - -
50 15 21 8 20 9 18 8 9 7 12 7 -
51 7 25 8 21 6 16 7 15 7 17 - -
53 11 13 | 15 19 | 15 19 9 - 9 - 5 ;
54 9 17 | 10 20 6 18 7 11 7 12 5 ;
55 13 20 | 10 20 9 20 7 13 7 12 5 ;
56 10 24 9 24 8 21 8 14 7 16 7 10
57 8 20 9 20 | 12 22 8 12 7 13 7 ]
58 8 24 7 20 | 11 19 7 12 5 16 - -
59 11 - 17 - 17 - 8 - 10 - 6 -
66 5 21 6 17 6 19 5 11 8 10 5 -
69 10 19 9 12 9 16 | 10 13 | 12 15 6 10
74 8 - 6 - 6 - 5 - 5 - - -
78 7 - 5 - 7 - 7 - 5 - - -
518 9 ; 10 14 | 10 12 9 13 8 12 7 10
$20 5 ; 11 12 | 10 13 9 11 6 8 6 ;
$25 9 ; 9 - 9 - 8 - 8 ] 5 ;
536 8 ; 9 13 | 11 14| 10 12| 10 11 5 ;

K: Koloni Cap1 (mm), Z: Zon Cap1 (mm)
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Koloni ve zon c¢aplar incelendiginde izole edilen Bacillus suslarmin 55°C’de
enzim aktivitesi gostermedigi toprak orneklerinin amilaz aktivitesinin daha yiiksek
oldugu 6zellikle 4 numarali susun diger suslar arasinda daha yiiksek aktivite gosterdigi
saptanmistir.

4 numarali susun net aktivite zonlar1 pH:5.0’de 8 mm, pH:6.0 11 mm, pH:7.0’de
13 mm, pH:8.0’de 14 mm, pH:9.0’da 15 mm ve pH:10’da 3 mm zon oldugu
hesaplanmistir. Cizelge 4.7 incelendiginde susun 15 mm’lik net aktivite zonu ile pH:9

ve 45°C’de en iyi amilaz aktivitesini verdigi goriilmiistiir.

4.5.1. M9 Nisastahh Agar Besi Yerinde Farklh Tuz Konsantrasyonlarinda

Bakteri Ureme Yetenegi ve Enzim Sentezine Ait Sonugclar

4 numarali susun, pH:9.0 ve %3-20 konsantrasyonunda tuz igeren nisastali besi
yerinde 45°C’de 72 saat inkiibasyona birakilarak lireme ve enzim sentezleme yetenegi

arastirilmistir (Cizelge 4.8)

Cizelge 4.8. 4 Numarali Susun Farkl1 Tuz Konsantrasyonlarinda Ureme ve Enzim Sentezine Ait Sonuglar

Bakteri

No %3 %5 %7 %10 %13 %15 %20

K Z K Z K Z K Z K Z K Z K Z
4 8 27 5 10 5 10 5 9 5 9 4 8 3 5

K: Koloni ¢api(mm), Z: Zon Cap1(mm)

4 numarali sus, %3-%20 araligindaki tuz konsantrasyonunda iireme gostermistir.
Optimum iireme 8 mm c¢ap1 ile %3 NaCl igeren ortamda gerceklesirken %5-13
araliginda tireme 5 mm olarak Olgiilmistiir. Tuzluluk orani arttikga koloni capinda
diisiis gozlenmistir. Ureyen kolonilerdeki enzim iiretimi ise %3-20 araliginda
gozlenmistir. Optimum enzim sentezi 19 mm net aktivite zon ¢ap1 ile %3 NaCl iceren
ortamda goriilmiistiir (Sekil 4.11). %5 ve %7 NaCl igeren ortamda net aktivite zon gap1
5 mm, %10, %13 ve %15 NaCl i¢eren ortamda 4 mm %20 de ise 2 mm net aktivite zon

cap1 elde edilmistir.
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Sekil 4.11. Amilaz Enziminin %3 NaCl Iceren Ortamda Gelisimi

4.6. Selillaz Enzimi I¢in Belirlenen Suslarin Farkh pH ve Sicakhk

Degerlerinde Uremesi ve Enzim Uretme Sonuclar

Calismada 54 sustan 34 tanesi toprak ve 7 tanesi su kokenli olmak tiizere
toplamda 41 sus seliilaz enzim iiretimi i¢in ayrilmistir. Bu suslar farkli sicaklik (25°C,
35°C, 45°C ve 55°C) ve farkli pH (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0 ve 10.0) degerlerinde CMC-
Agar besi yerinde gelistirilerek iireme ve enzim sentezine ait bulgular Cizelge 4.9°da

gosterilmistir.
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Cizelge 4.9. Toprak ve Su Kokenli Suslari Farkli Sicaklik ve pH Degerlerinde Seliilaz Uretimine Ait
Sonuglar

25°C igin;
B"’I‘\‘l‘;e” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10
K 2z K 2z K 2z K 2z | K Z Kz
2 5 10 | 7 15 | 75 165 ]| 6 27 | 55 13 | - -
3 6 11 | 6 14 | 6 15 | 16 32 | 5 11 | - -
4 6 14 | 7 15| 6 16 | 13 30 | 6 14 | - -
7 7 12| 7 15| 6 16 | 10 30| 6 135 - -
12 - - 6 6 6 8 8 10 | 5 8 5 -
29 4 11 | 6 14| 5 155| 8 30 | 6 115 | - -
33 6 135| 6 155| 6 165| 6 31 | 7 14 | - -
34 6 11 | 6 14 | 6 15 | 8 3| 4 12 | - -
38 6 12 | 6 14 | 5 155| 16 30 | 5 13 | - -
39 5 11 | 6 14 | 5 15 | 8 33 | 45 8 - -
40 - - 7 16 |75 175 | 12 21| 7 14 | 11 -
44 6 13 | 6 13 | 8 16 | 13 26 | 5 105 | 4 -
48 L - 8 15 | 8 16 | 15 20 | 7 145 | 7 14
49 6 15 | 6 16 | 6 17 | 13 30 | 7 135 | - -
50 5 8 6 14 |65 17 | 5 26 | 55 125 | - -
51 6 14 | 6 14 | 6 165| 5 30| 6 13 | - -
53 - - 7 15| 8 17 | 11 23| 6 13 | 10 20
54 5 75| 7 16 | 7 17| 5 21| 5 115 - -
58 5 11 | 7 14 |65 15 | 6 28 | 6 13 | - -
59 3 6 8 14 |75 145 | 15 16 | 6 115 | 7 10
62 - - 8 8 | 65 85| 7 10| 6 75| 5 9
63 : - 7 12| 8 14| 7 14| 7 13| 6 14
65 5 7 7 13 | 5 145| 6 25 | 4 105 | - -
66 6 11 | 7 14 | 6 14 | 5 29| 6 115 | - -
67 5 10 | 5 13| 5 15| 5 27| 5 125 - -
68 6 21 | 7 28| 6 21| 5 25| 6 29 | - ;
69 5 12 | 6 155| 75 16 | 7 14 | 6 125 | - ;
70 4 10| 8 16| 7 16| 6 10|55 9 - -
71 - A 6 8 7 15| 6 12| 6 125| 5 15
74 - ; 8 12 | s 9 5 10| 9 13 | 6 10
76 - - | 10 24 | 4 7 9 2|10 21 | 10 20
78 8 25 | 5 19| 6 15| 5 10| - - - -
79 - - 7 12| 8 15| 7 13| 6 115]| 10 16
80 - - 8 14 | 9 15 |65 10|65 11 | 5 13
s1 8 19 | 10 20 | 10 20 | 8 18| 9 19 | 10 19
sS4 - - 6 17 | 6 19 | 5 16| 7 14 | 5 12
S34 6 23 | 14 28 | 12 25| 6 25| 7 24| 6 21
S39 5 19 | 7 2|6 29| 5 18| 8 18 | 5 18
S44 5 10 | 7 11 | 6 8 6 12| 6 10| 7 8
45 13 28 | 12 29 | 11 29 | 11 29| 10 27 | 9 22
S48 3 5 | 13 28 | 12 28 | 10 23| 9 24 | 9 20
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35°C igin;

Elzkte” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10

K 2z | K 7 | Kz K Z | K Z | K 2z

2 23 27 | 23 29 | 16 26 | 10 27 | 6 20 | 6 12
3 30 35 | 30 37| 17 275| 8 24 | - - 6 10
4 23 26 | 32 36 | 21 28 | 6 271 | 17 26 | 6 8
7 11 21 | 26 37 | 21 29 | 8 20| 12 25 | 10 12
12 - - |22 3| 9 15| 8 11| 6 9 6 8
29 2 15 | 3 45 | 7 24 | 9 27| 6 20| 10 12
33 15 23 | 33 38 | 18 25 | 8 27 | 14 25 | 10 15
34 7 24 | 26 3 | 15 30 | 8 28| 19 40 | 10 12
38 17 25 | 28 36 | 32 46 | 7 27| 2 30 | 5 -
39 21 26 | 24 30 | 23 29 | 14 34 | 18 28 | 8 -
40 3 - 5 16 | 15 18 | 11 22 | 15 16 | 11 12
44 5 20 | 10 16 | 8 15 | 14 23 | 13 23 | 8 16
48 3 5 - - |16 17| 7 18] 15 15| 8 10
49 16 24 | 40 43 | 50 5 | 9 20| 21 28| 9 11
50 14 22| 23 31|15 30 | 8 28| 6 21| 6 13
51 15 24 | 32 37| 16 28 | 8 28| 6 20| - -
53 - - |17 20| 15 16 | 12 13| 18 15| 9 10
54 6 18 | 16 31 | 23 37 | 24 40 | 15 29 | 10 18
58 29 31 | 47 53| 6 2| 9 21| - - - -
59 - -l 15 19| 11 14 |12 17| 8 22| 8 9
62 3 - 9 11 | 5 7 7 8 7 9 8 -
63 5 - 8 13 | 7 9 7 9 6 10 | 10 -
65 3 6 | 66 22| 11 22| 6 23| 6 18| 7 1
66 6 23| 8 26|19 3 | 8 27| 9 2|12 17
67 6 24| 6 21| 26 40 | 5 2|5 18| 4 1
68 5 10| 8 3|8 3 |8 17| 5 13| - -
69 6 24 | 30 36 | 24 3 - - 4 17 | 5 17
70 28 33| 9 26| 7 23] 9 26|20 5 | 11 25
71 3 - |10 16|10 17 |10 16| 9 20| 14 2
74 4 2 | 12 15| s 6 6 7 7 9 5 -
76 9 21|12 14| 11 13|10 12|10 12| 7 8
78 2% 30 | 6 22| 10 26 | 15 3 | 15 25| - -
79 3 - |12 17|12 18|10 16| 12 18| 9 16
80 - - 9 19| 9 16 |11 17| 7 14 9 -
s1 - - | 19 20| 18 20 | 12 14| 13 14| 14 15
s4 - - 5 2| 6 2| 6 20| 6 20| 6 16
S34 27 37 | 19 35 | 25 47 | 7 30| 7 25| 6 23
S39 6 15| 6 18| 10 18 | 7 12| 7 12| 7 1
S44 13 29 | 14 30 | 13 29 | 9 24 | 14 25 | 11 22
S45 16 35 | 18 35 | 20 35 | 18 28 | 15 34 | 13 32
S48 17 30 | 19 34 | 21 37 | 13 32 | 12 30 | 11 26
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45°C igin,

Elzkte” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10
K 7z | Kz K <z | K Z | K Z | K 2z
2 27 30 | 30 38 | 19 35 | 15 28 | 9 22 | - -
3 12 24 | 3 40 | 13 25| 10 26 | 10 24 | - -
4 24 26 | 24 31 | 16 26 | 10 27 | - - - -
7 24 25 | 26 30 | 12 33|12 26| 5 10| - -
12 - 10 17 | 24 27| 24 3| 7 12| 7 15
29 - |22 26 | 14 21| 8 20| 13 17| - -
33 25 30 | 27 33 | 13 32 | 10 28 | 12 27 | - ;
34 13 24 | 28 33 | 22 3 | 3 38| 2 3| 9 15
38 18 27 | 22 30 | 18 34 | 11 27 | 11 24 | - A
39 17 28 | 20 30 | 20 34 | 11 29 | 14 27 | - ;
40 - - - - 10 25| 8 15 | - - - -
44 - - |3 37 |21 3| 25 32|20 27| 9 16
48 - - 6 8 9 15| 12 15| 4 5 - -
49 13 23 | 13 27 | 13 28| 8 32| 6 22| - -
50 16 23| 10 26 | 13 19 | 8 17 | 7 14 | - -
51 10 21| 9 24| 9 23|10 32| 9 25| - -
53 - - 4 4 5 ? , - - - . -
54 4 25 | 12 20 | 11 21| 14 20| 7 14| - ;
58 18 25 | 18 34 | 16 34 | 9 27 | 13 27 | - -
59 - - | 24 35 | 22 32| 20 31|10 15| - -
62 - - 6 8 9 11| 6 7|3 5| 6 -
63 - - |2 3 | 22 2|15 27| 5 7 | 4 5
65 12 15 | 26 28 | 13 16 | - - " - - -
66 8 11 | 2 25 |15 2| 11 13| 5 8 - -
67 13 19 | 8 15 | 12 18 | 10 12| 7 11| 6 10
68 - - |11 16|10 14| 8 10| - . - -
69 28 34 | 25 33 | 17 26| 20 3| 5 16| 8 12
70 29 31 | 26 39 | 19 29| 28 4| 6 16| 8 10
71 - - | 16 27 | 25 31| 19 3| 9 15| 8 14
74 ; ; ) h A - - ) - A - -
76 - 7 | 9 8 | 10 6 | 8 - - - - -
78 8 19| 8 20| 7 19| 14 21| 6 16| - ;
79 - | 10 155 | 13 19| 22 4| 9 15| 5 115
80 - - - - - - - - - - - -
s1 - |15 18 |15 19| 9 17| 14 19 | 11 14
s4 - - 7 20| 7 20| 4 16| 6 19| 4 10
S34 9 30| 9 30 | 14 3|5 27| 8 25| 9 2
S39 6 17| 6 17| 7 2| 6 12| 6 15| 6 14
S44 6 15| 10 20|13 20| 5 16| 8 16| 5 14
45 9 17 | 11 18 | 11 21| 8 17| 8 15| 6 15
S48 5 16 | 15 30 | 14 25 | 10 25 | 12 25 | 7 25
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55°C i¢in;

Elzkte” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10
K Z K Z K Z K Z K Z K Z
2 10 18 |10 19 |8 17 |9 14 |- - - -
3 - - - - - - - - - - - -
4 - - - - - - - - - - - -
7 5 9 6 13 |6 14 |- ; ; - - ;
12 ] - 11 2 |11 19 |7 20 |9 15 |5 10
29 - - - - 6 14 |- ] - - - ]
33 - - - - 6 11 |- - - - - ;
34 - - 18 28 |12 18 |10 20 |7 12 |- ;
38 - - - - 5 13 |- - - - - -
39 - - 7 12 |- ] ; ; ; - - ;
40 ; - 4 6 - - - - - - - -
44 3 8 14 28 |8 2 |11 2 |7 15 |6 ;
48 ) - - - - ] ] ] ; - - ;
49 ; . . . - ] ] ] ] - - ;
50 ; . . . - ] ] ] ] - - ;
51 ; - . . . ’ ] ; ] - - ;
53 - x - - - - - r - - - -
54 - - - - - - 5 0 |- - - -
58 - - - ’ ’ - - - - - - -
59 . - - - 9 16 |- - 5 - - -
62 - \ - - 5 6 ; - - - - ;
63 - - 7 - 10 16 |9 16 |- ; ; ;
65 ; s 7 11 |6 15 |- ] ] - - ;
66 ; . . - 5 12 |- ] S - - ;
67 ; - . . 6 10 |- ; ] - - ;
68 ; . ’ p 5 8 5 8 ] - - ;
69 , d . - 5 12 |4 10 |- - - ;
70 ; . 7 15 |4 10 |5 10 |- - - ;
71 ; ; 12 17 |12 17 |10 16 |6 11 |- ;
74 ; ; ] ] ] ] ] ] ) ] - ;
76 ; ; ; ; ; ; ; ; ; - - ;
78 - - - - - - - - - - ;
79 - - - ; 8 13 |10 14 |- ; ; ;
80 - - - - - ] ] - - - - -
s1 ] ] . ] - - ] - . . - ]
sS4 ] ] . ] - - ] - . . - ]
S34 ] ] . ] - - ] - . . - ]
$39 ] ] . ] - - ] - . . - ]
S44 ] ] . ] - - ] - . . - ]
S45 - - 6 13 | 10 15 | 7 10 | 6 10 ; ;
S48 - - 6 14 | 8 11 | 5 8 5 7 4 ;

Veriler incelendiginde 12 numarali susun genis sicaklik araliginda ve yiiksek
pH’da gelisme gosterdigi gézlenmistir. Enzimin 55°C’deki net aktivite zonu pH:6.0’da
11 mm, pH:7.0’de 8 mm, pH:8’de 13 mm, pH:9.0’da 6 mm ve pH:10.0’da 5 mm olarak
Olciilmiistlir. Tablo incelendiginde 12 numarali susun pH:8’de 13 mm’lik net aktivite

zonu ile 55°C’de en iyi seliilaz aktivitesini verdigi goriilmiistiir.
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4.6.1. CMC-Agar Besi Yerinde Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Bakteri

Ureme Yetenegi ve Enzim Sentezine Ait Sonuclar

12 numarali sus; pH:8.0 ve %3-20 konsantrasyonunda tuz iceren CMC’li besi
yerinde (Sekil 4.12) 55°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak iireme ve enzim

sentezleme yetenegi arastirilmigtir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. 12 Numarali Susun Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Ureme ve Enzim Sentezine Ait
Sonuglar

Bakteri

No %3 %5 %7 %10 %13 %15 %20

K Z K Z K Z K Z K Z K Z K Z

12 19 28 14 24 13 24 7 20 5 10 - - - -

K: Koloni Capi(mm), Z:Hidroliz Zon Capi(mm)

12 numarali sus, %3-13 araligindaki tuz konsantrasyonunda tireme gostermistir.
Optimum iireme 19 mm cap1 ile %3 NaCl iceren ortamda gerceklesmistir. Tuzluluk
orani arttik¢a koloni ¢apinda diisiis gdzlenmistir. Ureyen kolonilerdeki enzim iiretimi
ise %3-13 araliginda gozlenmistir. Optimum enzim sentezi 13 mm net aktivite zon ¢api
ile %10 NaCl iceren ortamda goriilmiistiir. %5 NaCl igeren ortamda 10 mm, %7 NaCl
iceren ortamda 9 mm, %10’da 13 mm, %13’de 5 mm net aktivite zonu elde edilmistir.

%15 ve %20 NaCl iceren ortamda bakteri gelisimi ve enzim sentezi ger¢eklesmemistir.

Sekil 4.12. Seliilaz Enziminin pH:8’de %3-10 Tuz Oranlarinda Olusturdugu Zon Caplar1
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4.7. Proteaz Enzimi Icin Belirlenen Suslarin Farkh pH ve Sicakhk

Degerlerinde Uremesi ve Enzim Uretme Sonuclar

Calismada 54 sustan 3 tanesi toprak ve 3 tanesi su kokenli olmak {izere toplamda
6 sus proteaz enzim tiiretimi i¢in ayrilmistir. Bu suslar farkli sicaklik (25°C, 35°C, 45°C
ve 55°C) ve farkli pH (5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0,10.0) degerlerinde skimmilk-Agar besi
yerinde gelistirilerek iireme ve enzim sentezlerine ait bulgular Cizelge 4.11°de
gosterilmistir (Sekil 4.13).

Cizelge 4.11. Toprak ve Su Kokenli Suslarin Farkli Sicaklik ve pH Degerlerinde Proteaz Uretimine Ait
Sonuglar

25°C igin;
B"’I‘\‘I‘;e” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10
K 2z K Z | K 7 K 2z K 2z K 2z
9 10 15 | 12 17 | 15 22 | 15 23 | 13 19 | 8 13
11 8 12 | 10 15 | 11 18 | 13 20 | 10 17 | 7 11
45 11 21 | 13 26 | 15 20 | 15 21 | 12 19 | 10 17
s23 13 17 | 18 21 | 19 23 | 15 21 | 15 20 | 11 18
29 11 18 | 16 19 | 16 20 | 18 22 | 12 20 | 11 16
S50 2 - | 21 25| 18 - 9 11 | 9 11 | - -
35°C i¢in;
B?\ll(;e” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10
K Z K Z | K 7 K Z K 2z K Z
9 12 21 | 13 21 | 14 18 | 16 19 | 15 24 | 11 18
11 7 13| 9 15| 11 19 | 13 21 | 11 15| 9 13
45 11 20| 20 26 | 20 27 | 16 21 | 13 18 | 9 12
s23 2 21| 8 25| 10 18 | 10 14 | 12 17 | 16 20
S29 14 20| 15 22 | 15 23| 18 21 | 20 23| 10 16
S50 7 12| 8 15| 13 22| 15 18 | 10 17 | 8 12
45°C igin;
Ba,\‘l‘;e” pH:5 pH:6 pH:7 pH:8 pH:9 pH:10
K 2z K 2z | K 7 K 2z K 2z K 2z
9 7 14 | 11 21 | 15 25 | 17 28 | 15 27 | 8 15
11 10 19 | 7 9 7 10| 10 13| 10 14| 9 13
45 13 20 | 15 20 | 16 21 | 18 22 | 10 14 | 17 24
s23 5 - 5 - 7 - 6 - 4 - 4 ;
29 5 - 6 - 8 - 7 - 5 - 4 -
S50 5 7 5 8 6 9 8 9 9 11 | 7 9
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Toprak ve su kokenli suslarin 55°C’de bakteri gelisimini ve proteaz enzim
tiretimini gergeklestirmedigi goriilmistir. Maximum aktiviteyi veren bakterinin 9
numarali sus oldugu ve bu susun pH:5.0-10.0 araliginda gelisme gosterdigi ve enzim
sentezledigi tespit edilmistir.Cizelge 4.11 incelendiginde 45°C’de pH:5.0’de 7 mm,
pH:6.0’da 10 mm, pH:7.0’de 10 mm, pH:8.0’de 11 mm, pH:9.0’da 12 mm ve
pH:10.0°’da 7 mm’lik net aktivite zon ¢ap1 hesaplanmistir. Proteaz aktivitesi i¢in 9
numarali susun 45°C’de pH:9.0’da 12 mm net aktivite zon ¢ap1 ile en iyi aktiviteye

sahip oldugu saptanmustir.

Sekil 4.13. Skimmilk-Agarda Suslarin Zon Goriintimleri

4.7.1. Skimmilk-Agar Besi Yerinde Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda

Bakteri Ureme Yetenegi ve Enzim Sentezine Ait Sonuclar

9 numarali sus; pH:9.0 ve %3-20 konsantrasyonunda tuz igeren skimmilk besi
yerinde 45°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak lireme ve enzim sentezleme yetenegi

arastirilmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. 9 Numarali Susun Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Ureme ve Enzim Sentezine
Ait Sonuglar

Bakterl o3 %5 %7 %10 %13 %15 %20
K zZ K zZ K zZ K Z K zZ K zZ K Z
9 7 - 11 - 10 - 10 - 6 - 5 - S -

K: Koloni Cap1 (mm), Z: Hidroliz Zon Cap1 (mm), (-) : Zon olusumu gézlenmedi

9 numarali susun 45°C’de %3-20 NaCl araliginda gelisim gosterdigi ancak enzim

aktivite zonu olusturmadig1 goriilmiistiir.
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4.8. 4 Numarah Sustan Saflastirllan Amilaz Enziminin Optimum pH

Arahgi

4 numarali sustan saflastirilan amilaz enzimi kullanilarak Na-Fosfat (pH:6.5-
8.0), Glisin-NaOH (pH:8.5-10.0) ve Boraks-NaOH (pH:10.5-12.5) tampon sistemleri ile
aktivite analizleri yapilmistir (Sekil 4.14). Bacillus sp. 4 susunun kismi
saflagtirlmasiyla elde edilen amilaz enzimi optimum aktivitesini pH:8.0’de
gostermistir. Optimum aktivitenin goézlendigi pH degerinin lizerindeki pH degerlerinde
aktivitede diisiis yasanmistir. Enzim, analiz edilen tim pH degerleri dikkate alindigi

zaman ortalama %70,86 aktivite gostermistir
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Sekil 4.14. 4 numarali Sustan Elde Edilen Amilaz Enziminin Optimum pH’s1
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4.8.1. 4 Numaral Sustan Saflastirilan Amilaz Enziminin Optimum Sicakhk

Aktivitesi

4 numarali susa ait amilaz enziminin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi sicaklik
degerinin saptanmast amactyla optimum aktivitenin gerceklestigi pH:8.0 degerinde 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100°C araliginda aktivite analizleri yapilmistir (Sekil 4.15).
Aktivite tayininde inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak secilmistir.

4 numarali sustan izole edilen amilaz enziminin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik degeri 40°C oldugu tespit edilmistir. Optimum sicaklik degerinin iizerindeki
sicaklik degerlerinde hizli diisiisler gozlenmistir. Amilaz enzimi test edilen 20-50°C
araliginda ortalama %79,21 aktivite gosterdigi, 60-100°C araliginda ortalama
aktivitesinin %19,73 olarak hesaplanmistir. Analizler sonucunda 4 numarali sustan izole

edilen amilaz enzimin 20-50°C araliginda yiiksek aktivite gosterdigi gézlenmistir.
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Sekil 4.15. 4 numarali Susun Amilaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerleri
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4.8.2. 4 Numaral Susun Amilaz Stabilitesi Uzerine pH’min Etkisi

4 numarali susun amilaz enzimi pH:7.0; 8.0; 9.0; 10.0; 10.6; 11.0; 12.0 ve
40°C’de 42 saat On inkiibasyona tabi tutarak enzimin farkli pH degerlerindeki stabilitesi
incelenmistir. Aktivitenin belirlenmesi i¢in enzim, optimum pH degerinde hazirlanmis
substrat kullanilarak optimum aktivite sicakliginda 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir.
Analiz sonuglar sekil 4.16’de gosterilmistir.

Enzim tiim pH degerlerinde ortalama %82,92 aktivite saglayarak stabil kalmistir.
Bu sonuglar enzimin genis pH aralifinda 42 saat siireyle yiliksek diizeyde stabil

kaldigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.16. 4 Numaral1 Susun Amilaz Enziminin pH Stabilitesi
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4.8.3. 4 Numarali Susun Amilaz Enziminin Termal Stabilitesine Ait

Bulgular

4 numarali susun amilaz enziminin termal stabilitesinin saptanmasi amaciyla 20-
100°C araliginda 30 dakika siireyle 6n inkiibasyon yapildiktan sonra optimum aktivite
sicakligi ve pH degerinde hazirlanmig substrat ile gerceklestirilen analiz sonuglart sekil
4.17°de gosterilmistir.

Enzim 06n inkiibasyon gergeklestirilen tiim sicaklik degerlerinde (20-100°C)
yaklagik 978,44 oraninda orijinal aktivitesini korudugu goézlemlenmistir. Sicaklik
degerleri incelendiginde 20-70°C araliginda %94,66; 80-100°C araliginda ise %46
stabil kalmistir. Bu durum, enzimin 70°C’nin iizerindeki sicakliklarda stabilitesinde

diisiisler oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.17. 4 Numarali Susun Amilaz Enziminin Termal Stabilitesi
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4.8.4. 4 Numaral Susun Amilaz Enzim Aktivitesi Uzerine NaCI’nin Etkisi

Amilaz enzim aktivitesi lizerine NaCl’nin etkisini belirlemek igin %3; %5;
%7.5; %10; %15 ve %20 NaCl konsantrasyonlarinda 60 dakika siireyle 40°C’de 6n
inkiibasyona tabi tutulmustur. Optimum aktivite ve pH degerinde gergeklestirilen analiz
sonuglarina ait bulgular sekil 4.18°de verilmistir.

En yiiksek enzim aktivitesi %65,53 ile %3 NaCl konsantrasyonunda

gerceklesmistir. Enzim tiim konsantrasyonlarda ortalama 962,86 oraninda stabil

kalmastir.
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Sekil 4.18. 4 Numarali Susun Amilaz Enzim Aktivitesi Uzerine NaCl’nin Etkisi
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4.8.5. 4 Numaral Susun Amilaz Enzimi Uzerine Inhibitorlerin Etkisi

Amilaz enziminin; farkli inhibitr, metal iyonu, selator, deterjan ve oksidanlarla
40°C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra aktivite tayini yapilarak enzim aktivitesi
saptanmustir (Sekil 4.19).

Enzim aktiviteleri kontrole gére 5 mM %6,38, 5 mM MnCl,’de %1,06; 5 mM
CaCly’de %38,29 oraninda arttig1 saptanmistir.
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120
100
80
60
40
20
0
Amilaz
H Kontrol B 3-Merkaptoetanol B Na2S03 HIAM
B EDTA M Triton X100 B SDS mUre
B MnCI2 H BaCl2 W CaCl2 H ZnCI2

Sekil 4.19. Enzim Uzerine Inhibitérlerin Etkisi
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4.8.6. 4 Numarah Susun SDS-PAGE ve Zimogram Analizi

Amilaz enzimi %12’lik SDS-PAGE sisteminde analiz edilerek enzime ait

aktivite bolgeleri saptanmistir. Zimogram analizi sonucunda molekiiler agirligi 120 kDa

olarak belirlenmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20. Bacillus sp. 4 Numarali Susun Amilaz Enziminin Molekiiler Agirligi ve Zimogram Analizi
(M:Marker)

4.8.7. 4 Numarah Susun Amilaz Enzimine Ait ince Tabaka Kromatografi
Bulgular:

Bacillus sp. 4 susunun amilaz enziminin optimum aktivite sicakligt ve pH
degerinde nisastayr parcalamasi sonucu ince tabaka kromatografisinde elde edilen
hidroliz {iriinleri sekil 4.21°de verilmistir. Ince tabaka kromatografi analizi sonucunda,
Bacillus sp. 4 susunun amilaz enziminin nisastayr maltoz ve maltotrioza parcaladigi

Saptanmigtir.

Sekil 4.21. Bacillus sp. 4 Susunun Amilaz Enziminin Ince Tabaka Kromatografisi ile Son Uriinlerinin
Belirlenmesi (G: Glikoz, Mt: Maltotrioz, M: Maltoz)
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4.9. 12 Numarah Bacillus sp. Susunun Seliillaz Enziminin Optimum Aktivite

Gosterdigi pH Degerine Ait Sonuclar

12 numarali susun enzimi ti¢ farkli tampon sistemi (Na-fosfat, pH 6.5-8.0 Glisin-
NaOH, pH 8.5-10.0 ve Boraks-NaOH, pH 10.5-12.5) kullanilarak en iyi aktivitenin
goriildiigii pH degerinin ve araliginin saptanmasi i¢in analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 4.22°de gosterilmistir.

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degerinin 10.5 oldugu saptanmistir.
Optimum aktivitenin gorildiigi pH:10.5 degerinden sonra aktivitede hizla diisiis
goriilmiistiir. Tim pH degerleri dikkate alindigi zaman enzimin ortalama aktivitesinin
%68,25 oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.22. 12 Numarali Susun Seliillaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerine Ait
Sonuglar
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4.9.1. 12 Numarah Susun Seliillaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi

Sicaklik Degerine Ait Sonuclar

Enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi sicaklik degerinin saptanmasi i¢in 20-
100°C araligindaki sicakliklarda optimum pH degerinde hazirlanmis substrat
kullanilarak aktivite analizleri yapilmistir (Sekil 4.23).

Analiz sonuglarinda seliilaz enziminin optimum aktiviteyi gosterdigi sicaklik
60°C olarak saptanmistir. Ttim sicaklik degerleri incelendiginde enzim ortalama %69,84

aktivite gdstermistir.
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Sekil 4.23. 12 Numarali Susun Seliilaz Enziminin Optimum Aktivite Sicaklik Verileri
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4.9.2. 12 Numaral Susun Seliilaz Enziminin pH Stabilitesine Ait Sonuclar:

12 numarali sustan saflastirilan enzimin pH stabilitesinin saptanmasi i¢in pH
7.0-12.0 araliginda 24 saat 60°C de on inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon
sonunda optimum pH degerinde hazirlanmig substrat kullanilarak optimum aktivite
sicakliginda  kalan aktivitenin saptanmasi i¢in uygun siireyle inkiibasyon
gerceklestirilmistir (Sekil 4.24).

Analiz sonucunda tiim pH degerleri incelendiginde enzimin yaklasik %77,93
oraninda orijinal aktivitesini koruyarak stabil kaldigi goriilmistiir. Enzimin; pH:7.0-
10.5 araliginda ortalama %86,38 oraninda orijinal aktivitesini korudugu, bu degerin
tizerindeki pH:11.0 ve pH:12.0 araliginda ise aktivitenin 9%52,79’a dustigi
gbzlenmistir.

Enzim, optimum aktivite gosterdigi pH degeri ve en yiiksek aktivitenin elde
edildigi pH araliklar1 dikkate alindiginda, pH stabilitesi sonucunda kalan aktivite
degerlerinin bu sonuglarla paralellik gosterdigi goriilmiistiir. Yani enzim, en yiiksek

aktivitenin gozlendigi pH degerinde en 1yi stabiliteyi géstermistir.
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Sekil 4.24. 12 Numarali Susun Seliilaz Enziminin pH Stabilite Verileri
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4.9.3. 12 Numaralh Susun Seliilaz Enziminin Termal Stabilitesine Ait

Sonuc¢larn

12 numarali seliilaz enziminin termal stabilitesini saptamak amaciyla 20-100°C
araliginda 30 dakika 6n inkiibasyon uygulanmistir (Sekil 4.25).

Enzim 6n inkiibasyon gerceklestirilen biitiin sicakliklarda yaklasik %74,66
oraninda orijinal aktivitesini koruyarak stabil kalmistir. Enzim; 20-70°C ¢alisma
araliginda %86,83 oraninda stabilitesini korurken; 80-100°C araliginda enzim aktivitesi

%50,33’¢ diismiistiir.
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Sekil 4.25. 12 Numarali Seliillaz Enziminin Termal Stabilite Verileri
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4.9.4. 12 Numaral Susun Seliilaz Enzim Aktivitesi Uzerine NaCI’nin Etkisi

Izole edilen seliilaz enzim aktivitesine NaCl’nin etkisini saptamak amac1 ile
icerisinde %3-20 NaCl bulunan optimum pH degerine sahip substratlar kullanilarak
optimum aktivite sicakliginda standart enzim aktivitesi analizleri yapilmistir (Sekil
4.26).

Enzim aktivitesine farkli tuz konstrasyonlarin etkisinin arastirilmasi amaciyla
%3; %5; %7.5; %10; %15 ve %20 NaCl kullanilarak gerceklestirilen 60 dakikalik 6n
inkiibasyon islemleri sonunda enzim 6nemli diizeyde stabilite gostermistir. Enzim 60
dakika siireyle muamele edildigi zaman orijinal aktivitesini ortalama %79,79 oraninda

korudugu saptanmustir.
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Sekil 4.26. 12 Numarali Enzim Aktivitesine Farkli NaCl Konsantrasyonlarinin Etkisi

66



4.9.5. 12 Numarah Susun Seliillaz Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitor,

Selatér, Metal Iyonu, Deterjan ve Oksidanlarin Etkisi

Izole edilen selillaz enzimi farkli konsantrasyonlarda farkli inhibitdr, metal
iyonu, selator, deterjan ve oksidanlarla 60°C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra
standart aktivite analizi yapilarak kalan enzim aktivitesi saptanmistir (Sekil 4.27).

Kontrole gore %1 B-merkaptoetanol’tin %13,95; 5 %1 SDS’in %18,60; 5 mM
MnCl;’nin%48,83; 5 mM CaCl, ile %51,16 oraninda enzim aktivitesini arttirdigi
goriilmiistiir. Diger yandan 5 mM IAM’nin %6,98; %1 Triton X-100’tin %3,96; 5 M
Ure’nin %23,9; 5 mM BaCl,’nin %2,33 ve 5 mM ZnCl,’nin %11,63 oraninda enzimi
inhibe ettigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.27. 12 Numarali Selillaz Enzim Aktivitesine Inhibor, Selatér, Metal Iyonu, Deterjan ve
Oksidanlarin Etkisi
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4.9.6. 12 Numarah Susun Seliilaz Enziminin SDS-PAGE ve Zimogram
Analizi

Seliilaz enzimi %12’lik SDS-PAGE (%1 CMC igeren) sisteminde analiz edilerek
enzime ait aktivite bdolgeleri saptanmistir. Zimogram analizi sonucunda molekiiler

agirhigi 64 kDa olan tek bir aktivite bandi saptanmustir (Sekil 4.28).

Sekil 4.28. Bacillus sp. 12 Numarali Susun Seliilaz Enziminin Molekiiler Agirhigi ve Zimogram
Analizi (M:Marker)

4.9.7. 12 Numarah Susun Seliilaz Enzimine Ait ince Tabaka Kromatografi
Bulgulan

12 numarali selillaz enziminin ince tabaka kromatografisi analizlerine ait
sonuglar sekil 4.29’da verilmistir. Analiz sonucunda 12 numarali seliilaz enziminin
CMC’yi maltoz ve maltotrioza kadar parcaladigi fakat glikoza doniistiiremedigi

goriilmiistiir.

Sekil 4.29. Bacillus sp. 12 Numarali Susun Seliilaz Enziminin ince Tabaka Kromatografisi Ile Son
Uriinlerinin Belirlenmesi (G: Glikoz, Mt: Maltotrioz, M: Maltoz, 12: Seliilaz Enzimi Hidroliz Uriinleri)
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4.10. 9 Numarah Bacillus sp. Susunun Proteaz Enziminin Optimum

Aktivite Gosterdigi pH Degerine Ait Sonuclar

9 numarali susun enzimi ti¢ farkli tampon sistemi (Na-fosfat, pH 6.5-8.0 Glisin-
NaOH, pH 8.5-10.0 ve Boraks-NaOH, pH 10.5-12.5) kullanilarak en iyi aktivitenin
goriildiigli pH degerinin ve aralifinin saptanmasi i¢in analiz edilmistir. Elde edilen
sonuglar Sekil 4.30°de gosterilmistir.

Izole edilen proteaz enziminin pH:6.0-12.0 araligindaki biitiin pH degerlerinde
yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi belirlenmistir. Enzimin optimum aktivite gosterdigi
pH degerinin pH:8.0 oldugu saptanmigtir. Tim pH degerleri dikkate alindigi zaman

enzimin ortalama aktivitesinin %84,30 oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.30. 9 Numarali Susun Proteaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerine Ait Sonuglar
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4.10.1. 9 Numarah Susun Proteaz Enziminin Optimum Aktivite Gosterdigi

Sicaklik Degerine Ait Sonuclar

Enzimin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi sicaklik degerinin saptanmasi i¢in 20-
100°C araligindaki sicakliklarda optimum pH degerinde hazirlanmis substrat
kullanilarak aktivite analizleri yapilmistir (Sekil 4.31).

Analiz sonuglarinda proteaz enziminin optimum aktiviteyi gosterdigi sicaklik
degeri 40°C olarak saptanmistir. Tiim sicaklik degerleri incelendiginde enzim ortalama
%358,57 aktivite gostermistir. Optimum aktivitenin goriildiigii sicaklik degerinin {izerine
cikildiginda aktivite hizla diigsmistiir. Enzimin 20-50°C araliginda aktivitesinin %80,12
oldugu, yiiksek sicakliklara ¢ikildiginda (60-100°C) aktivitenin ortalama %43,25e

indigi goriilmustiir.
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Sekil 4.31. 9 Numarali Proteaz Enziminin Optimum Sicaklik Degerine Ait Sonuglar
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4.10.2. 9 Numarah Proteaz Enziminin pH Stabilitesine Ait Bulgular

9 numarali proteaz enziminin pH stabilitesinin saptanmasi i¢in pH 7.0-12.0
araliginda 24 saat 60°C de 6n inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda
optimum pH degerinde hazirlanmis substrat kullanilarak optimum aktivite sicakliginda
kalan aktivitenin saptanmasi i¢in uygun siireyle inkiibasyon gerceklestirilmistir (Sekil
4.32).

Analiz sonucunda tiim pH degerleri incelendiginde enzimin yaklasik %87,73
oraninda orijinal aktivitesini koruyarak stabil kaldigi goriilmiistiir. Enzim, optimum
aktivite gosterdigi pH degeri (pH:8.0) ve en yiiksek aktivitenin elde edildigi pH
araliklann dikkate alindiginda, pH stabilitesi sonucunda kalan aktivite degerlerinin bu
sonuglarla paralellik gosterdigi goriilmiistiir. Yani enzim, en yliksek aktivitenin

gozlendigi pH degerinde en iyi stabiliteyi (%95,68) gostermistir.
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Sekil 4.32. 9 Numaral1 Proteaz Enziminin pH Stabilite Degerleri
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4.10.3. 9 Numaral Proteaz Enziminin Termal Stabilitesine Ait Bulgular

Izole edilen proteaz enziminin termal stabilitesini belirlemek amaciyla 20-100°C
araligindaki sicaklik degerlerinde 30 dakikalik on inkiibasyon gerceklestirilmis ve
standart aktivite analizi yapilmistir (Sekil 4.33).

Analiz sonucunda tiim sicaklik degerleri incelendiginde ortalama %78,58 stabil
kalmistir. Enzimin stabilitesi 20-60°C araliginda %89,86 oraninda korunmustur. Daha

yiiksek sicakliklarda stabilitenin diistiigii goriilmiistiir (70-100°C araliginda %64,5).
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Sekil 4.33. 9 Numarali Proteaz Enziminin Termal Stabilitesine Ait Bulgular
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4.10.4. 9 Numarah Proteaz Enziminin Aktivitesi Uzerine NaCl’nin EtKisi

Izole edilen proteaz enzim aktivitesine NaCl’nin etkisini saptamak amaci ile
icerisinde %3-20 NaCl bulunan optimum pH degerine sahip substratlar kullanilarak
optmum aktivite sicakliginda standart enzim aktivitesi analizleri yapilmistir (Sekil
4.34).

Enzim aktivitesine farkli tuz konstrasyonlarin etkisinin aragtiritlmasi amaciyla
%3; %S5; %7.5; %10; %15; %20 NaCl kullanilarak gergeklestirilen 60 dakikalik 6n
inkiibasyon islemleri sonunda enzim 6nemli diizeyde stabilite gdstermistir. Enzim 60
dakika siireyle muamele edildigi zaman orijinal aktivitesini ortalama %82,19 oraninda

korudugu saptanmustir.
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Sekil 4.34. 9 Numarali Proteaz Aktivitesi Uzerine Farkli Tuz Konsantrasyonlarinin Etkisi
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4.10.5. 9 Numaral Proteaz Enzim Aktivitesine inhibitor, Selator, Metal

Iyonu, Deterjan ve Oksidanlarin Etkisi

Izole edilen proteaz enzimi farkli konsantrasyonlarda farkli inhibitdr, metal
iyonu, selator, deterjan ve oksidanlarla 40°C’de 60 dakika inkiibe edildikten sonra
standart aktivite analizi yapilarak kalan enzim aktivitesi saptanmustir (Sekil 4.35).

Kontrole 5 mM MnCl; ile %9,09; 5 mM BaCl; ile %11,93; 5 mM CaCl; ile

%13,63 oraninda enzim aktivitesini arttirdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.35. 9 Numarali Proteaz Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selatér, Metal Iyonu, Deterjan ve
Oksidanlarin Etkisi
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4.10.6. 9 Numarah Proteaz Enziminin SDS-PAGE ve Zimogram Analiz

Sonuc¢larn

Proteaz enzimi %12’lik SDS-PAGE (%10 jelatin igeren) sisteminde analiz
edilerek enzime ait aktivite bolgeleri saptanmistir. Zimogram analizi sonucunda

molekiiler agirligi 51 kDa olan tek bir aktivite bandi saptanmistir (Sekil 4.36).

Sekil 4.36. Bacillus sp. 9 Numarali Susun Proteaz Enziminin Molekiiler Agirligi ve Zimogram
Analizi (M:Marker)
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, Sinop ilinin g¢esitli bolgelerinden toplanan toprak ve su
orneklerinden Bacillus spp. izolasyon ve identifikasyonu gerceklestirilmistir. identifiye
edilen izolatlar arasindan, endiistriyel 6oneme sahip amilaz, selillaz ve proteaz enzim
aktiviteleri bakimindan etkin suslar seg¢ilmis ve sonraki adimlarda en etkili izolattan
kismi saflastirilan ilgili enzimlerin karakterizasyonu calisilmustir.

Calismada izolasyonu gergeklestirilen 126 adet Bacillus spp.’nin tiir diizeyinde
tanimlanmas1 amaciyla morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler uygulanmistir.
Karakterize edilen bu suglarin amilaz, seliilaz ve proteaz enzim aktiviteleri belirlenmis
ve toprak orneklerinden elde edilen 80 Bacillus izolatinin 40’1, su orneklerinden elde
edilen 46 Bacillus izolatinin 14’inde enzim aktivitelerinin bulunmasi nedeniyle
calismaya bu 54 izolatla devam edilmistir. Toplam 54 izolatin SDS-PAGE hiicre-i¢i
protein profilleri ¢ikartilarak kendi aralarinda benzerlik oranlar1 belirlenmis ve ayrica
plazmide sahip olup olmadiklar1 incelenmistir. Enzim aktiviteleri belirlenmis olan
suslarin farkli pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda gelisimi ile enzim {iretme
yetenekleri arastirilmigtir. Enzim aktivitesi yoniinden en iyi bulunan suslar segilerek
amilaz, seliilaz ve proteaz enzimleri izole edilmis ve bu enzimlerin optimum pH araligi,
optimum sicaklik araligi, pH stabilitesi ve termal stabilitesi tespit edilmistir. Enzim
aktiviteleri tizerine farkli konsantrasyonlarda tuzlulugun, inhibit6r, metal iyonu, selator,
deterjan ve oksidanlarin etkisi arastirilarak enzimlerin SDS-PAGE ve zimogram
analizleri sonucunda goriinen aktif bandlarinin molekiiler agirliklar1 belirlenmistir.
Ayrica enzimlerin izole edildigi suslarin 16S rRNA gen bolgesi dizi analizi sonucu
tanimlanmas1 yapilmistir.

54 adet Bacillus izolatinin ¢esitli biyokimyasal test Sonuglarina gore izolatlarin
timiiniin Gram pozitif, katalaz pozitif, ¢ubuk sekilli, endospor olusturabildikleri
goriilmiistiir. Suslarin 8’1 (%14,81) %2 NaCl; 49’u (%90,74) %5 NaCl; 41’1 (%75,92)
%7 NaCl ve 27’si (%50) %10 NaCl igeren besi yerinde gelisme gostermistir. Suslarin
38’1 (%70,37) pH:5; 54’14 (%100) pH:6 ve pH:7; 51’1 (%94,44) pH:8; 48’1 (%88,88)
pH:9 ve 45’ (%83,33) pH:10’da gelisme goéstermistir. Bazi suslarin nitrati nitrite
indirgeme yeteneginin oldugu ve jelatini pargalayabildigi goriilmiistiir. Suslarin 24°G
(%44,44) 4°C’de; 54’1 (%100) 25°C ve 35°C’de; 47°si (%87,03) 45 °C’de; 15°i
(%27,77) 55°C’de; 7’si (%12,96) 65°C’de gelisme gostermistir. Yapilan karbonhidrat

testlerine gore toprak kokenli suslarda gaz olusumu gozlenmedigi ve laktozu
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kullanamadigi, glikoz, maltoz, seliiloz, fruktoz, trehaloz, galaktoz, mannoz ve arabinozu
bazi suslarin kullandigi tespit edilmistir. Su kokenli suslarin ise uygulanan
karbonhidratlarin ¢ogunlugunu kullandig1 bir kismini kullanamadig1 goriilmiistiir.

Valero ve ark. (2002), taze sebze ve sogutulmus gidalardan izole ettikleri
Bacillus cereus’un karakterizasyonunda biyokimyasal ve fizyolojik testlerden
faydalanmiglardir. Gajbhiye ve ark. (2010), topraktan izole ettikleri Bacillus suslarinin
karakterizasyonunun belirlenmesinde gram boyama, anaerobik kosullar altinda gelisim,
hareketlilik, katalaz testi, nitratin nitrite indirgenmesi gibi biyokimyasal testleri
uygulamiglardir. Erem ve ark. (2009), siinmiis ekmekten izole edilen Bacillus tiirlerinin
klasik yontemler ile tanimlanmasinda Gram boyama, katalaz testi, VVoges-Proskauer
testi, karbonhidrat fermantasyon testleri, jelatin hidrolizasyon testi, sicaklik ve tuzluluk
tolerans testlerini gerceklestirmislerdir. Calismamizda izole edilen Bacillus tiirlerinin
identifikasyonunda kullanilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler
literatlirdeki caligsmalarla benzerlik gostermektedir.

Bakteriyel tiirler arasindaki taksonomik iligkilerin belirlenmesi ve bakteri
tanimlanmasimin  hizli bir sekilde yapilmasi SDS-PAGE’in kullanimmin 6nemli
oldugunu kanitlamistir (Berber, 2004). Calismada izole edilen 40’1 toprak, 14’0 su
kokenli olmak tizere toplamda 54 Bacillus suslarmin SDS-PAGE toplam hiicre igi
protein profil sonuglar: esas alinarak yapilan niimerik siniflandirmada suslar arasindaki
benzerlik diizeyinin %63 ve iizerinde oldugu ve iki major gruba (A ve B) ayrildig
goriilmiistiir. Berber ve Yenidiinya (2005), Van Golii ve ¢evresinden izole ettikleri
Bacillus tiirlerini SDS-PAGE yontemine gore karakterize etmislerdir. Yerel izolatlar ve
B. megaterium’u igeren benzerlik seviyesi %69 ve iizerinde degisen dort grup ve
benzerlik seviyesi %70’in iizerinde diger referans Bacillus tiirlerini iceren bir grup
olmak iizere bes ayr1 grup olustugunu bildirmislerdir. SDS-PAGE yontemi kullanilarak
elde edilen hiicresel protein profillerinin bilgisayar ortaminda birlestirilmesinin Bacillus
tirlerinin  taksonomik iligkilerinin incelenmesinde o6nemli bir yontem oldugu
belirtilmistir. Berber ve ark. (2015), Sinop toprak drneklerinden izole ettikleri Bacillus
suslarinin SDS-PAGE toplam hiicre protein profillerine gore %78 iizerinde benzerlik
gosterdigini rapor etmislerdir. Yapilan bu ¢alismalarin verilerimizle paralellik
gosterdigini ifade edebiliriz.

Plazmid DNA; mikroorganizmalarin ekstrakromozomal materyali olup, hiicre
sitoplazmasinda serbest olarak bulunabilecekleri gibi mikroorganizmanin kromozomu

ile entegre sekilde de bulunabilmektedir. Plazmid DNA’larin antibiyotiklere, metallere
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ve ilaglara karst diren¢ kazandirdiklari ayni zamanda toksin formasyonlari, pilus
olusumu, viriilans faktorleri gibi bazi 6zellikleri tasidiklar i¢in de bakterilere avantaj
sagladiklar1 bilinmektedir. (Kaynar ve Beyatli, 2006). Alan (2015), dogal tursulardan
izole ettigi Lactobacillus paraplantarum ve Lactobacillus pentosus suslarinin ortalama
1 plazmid igerdigini ve izolatlarin en fazla 3 adet farkli plazmid bulundurdugunu ayrica
antibiyotik direnclilikleri ile plazmid igerigi arasinda dogrusal bir iliskinin varligim
tespit edemedigini belirtmistir. Bizim ¢alismamizda ise izole edilen 54 adet Bacillus
suslarmin biyiikligi 20,678 ile 2,156 bg arasinda degisen 5 farkli plazmid igerdigini,
enzim aktiviteleri de arastirilan izolatlarin plazmid igerigi ile dogrusal bir iligkinin
mevcut olmadigin sdyleyebiliriz.

Bacillus cinsine ait tiirlerin ¢ogu giivenilir mikroorganizmalar olup tarim ve
endiistriyel amaclarda kullanilmakta olan bircok maddenin sentezlenmesinde etkin rol
oynamaktadir. Gidalarda patojen veya bozulma etkeni mikroorganizmalarin biiyiimesini
Onleyebilen veya oldiiren farkli gesitlerde bakteriosin iiretmektedirler (Topgal ve ark.,
2014). Diinyada giderek ciddi bir sorun haline gelen tarimsal {iretimin potansiyelini
azaltan toprak tuzlulugunu ortadan kaldirmak veya siddetli olumsuz etkilerini
hafifletmek amaciyla yararli toprak bakterisi olarak bilinen Bacillus izolatlarindan
faydalanilmaktadir (Han ve ark., 2014). Ayrica bu cinsin bireylerinin ¢ogu zararsiz,
izolasyonu ve teshisi kolay, genel olarak giivenilir, sentezledikleri proteinleri dis ortama
salgilama kapasiteleri gibi bir¢ok sebepten dolay: cazip endiistriyel organizmalardir. Bu
durum Bacillus tiirlerinin endiistriyel enzim {iretiminde Oncelikli olarak tercih
edilmesini saglamigtir (Aygan, 2008). Calismada; toplam 54 sustan; 21 tanesi (%38,88)
amilaz, 41 tanesi (%75,92) selillaz ve 6 tanesi (%11,11) proteaz enzim aktivitesi
gostermistir. Amilaz aktivitesi gosteren 21 susun 17 tanesinin (%80,95) toprak, 4
tanesinin (%19,04) su kokenli, seliilaz aktivitesi gosteren 41 susun 34 ’iiniin (%82,92)
toprak, 7’sinin (%17,01) su kokenli, proteaz aktivitesi gosteren 6 susun 3’tiniin (%50)
toprak, 3’tintin (%50) su kokenli oldugu tespit edilmistir. Suslarin farkli pH ve sicaklik
degerlerinde lireme ve enzim iiretme yetenekleri arastirilmis ve amilaz enzimi igin 4,
seliilaz enzimi i¢in 12 ve proteaz enzimi i¢in 9 numarali suslar secilmistir.

16S rRNA sekans analizleri sonucunda; yiiksek enzim aktivitesi gosteren 4, 9 ve
12 numarali suslarin Bacillus cinsine ait oldugu belirlenmistir. Suslardan 4 numara
susun B. subtilis strain CICC10048, 9 ve 12 numarali suslarin ise B. thuringiensis strain
m-4 suslariyla yakin iligkili oldugu gozlenmistir. Caligmamizla benzer sekilde Ali ve

ark. (2016), tuz madenlerinden izole ettikleri 54 bakteri susundan proteaz aktivitesi
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yiiksek olan BLK-1.5 susunun 16S rRNA sekans analizi sonucu Bacillus cinsine ait B.
subtilis subsp. Spizizenii NRRLB-23049 susuyla yakn iligkili oldugunu bildirmistir.
Vahabi ve ark. (2015), ise topraktan izole ettikleri kalsiyum karbonat presipitasyonu
bakimindan etkin olan AKOl susunun karakterizasyonunu belirlemek amaciyla
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin ardindan gerceklestirdigi 16S rRNA
sekans analizi sonucunda susun Bacillus genusuna ait B. licheniformis B2S1 susuna
benzer oldugunu rapor etmislerdir

Bu calismada amilaz, seliillaz ve proteaz enzim iiretiminde en yiiksek aktiviteyi
gosteren suslari B. subtilis ve B. thuringiensis suslar1 oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde daha once gergeklestirilen enzim ¢alismalarinda enzim treticisi olarak bu
suslardan yararlanilmistir (Blanco ve ark., 2016; Lassoued ve ark., 2015; Chen ve ark.,
2015; Emtenani ve ark., 2015; Smitha ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2015).

Yaptigimiz ¢alismada 4 numarali sustan, amilaz enzimi 45°C’de pH:9.0’da %3
NaCl igeren ortamda tretilmistir. Annamalai ve ark. (2011a), yaptiklar1 galismada
Bacillus cereus susunun enzim sentezini optimum pH:7.0’de 35°C’de gergeklestigini
rapor etmislerdir. Calismamizda 4 numarali amilaz enzimi optimum aktivitesini
pH:8.0’de gergeklestirmistir. Ayrica enzim analiz edilen tiim pH degerlerinde ortalama
%70,86 aktivite gostermistir. Liu ve Xu (2008), Bacillus sp. YX-1 susundan izole
ettikleri amilaz enziminin optimum aktivitesini pH:5.0’de; pH:4.5-11.0 araliginda ise
enzimin %80 oraninda aktivitesini korudugunu bildirmislerdir. Asoodeh ve ark. (2010),
Bacillus sp. ferdowsicous susundan izole ettikleri amilaz enziminin optimum
aktivitesinin pH:4.5 oldugunu ancak pH:3.5-7.0 araliginda ise %75 oraninda aktivitesini
korudugunu rapor etmislerdir. Annamalia ve ark. (2011a), Bacillus cereus susundan
izole ettikleri amilaz enziminin optimum aktivitesini pH:8.0 ve 65°C’de gosterdigini
belirtmislerdir. Punia ve ark. (2016), Bacillus subtilis susundan izole ettikleri amilaz
enziminin pH:4.0-10.0 araliginda aktivite goOsterdigini optimum aktivitesini ise
pH:8.0°de gergeklestirdigini ve pH degeri asildik¢a aktivitede diisiisler gozlendigini
bildirmiglerdir. Calismamizda 4 numarali amilaz enziminin optimum sicakligi 40°C
olarak saptanmistir. Ayrica enzim; 20-50°C araliginda ortalama %79,21 oraninda
aktivitesini korumustur. Liu ve Xu (2008), optimum sicaklik araliginin 40-50°C
oldugunu, sicakligin 60°C {izerine ¢ikmasiyla aktivitenin hizla distiigini
belirtmislerdir. Asoodeh ve ark. (2010), enzimin 30-75°C araliginda aktif oldugunu,
optimum sicaklik degerinin ise 70°C oldugunu bildirmislerdir. Annamalia ve ark.

(2011), yiiksek sicakliklara ¢ikildiginda enzim aktivitesinde diislisler yasandigim

79



90°C’nin iizerinde ise enzim aktivitesini tamamen kaybettigini rapor etmiglerdir. Punia
ve ark. (2016), optimum sicakligini ise 37°C’de gozlemlediklerini ve sicaklik
arttirildiginda  enzim  aktivitesinin  diistiiglini  belirterek  bunun  nedeninin
mikroorganizmanin gelisimini etkileyen yiiksek sicakligin enzimin yapisini bozmasiyla
iliskilendirmistir. Calismamizda 4 numarali amilaz enziminin 40°C’de 42 saat On
inkiibasyona tabi tutulmasi sonucunda enzim %82,92 oraninda stabil kalarak genis pH
araliginda yiiksek diizeyde stabilite gostermistir. Enzimin tiim sicaklik degerlerinde 30
dakikalik 6n inkiibasyon uygulamasindan sonra (20-100°C) yaklasik %78,44 oraninda
orijinal aktivitesini korudugu gozlemlenmistir. Enzim 20-70°C araliginda %94,66
oraninda yiiksek stabilite gostermesine ragmen 80-100°C araliginda enzimin stabilitesi
%46’ya digmiistir. Liu ve ark. (2008), 60°C’de 1 sa inkiibasyonu takiben enzimin
orijinal aktivitesinin %60 oraninda korundugunu bildirmislerdir. Asoodeh ve ark.
(2010), ise enzimin 70°C’de 1 saat inkiibe edilmesiyle aktivitesinin %100 oraninda
korundugunu belirtmislerdir. Calismamizda 4 numarali amilaz enzimi %3-20 NaCl
konsantrasyonlarinda 40°C’de 1 saat inkiibasyona tabi tutularak aktivite sonuglar
incelenmis ve enzimin tiim konsantrasyonlarda ortalama %62,86 oraninda stabilitesini
korudugu belirlenmistir. Ayrica amilaz enzimi %1 p-merkaptoetanol’e, 5 mM
Na,SOs’e, 5 mM EDTA’ya, %1 Triton X-100’e, %1 SDS’e 5 mM Ure’e, 5 mM
BaCly’e, 5 mM ZnCl,’e sirasiyla %92,15; %88,62; %81,2; %75,6; %72,32; %45,1;
%67,02; %64,89 oraninda direng gdstermistir. Ote yandan enzimin 5SmM [IAM, 5 mM
MnCl, ve 5 mM CaCl, varliginda sirasiyla %6,38; %1,06 ise %38,29 oraninda
aktivitesini arttirdigl saptanmistir. Asoodeh ve ark. (2010), enzimin metal iyonlarina ve
inhibitorlerine kars1 etkisini incelemisler ve sonuglari; SmM ZnCl, 5 mM EDTA ve 5
mM CaCl,’nin sirasiyla %60, %85 ve %92 oraninda enzimin aktivitesini disiirdigiin,
5 mM BaCly’nin ise %15 oraninda arttirdigini, oysaki B-merkaptoetanol’iin enzimin
stabilitesini etkilemedigini bildirmislerdir. Annamalia ve ark. (2011a), enzimi 1 mM
CaCl, ve MgCI; ile muamele ettiklerinde sirasiyla %90 ve %89 oraninda enzimin
orijinal aktivitesini korudugunu, 1 mM EDTA ile muamele edildiginde ise enzimin
tamamen inhibe oldugunu, 1 mM MnCl; ile enzim aktivitesinin %4 oraninda arttigin
rapor etmislerdir. Calismamizda 4 numarali enzimi %12’lik SDS-PAGE sistemiyle
analiz edilerek aktivite bolgeleri saptanmistir. Zimogram analizi sonucunda 4 numarali
enzimin molekiiler agirligr 120 kDa olarak hesaplanmistir. Enzimin molekiil agirliginin
Liu ve ark. (2008), 56 kDa, Asoodeh ve ark. (2010), 53 kDa, Annamalia ve ark. (2011),
42 kDa, Punia ve ark. (2016), 48 kDa, Ray ve ark (2008) 205 kDa, Shafiei ve ark
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(2010), 100 kDa olarak belirlenmistir. Son olarak 4 numarali enzimin optimum aktivite
sicakligin ve pH degerinde nigastayr pargalamasi sonucunda ince tabaka
kromatografisinde elde edilen hidroliz {iriinlerinin maltoz ve maltotrioz oldugu
saptanmistir. Asoodeh ve ark. (2010), enzimin nisastayr tamamen pargalamasiyla
glukoz, maltoz ve maltotrioz gibi hidroliz iirlinlerinin ortaya ¢iktigini belirtmislerdir.
Calismamizda elde ettigimiz veriler literatiirdeki aragtirmalarla karsilastirildiginda
sonuglar birbirleriyle yakin sekilde ortiismektedir.

12 numarali sustan seliilaz enzimi; 55°C’de pH:8.0’de %10 NaCl igeren besi
yerinde gelistirilmistir. Das ve ark (2010), termofilik Bacillus sp. susunun seliilaz
tiretme yeteneginin optimum pH 8.0’de ve 51°C’de; Annamalai ve ark. (2011b),
Bacillus AUO1 susundan seliillaz enzim {retiminin ise pH 9.0’da ve 50°C’de
gerceklestigini bildirmislerdir. Calismamizda 12 numarali seliillaz enzimi optimum
aktivitesini pH:10.5’te gosterirken enzimin ¢alisma araligi pH:8.5-10.5 olarak
saptanmigtir. Optimum aktivitenin goriildiigli pH degerinin iizerine ¢ikildikca seliilaz
enzim aktivitesi de diismiistiir. Trivedi ve ark. (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada,
Bacillus aquimaris susundan izole ettigi selillaz enziminin pH:11.0’de optimum
oldugunu, pH:9.0-11.0 araliginda ise enzimin aktivitesinin arttigin1 ancak pH:13.0’¢
cikildiginda aktivitenin distiginii bildirmislerdir. Caligmamizda 12 numarali seliilaz
enziminin optimum sicakligi 60°C olarak tespit edilmistir. Sicaklik arttik¢a seliilaz
enziminin aktivitesinde distisler yasanmigtir. Tiim sicaklik degerleri dikkate alindiginda
ise ortalama %69,84 oraninda enzimin aktivite gosterdigi Saptanmistir. Zhao ve ark.
(2012), seliilaz enziminin optimum aktivitesini 65°C olarak saptamislardir ve enzimin
40-70°C araliginda %60’tan daha fazla aktiviteye sahip oldugu belirterek bu sicaklik
degerinin {lizerine ¢ikildiginda enzim aktivitesinin diistigiinii bildirmiglerdir. Gaur ve
Tiwari (2015), B. vallismortis RG07 susundan elde ettikleri seliilaz enziminin 65°C ve
pH:7.0°de optimum oldugu enzimin aktivitesinin 95°C ve pH:9.0 da sirasiyla %95 ve
%75 oraninda korudugunu, Manfredi ve ark. (2016), Bacillus sp. ARO3 susundan izole
ettikleri selillaz enziminin ise 60°C’de optimum aktivite gosterdigini belirtmislerdir.
Vijayaraghavan ve ark. (2016), Bacillus halodurans IND18 susundan izole ettikleri
seliilaz enziminin optimum aktivitesinin ise pH:8.0’de 60°C’de gerceklestigini tespit
etmiglerdir. Calismamizda 12 numarali enzimin tim pH degerlerinde %77,93 oraninda
stabil kaldig1 goriilmistiir. Ayrica enzim optimum oldugu pH degerinde en yiiksek
stabiliteyi gostermistir. Lin ve ark. (2012), yapmis oldugu calismada seliilaz enziminin

farkli pH’larda 50°C’de 1 saat inkiibe edilmesiyle enzimin pH:4.2-10.3 araliginda %70
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ve lizerinde aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Yaptigimiz calismada 12 numarali
seliilaz enziminin tiim sicaklik degerlerinde (20-100°C) 30 dakikalik 6n inkiibasyondan
sonra yaklasik %74,11 oraninda orijinal aktivitesini korudugu gézlemlenmistir. Sicaklik
degerleri incelendiginde enzim 20-70°C araliginda %84,16; 80-100°C araliginda ise
%354 stabil kalmistir. Shanmughapriya ve ark. (2010), saflastirdiklar seliilaz enzimini 1
saat farkli sicakliklarda on inkiibasyona tabi tutarak standart aktivite tayinini
saptamislardir. Arastirmacilar enzimin 27 ve 30°C arasinda oldukga stabil oldugunu
ancak 40°C’den sonra ise enzimin hizla aktivitesini kaybettigini bildirmislerdir.
Calismamizda 12 numarali seliilaz enzimi; farkli konsantrasyonlarda NaCl ile 60°C’de
1 saat muamele edildiginde enzimin orijinal aktivitesinin %79,79’unu korudugu
gozlenmistir. Li ve Yu (2012), Bacillus sp. L1 susundan izole ettikleri seliilaz enziminin
%2.5-20 araligindaki tuz konsantrasyonlarinda ortalama %80 aktivitesini korudugunu
rapor etmislerdir. Yaptigimiz calismada 12 numarali seliilaz enziminin 60°C’de bir saat
stireyle %1 B-merkaptoetanol, %1 SDS, 5 mM MnCl, 5 mM CaCl, ile muamelesi
sonucunda sirastyla enzimin aktivitesinin %13,95; %18,60; %48,83 ve %51,16 oraninda
artti1 gozlenmistir. Diger yandan 5 mM IAM, %1 Triton X-100, 5 M Ure, 5 mM BaCl,
ve 5 mM ZnCl,’nin sirasiyla %6,98; %3,96; %23.9; %2,33 ve %11,63 oraninda enzimi
inhibe ettigi tespit edilmistir. Huang ve Monk (2004), saflastirdiklar1 seliilaz enziminin,
ZnCl,, EDTA, B-merkaptoetanol, %1.25 SDS ve %1.25 Triton X-100 ile muamelesi
sonucunda sirasiyla %12,7; %87,6; %9,9; %11,3; %8,5 ve %5,6 oraninda enzimi inhibe
ettigini bildirmislerdir. Gaur ve Tiwari (2015), B. vallismortis RG07 susundan elde
ettikleri seliilaz enziminin CaCl,, betamerkaptoetanol ve tween-60’1n enzim aktivitesini
arttirdigin1 Hg’ nin ise enzimi inhibe ettigini belirtmislerdir. Calismamizda 12 numarali
seliilaz enzimi SDS-PAGE ile analiz edilerek enzimin aktivite bolgeleri saptanmistir.
Zimogram analizi sonucunda molekiiler agirligi 64 kDa olan tek aktivite bandi
bulunmustur. Ayrica enzimin optimum aktivite sicaklikliginda ve pH degerinde
nisastayr par¢alamasi sonucunda ince tabaka kromatografisinde elde edilen hidroliz
tirtinlerinin maltoz ve maltotrioz oldugu tespit edilmistir. Literatiirde seliilaz enziminin
molekiiler agirligr 48 kDa (Sriariyanun ve ark., 2016); 80 kDa (Gaur ve Tiwari, 2015);
286, 208 ve 157 kDa (Manfredi ve ark., 2016) olarak belirtilmistir. Calismamiz
sonucunda elde edilen wveriler literatiirdeki diger arastirmalarla paralellik
gostermektedir.

9 numarali sustan, proteaz enzimi pH:9.0’da 45°C’de iiretilmistir. Enzimin

optimum aktivitesinin pH:8.0’de gerceklestigi ve tim pH degerleri incelendiginde
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enzimin ortalama aktivitesinin %84,30 oraninda yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Wang ve ark. (2008), Pseudoalteromonas NJ276 susundan ekstraseliiler
sogukta aktif proteaz izolasyonunu gergeklestirmisler ve enzimin optimum pH 5.0-12.0
arasinda aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Ali ve ark. (2015), B. subtilis BLK-1.5
susundan izole ettikleri proteaz enzimini pH:10’da, 37°C’de ve %7 NaCl igeren
ortamda iretmislerdir ve enzimin optimum aktivitesini ise pH:10’da ve 50°C’de
gosterdigini bildirmislerdir. Calismamizda 9 numarali proteaz enziminin optimum
sicaklik degerinin 40°C oldugu ve 20-50°C’de enzimin aktivitesini %80,12 oraninda
korudugu ve yiiksek sicakliklarda ise aktivitenin diistiigli gézlenmistir. Uyar ve ark.
(2011), Bacillus sp. CA15 susundan izole edilen proteaz enziminin pH ve sicaklik
araliginin pH:7.0-11.0 ve 30-60°C’de oldugunu belirtirken optimum sicakliginin ise
35°C’de gozlendigini bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada 9 numarali proteaz
enziminin pH ve termal stabilitesi incelendiginde; enzim sirasiyla ortalama %87,73 ve
%78,58 oraninda orijinal aktivitesini korumustur. Deng ve ark. (2010), Bacillus sp.
B001 susundan izole edilen proteaz enziminin termal ve pH stabilitesinin sirasiyla 20-
90°C ve pH:5.0-12.0 araligindaki degerler oldugunu belirtmiglerdir. Calismamizda 9
numarali proteaz enziminin Enzim 60 dakika siireyle farkli NaCl konsantrasyonlariyla
muamele edildiginde orijinal aktivitesini ortalama 982,19 oraninda korudugu
saptanmigtir. Bhardwaj ve Satyanarayana (2005), Bacillus sp. MLB-2 susundan izole
edilen proteaz enziminin %3-10 araligindaki tuz konsantrasyonlarinda ortalama %78
oraninda aktivite gosterdigini saptamiglardir. Calismamizda 9 numarali proteaz enzimi
lizerine inhibitor, selatér, metal iyonu, deterjan ve oksidanlarin etkisi incelendiginde, 5
mM MnCl, ile %9,09; 5 mM BaCl; ile %11,93; 5 mM CaCl, ile %13,63 oraninda
enzimin aktivitesinde artig goriilmiistiir. Diger yandan %]1 B-merkaptoetanol’iin, 5 mM
Na,SO3’iin, 5 mM IAM ‘nin, 5 mM EDTA’’nin, %1 Triton X-100’ilin, %1 SDS’in, 5 M
Ure ve 5 mM ZnCly’nin sirasiyla %32,96; %46,6; %6,25; %3,98; %46,6; %22,73;
%8,53 ve %8,53 oraninda enzim inhibisyonuna yol agtig1 tespit edilmistir. . Deng ve
ark. (2010), Bacillus sp. BOO1 susundan izole edilen proteaz enziminin 5mM EDTA ve
B-merkaptoetanol ile muamelesi sonucunda sirasiyla %80 ve %108 oraninda; Olivera ve
ark. (2006), Bacillus patagoniensis susundan izole edilen proteaz enziminin %1 SDS ile
muamelesiyle orijinal aktivitesini yaklasik %73 oraninda korudugunu tespit etmislerdir.
9 numarali proteaz enzimi SDS-PAGE ile analiz edilerek enzime ait aktivite bolgeleri
saptanarak zimogram analizi sonucunda molekiiler agirligi 51 kDa olan tek bir aktivite

bandi elde edilmistir. Literatiirlerde proteaz enziminin molekiiler agirliklar1 66 kDa, 40
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kDa, 26 kDa ve 62 kDa (Han ve ark., 2013); 38 kDa (Ali ve ark., 2015) olarak
bildirilmistir. Bulgularimiz literatiir verileriyle paralellik gostermektedir.

Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda 4, 9 ve 12 numarali suslardan izole edilen
enzimlerin ¢esitli deterjan, inhibitor, metal iyonu ve selatorlere karsi direncli olmalari
bu enzimlerin meyve suyu tekstil, firincilik, biracilik gibi bir¢ok endiistriyel alanlarda
kullanilma potansiyeli bulabilecegi sOylenebilir. Literatiirde enzimin ire ile
inhibisyonunun; enzimin hidrofobik aminoasit igermesinden kaynakli olabilecegi,
EDTA ile inhibe olmasinin enzimin metalloenzim (metale bagimli) yapisina kanit
gosterilebilecegi bildirilmistir. Diger yandan Ca’ ve Mn® gibi metal iyonlartyla
enzimlerin aktivitesinin artmasinin iyonlarin kofaktdr olarak islev gdrmesinden, Zn*
gibi inhibe edici iyonlarin ise aktiviteyi diisiirmesinin nedeninin iyonun enzimin aktif
bolgesine baglanmasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir (Shafiei ve ark., 2010;
Kumar ve ark., 2010; Annamalai ve ark., 2010).

Enzim teknolojisinin gelismesi, triinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve
ekonomik degerinin yiiksek olmasi nedeniyle endiistriyel enzimlerle ilgili alanda
yapilan aragtirmalar giin gectikge Onem kazanmaktadir (Goziikara, 2009).
Mikroorganizmalarin biyokimyasal c¢esitlilikleri ve genetik uygulamalara elverisli
olmast endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin biliyilk bir ¢ogunlugunun
mikroorganizmalardan iiretilmesine imkan saglamistir (Wolfgang, 2004; Turus, 2011).
Bunun nedeninin mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerinin ¢ok
yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve ekonomik olmalari
gibi avantajlar sunmasidir. Sunulan bu avantajlar, endiistriyel 6nemlerinden dolay1
uygun enzimleri {ireten suslarin 6zellikle Bacillus tiirlerinin izolasyonuna olan ilgiyi
arttirmigtir. Bacillus tiirlerinin habitatlarinin toprak olmasina ragmen dogada birgok
ortamda bulunabilmesi; antibiyotik, enzim ve toksin liretimi gibi 6zellikleri ve kolay
tiretilebilmeleri nedeniyle bakteriler arasinda en 6nemli grubu temsil etmektedirler.

Sonu¢ olarak; endiistriyel 6neminin ve kullaniminin yaygin olmast nedeniyle
calismamizda Sinop ili toprak ve su orneklerinden Bacillus spp. suslarinin izolasyonu
hedeflenmis ve gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda kismi olarak
saflastirilan enzimlerin ¢esitli endiistriyel alanlarda kullanim olanagi bulabilmesi ve dis
tilkelerden satin alinan bazi enzimlerin iilkemizde iiretilebilmesi ve bdylece iilke
ekonomisine katkida bulunulmasi miimkiin olabilecektir. Enzim aktivitesi yliksek olarak
secilen mikroorganizmanin insan sagligina etkilerinin arastirtlmasi ile GRAS (Genel

olarak giivenli kabul edilen - Generally Recognized as Safe) mikroorganizma oldugu
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saptanirsa, elde edilen enzimlerin gida sanayisinde kullanilmasi da 6nem kazanacaktir.
Baslangigta kaba enzim ekstraktlarina dayanan calismalar molekiiler g¢alismalarin
gelismesiyle yerini gen diizeyinde ve hatta gen iizerindeki farkli bolgeleri ayrintili
olarak inceleyen ¢alismalara birakmistir. Bu ¢alismay1 takiben enzim iiretim kapasiteleri
acisindan izole edilen en aktif suslarin ekonomik 6neme sahip enzimleri kodlayan
genlerinin  belirlenmesi ve bu genlerin farkli organizmalarda ekspresyonunun
(ifadelenmesinin) gergeklestirilmesi hedeflenerek seri sekilde tretilebilme stratejilerine

odaklanilmasi ¢alismamizin gelecekteki perspektifi agisindan dnemlidir.
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7. EKLER

EK-1. Suslarin Tanisinda Kullanilan Besi Yerleri

1. Nutrient Agar

Nutrient Agar 209
Distile Su 1000 ml
pH 7,0+£0,2

Besiyeri 20 g/l olacak sekilde tartilip 1 | distile su iginde ¢dzdiiriiliir. 121°C’de

15 dk sterilize edilir ve steril petri kutularma dokiiliir.

2. MR-VP Broth (Merck)

MR-VP (Merck) 179
Distile Su 1000 ml
pH 7,0

Gerekli miktarlar tartilip 1 | distile suda siispanse edilerek eritilir. Tiiplere

dagitilir ve otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilir.

3. Triple Sugar Iron Agar (TSI)

Triple Sugar Iron Agar (Merck) 659
Distile Su 1000 mi
pH 7,3+£0,2

Besi yerinden 65 g tartilarak 1 | distile suya ilave edilip kaynar su banyosunda 5-
10 dk tutularak iyice eritilir. Daha sonra tiiplere dagitilan besi yeri 121°C’de 15 dk

sterilize edilir. Sterilizasyondan sonra tiipler 1,5 cm yiiksekliginde bir ¢ubuga yatirilarak
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katilagmalar1 beklenir. Sonugta katilasan besi yerleri parafilm ile kaplanarak

buzdolabinda saklanir.

4. Nitrate Broth (NB)

Nitrate Broth (Acumedia) 23 ¢
Distile Su 1000 ml
pH 7,0

Dehidre besi yeri 23 g olacak sekilde gerekirse 1sitilarak distile su igerisinde
¢oziiliir. igerisinde durham tiipii bulunan tiiplere 10’ar ml dagitilip otoklavda 121°C’de
15 dk sterilize edilir.
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EK-2. Arastirmada Kullamlan Boya ve Diger Cozeltiler

1. Kristal Viyole

Kristal Viyole 109
Etil Alkol (%95°1ik) 100 ml
2. Liigol

Iyot 1g
Potasyum Iyodiir 29
Distile su 300 ml

3. Bazik Fuksin

Bazik Fuksin 30
Etil Alkol (%95°1ik) 100 ml

4. Serum Fizyolojik

Sodyum Kloriir 8549
Distile su 1000 ml

5. Tyot Cozeltisi

Iyot 1g
Kl 29
Distile Su 100 ml

KI suda ¢oziindiikten sonra iyot ilave edilir ve ¢d6zmeye devam edilir. Membran

filtreden gecirilip renkli sisede 2-3 hafta bekletilebilir.
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6. Alfa-naftol Cozeltisi

Alfa-naftol 59
Etil Alkol 100 ml

7. KOH ¢ozeltisi (%40)

Potasyum Hidroksit 409
Distile Su 100 ml

8. Metil-Red Ayiraci

Metil Red 0,050 g
Etil Alkol (%95) 150 ml
Saf Su 100 ml

Metil Red, alkolde eritildikten sonra distile su eklenerek c¢oziiliir. Oda

sicakliginda saklanabilir.

9. Katalaz Test Ayraci

Hidrojen peroksit (H20,) (%30’luk)’den 3 ml alinarak 97 ml distile su ile iyice

Karistirilir.
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EK-3. Poliakrilamid Jel Elekroforezinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
1. Akrilamid + N,N’-Metilen Bis-akrilamid Monomer Stogu

Akrilamid (Oxoid) 28,8 ¢
Bis-akrilamid (Oxoid) 1,29

Maddeler gerekli miktarda tartilip 75 ml distile su igersinde ¢6ziilerek son hacim
100 ml’ye tamamlanir. Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilerek renkli cam sisede +

4°C’de saklanir.

2. Ayirma Jel Tamponu (1,5 M Tris-HCL, pH 8,6)

Gerekli miktar trizma bazi tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziildiikten sonra 1N
HCI ile pH 8,6’ya ayarlanir. Son hacim tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre
kagidindan siiziilir ve + 4°C’de saklanir. SDS-PAGE i¢in %0,4 oraninda SDS ilave

edilir.

3. Yigma Jel Tamponu (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8)

Gerekli miktar trizma bazi tartilarak bir miktar distile suda ¢6ziildiikten sonra 1N
HCI ile pH 6,8’e ayarlanir. Son hacim tamamlandiktan sonra Whatman No:1 filtre

kagidindan siiziiliir ve + 4°C’de saklanir. SDS-PAGE i¢in %0,4 oraninda SDS ilave

edilir.

4. Tank Buffer

Trizma Baz1 (Sigma) 1,21¢g

Glisin 5769

Maddeler 1000 ml distile suda ¢oziiliir. SDS- PAGE igin %0,1 oraninda SDS
ilave edilir.
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5. Laemmli Buffer (X4)

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 5,12 ml
Gliserin (Merck) 8,009
Distile Su 3,00 mi
SDS 2,00 g
2-B-Merkaptoetanol 4,00 ml
Bromo Fenol Mavisi (Merck) 0,025 g

Gerekli miktarlar tartilip temiz bir deney tiipii icerisinde homojen hale getirilir

ve glin 15181Na maruz birakilmadan saklanir.

6. Boyama Cozeltisi

Coomassie Brillant Blue (Sigma) 159
Izopropil Alkol (Merck) 250 ml
Asetik Asit (Merck) 100 ml
Distile Su 650 ml

Boya ¢6ziindiikten sonra Whatman No:1 filtre kdgidindan stiziiliir ve renkli cam

sisede oda sicakliginda saklanir.

7. Boya Cikarma Cozeltisi

Izopropil Alkol (Merck) 250 ml
Asetik Asit (Merck) 100 ml
Distile Su 650 ml

Gerekli miktarlar tartilarak 650 ml distile suda ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan ¢ozelti

oda sicakliginda renkli cam sisede saklanir.
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8. Jel Saklama Cozeltisi

Jel saklamak amaciyla %7’lik Glasial Asetik Asit ¢ozeltisi kullanilir.

9. %10’luk Amonyum Per Siilfat (APS)

APS 1g
Distile Su 10 mi

Gerekli miktarlar tartilarak distile suda ¢oziilir ve + 4°C’de saklanir. Bir

haftadan sonra taze hazirlanarak kullanilir.

10. %10°’luk SDS-PAGE Ayirma Jel icerigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 8,78 ml
Distile Su 10,84 ml
1,5M Tris-HCL pH 8,6 6,58 ml
APS (Sigma) 100,00 pl
TEMED (Oxoid) 10,00 ul

Gerekli miktarlar tartilarak kisa siirede silispansiyon hazirlanir. Polimerlesme

baslamadan dikey elektroforezin alt kisma aktarilir.

11. %12’lik SDS-PAGE Ayirma Jel Icerigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 12 ml
Distile Su 10,5 ml
1,5 M Tris-HCL pH 8,6 7,8 ml
APS (Sigma) 125,00 pl
TEMED (Oxoid) 10,00 pul

Gerekli miktarlar tartilarak kisa siirede siispansiyon hazirlanir. Polimerlesme

baslamadan dikey elektroforezin alt kisma aktarilir.
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12. %4’liik SDS-PAGE Y1gma Jel icerigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 0,81 ml
Distile Su 2,95 mi
0,5M Tris-HCL pH 6,8 1,235 ml
APS (Oxoid) 50,00 pl
TEMED (Oxoid) 6,00 ul

%10’luk SDS-PAGE polimerlestikten sonra, yukaridaki maddelerden gerekli
miktarlar tartilarak kisa siirede siispansiyon hazirlanir. Polimerlesme baslamadan dikey
elektroforezde %10’1luk SDS-PAGE kismin iizerine aktarilir. Polimerlesme baslamadan

en kisa zamanda hava boslugu birakilmadan tarak yerlestirilir.
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EK-4. Plazmid Analizinde Kullamilan Tampon Cozeltiler
1. %25 Sukroz iceren 30 mg/ml Lizozim Cozeltisi

%25 siikroz, 30 mg/ml alinir distile su ile 100 ml tamamlanur.

2. %3 SDS, 0,2 N NaOH

0,1 g SDS ve 0,0016 g NaOH alinir ve distile su ile 10 ml tamamlanir.

3. 3 M Sodyum Asetat:

4,0824 g sodyum asetat distile su ile 10 tamamlanir ve pH: 4,8’e ayarlanir.

4.7,5M Sodyum Asetat

5, 781 g amonyum asetat distile su ile 10 ml tamamlanur.

5. Fenol:Kloroform Soliisyonu

1:1 oranina gore karistirilarak hazirlanir.

6. RNaz Soliisyonu

0,005 g RNaz tartilip 1 ml distile su ile tamamlanur.

7. Tris-Borat EDTA (TBE) Soliisyonu: 1X, pH 8,0

Trizma Baz1 (Sigma) 10,8 g
Asit Borik (Sigma) 55¢
0,5M EDTA, pH 8,0 4 ml
Distile su 1000
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8. Yiikleme Soliisyonu (Loading Buffer)

Ure (Merck) 4M
EDTA Merck) 0,025 M
Stikroz (Sigma) %60
Bromfenol Blue (Sigma) %0,025
Ksilen (Merck) %0,025

109



EK-5. Genomik DNA Analizinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
1. Tris-EDTA (TE) Soliisyonu: 10 mM Tris-HCL pH 8,1 mM EDTA

1ml1M Tris-HCL pH 8,
0,5ml 1 M EDTA pH 8,0 alinir ve distile su ile 100 ml tamamlanr.

2. SDS, %10

10 g SDS alinir ve distile su ile 100 ml tamamlanur.

3. 5M NaCl

141,6 g NaCl alinir ve distile su ile 500 ml tamamlanur.

4. Proteinaz K

0.004 g Proteinaz K tartilir ve 2 ml distile su eklenir.

5. Fenol:kloroform soliisyonu

1:1 oranina gore karistirilarak hazirlanir.

6. Tris-Borat EDTA (TBE) Soliisyonu: 1X, pH 8,0

Trizma Baz1 (Sigma) 10,8 g
Asit Borik (Sigma) 55¢
0,5M EDTA, pH 8,0 4 ml
Distile su 1000
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7. Yiikleme Soliisyonu (Loading Buffer)

Ure (Merck) 4M
EDTA Merck) 0,025 M
Stikroz (Sigma) %60
Bromfenol Blue (Sigma) %0,025
Ksilen (Merck) %0,025
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EK-6. Kullanilan Cihazlar

Cins

Mikrodalga Firin
Elektroforez Gli¢ Kaynagi
Yatay Elektroforez

Dikey Elektroforez
Tarayict

Santrifiij Cihaz1 (15.000 rpm)
Hassas Terazi

pH Metre

Isik Mikroskobu

PCR

Vorteks

Manyetik Karistirict
Inkiibator

Sterilizator

Otoklav

UV Transilluminator

Karistirica

Marka

Argelik

Supply Consort
Thermo Scientific
Hoefer

HP Scan-jet

Hanil Science Industrial
AND

Hanna Instruments
Leica

Techne

Biosan

Biocote (Stuart)
Niive

Niive

Tuttnauer

Cleaver

Waring
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Model

MD 595

EV 232
MS1509112955
SE400-USA
G2410
HM-1501V
GR-200

HI 221

DM 500
TC-5000

Bio Vorteks VI
SB 162

EN 500

FN 500

3850 MLV



EK-7. Enzimler ile Tlgili Tampon, Cézelti, Boya ve Soliisyonlar

1. M9-Nisasta Agari

Amilaz aktivitesinin saptanmasi ve enzim iiretimi amaciyla kullanilmistir.

Na;HPO,4.7H,0 6
KH,PO4 3
NaCl 0.5
NH,CI 1
MgS0O,.7H,0 0.24
CaCl,.2 H,0O 0.24
Pepton 3
Nisasta 10 10
Agar 15
Bilesimi g/L
2.CMC-Agar

Seliilaz aktivitesinin belirlenmesi ve enzim tiretimi amaciyla kullanilmistir.

Na;HPO, .7H,0 1.18
KH,PO, 0.9
NaNO3; 1
KCI 0.5
MgSO,.7H,0 0.5
Maya Oziitii 0.5
Pepton 0.5
CMC 10
Bilesimi g/L




3. Skimmilk-Agar

Proteaz enzim aktivitesi i¢in kullanilmaistir.

Pepton 10
Et Oziitii 3
NaCl 5
Skimmilk 11
Agar 15
Distil su 1
Bilesimi g/L

4. Kongo Red (%00.1)

Kat1 besi yeri ve SDS-PAGE jelinde seliillaz aktivitesinin gosterilmesi i¢in

%0.1°lik kongo kirmizis1 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

5. Sodyum-Fosfat Tamponu

Enzimlerin pH 6.0-8.0 arasindaki aktivite diizeylerinin saptanmasinda
kullanilmistir. Tamponun hazirlanmasinda 0.2M NaH,PO, ile 0.2M Na;HPO,.7H,0
cozeltileri ve distile sudan uygun hacimlerde karistirilarak, istenilen pH degerine sahip

yeni bir karisim elde edilir.

pH 0.2 M NaH,PO,  0.2M Na;HPO,4.7H,0 Distile Su
6.0 87.7 12.3 100
6.5 68.5 315 100
7.0 39.0 61.0 100
7.5 16.0 84.0 100
8.0 5.3 94.7 100

114



6. Glisin-NaOH Tamponu

Enzimlerin pH 8.5-10.5 araligindaki aktivitelerini saptamak icin kullanilir.
Tamponun hazirlanmasinda 0.2M Glisin ile 0.2M NaOH c¢ozeltileri ve distile su’dan

uygun hacimlerde karistirilarak, istenilen pH degerine sahip yeni bir karigim elde edilir.

pH 0.2 M Glisin 0.2M NaOH Distile Su
8.5 4.0 50 146
9.0 8.8 50 141.2
9.5 22.4 50 127.6
10.0 32.0 50 118
10.5 455 50 104.5

7. Borax-NaOH Tamponu

Enzimlerin pH 11.0-12.5 arasindaki aktivitelerini saptamak amaci ile kullanilir.
Tamponu hazirlamak ig¢in 0.0SM Boraks (19.05g/L) ¢ozeltisinden 50 mL alinarak
tizerine istenilen pH degeri elde edilinceye kadar (0.2M NaOH ve yiiksek pH degerleri
icin de 2N NaOH) uygun NaOH ¢ozeltisinden eklenerek son hacim 200 mL olacak

sekilde distile su ilave edilir.

8. Dinitro Salisilik Asit (DNS)

Enzim aktivitesi sonucu ag¢iga ¢ikan indirgen seker miktarini belirlemek amaci
ile kullanilir. 1g DNS 50 mL distile su igerisinde ¢oziiliir. Uzerine 30g K-Na-Tartarat ve
20 mL 2N NaOH ilave edilerek son hacim 100 mL ye tamamlanir.

9. Trikloro Asetik Asit (TCA)

Proteaz enzim aktivitesini durdurmak i¢in kullanilmistir 10 g TCA 60 mL distile

su igerisinde ¢oziildiikten sonra son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.
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9. %12’lik SDS-PAGE Ayirma Jel icerigi

Zimogram analizlerinde %3’lik CMC ve Nisasta substratindan 1 mL, %10’luk

jelatin substratindan 0.4 mL ayirma jeline eklenir.

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 8 ml
Distile Su 7ml
1,5M Tris-HCL pH 6,8 5ml
APS (Oxoid) 66 ul
TEMED (Oxoid) 13 ul

10. SDS-PAGE ve Zimogram Dengeleyici Jel icerigi

Akrilamid/Bis-akrilamid (Oxoid) 1.5ml
Distile Su 5.25ml
0,5 M Tris-HCL pH 6,8 2.25 ml
APS (Oxoid) 30 ul
TEMED (Oxoid) 7.5 ul

11. SDS-PAGE’de Zimogram Analizleri icin Renatiirasyon Soliisyonlar

Renatiirasyon Soliisyonu-1 ( pH:7.5): 10 mM Tris, 5 mM B-Merkaptoetanol ve
%20 izoproplanol karistirilarak istenilen miktarda hazirlanir.

Renatiirasyon Soliisyonu-2 (pH:7.5): 50 mM Tris, 5 mM B-Merkaptoetanol ve
ImM EDTA karistirilarak istenilen miktarda hazirlanir.

Renatiirasyon Soliisyonu-3 (pH:6.8): 50 mM sodyum fosfat tamponu sekilde

hazirlanir.

12. Triton-X100 ¢ozeltisi (Sol-1)

Elektroforez isleminden sonra proteaz enziminden SDS’nin uzaklastirilmasi igin

kullanilir. Bu amagla %2.5 Triton-X100 hazirlanir ve 1 saat siireyle inkiibe edilir.
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12. Tris-HCI ¢ozeltisi (Sol-2)

Elektroforez isleminden sonra jeldeki proteaz enziminin aktive olmasi icin
kullanilir. Sol-1°de muamele edilen jel 50 mM Tris-HCI (pH:7.5) tamponunda 40°C’de

30 dakika inkiibe edilerek enzimin aktivite gostermesi saglanir.

13. Nisastah Glisin-NaOH Tamponu (pH:10.0) Cozeltisi

Native PAGE elektroforezde gergeklestirilen analiz sonucunda, jeldeki amilaz
aktivitesinin saptanmasi amaciyla kullanilir. Bu amagla 50 mM Glisin-NaOH
tamponuna (pH:10.0) son konsantrasyon %1 (w/v) olacak sekilde ¢oziinlir nisasta

eklenerek hazirlanir.

14. Biitanol-Asetik Asit-Distile Su

Amilaz enzimine ait reaksiyon iirlinlerinin saptanmasi amaciyla yapilan ince
tabaka kromatografi ¢alismalarinda gelistirme soliisyonu olarak kullanilmistir. Biitanol-
asetik asit-distile su, 3:1:1 (v/v/v) seklinde hazirlanir.

15. %20’lik Siilfirik Asit (H,SO,) Cozeltisi

80 mL Etil alkol (%96) igerisine 20 mL H,SO4 ¢ozeltisi eklenerek hazirlanir.

16. Kloroform-Asetik Asit-Distile Su Cozeltisi

Selulaz enzimlerine ait hidroliz tirtinlerinin belirlenmesinde hareketli faz olarak

kullanilmigtir. Kloroform-asetik asit-distile su (6:7:1 v/v/v) karistirilarak hazirlanir.

17. Anilin-Difenilamin-Ortofosforik Asit Cozeltisi

Anilin (%1) ve v/v-difenilamin (%1) wi/v-aseton igerisinde ¢oziildiikten sonra
karisima, c¢ozeltideki konsantrasyonu %10 olacak sekilde ortofosforik asit (v/v) ilave
edilir.

117



EK-8. 16S rRNA Dizi Analizi

>4 Numarah Susun 16S rRNA Dizi Analizi

TTGGGCGTAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCC
ggggCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAG
ﬁ§$$gEACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG
ggééACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCG
éégﬁfAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTA
g$$¥ECGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG
gggCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
§$Q$EETTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCT
2EiATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGC
¢¥E$EGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
éﬁgéATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTG
ﬁXéCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
igggACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTA
ﬁ$ggéACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTG
éﬁggAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCG
$$é¥;CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
$§2§ETTTATGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAAT
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>9 Numarah Susun 16S rRNA Dizi Analizi

TTGGGCGTAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCAC
GGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGA
GGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTA
ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAACCCTAGA
GATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG
ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACC
GCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCT
GCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATG
CCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACG
AGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTGAAGCCAGCCGC
CTAAG

>12 Numarali Susun 16S rRNA Dizi Analizi

CGGATATTGGGCGTAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAG
TGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGAC
ACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTT
AGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC
CTCTGACAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCA
CTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGAC
GGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCTAATCTCATAAAACCG
TTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTGGAATC
GCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGT
GGGGTAACCTTTTGGA
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