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OZET
TURKIYE’DEKi FARKLI ORTAMLARDAN iZOLE EDILMIi$
HALOFILIK PROKARYOTLARDA HIiDROLITIiK
ENZIMLERIN TARANMASI

ELCIN SEN
Biyoloji Anabilim Dah
Genel Biyoloji Bilim Dah

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Temmuz 2019

Damisman: Prof. Dr. M. Bur¢cin MUTLU
Ikinci Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Volkan Kilic

Bu c¢alismada Sivas bolgesindeki Bingdl, Kemah, Fadlum gibi tuzla ve
havuzlardan izole edilen halofilik mikroorganizmalarin  hidrolitik  enzim
potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmistir. Toplam 188 izolatin sirasiyla niikleaz
taramas1 DNase test agar besi ortamina, proteaz taramasinda %?2 siit tozu iceren besi
ortamina ve amilaz taramasi % 0,5 nisasta igeren besi ortamia ekimi ile 37 °C ‘de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu koloni ¢evresindeki hidrolitik zon ¢aplarma
gore enzim liretim potansiyelleri tespit edilmistir. Tanimlanmamis olan izolatlar i¢in
DNA izolasyonu ve 16sTRNA PCR ‘1 kurulup ARDRA ile 7 farkli pattern elde edilmis
olup bir sonraki adim olan dizi analizi ¢aligmalar1 i¢in hazirlanmistir. Enzim taramalar1
sonucu zon ¢aplarmna gore D85, 205y, F2S50 ve D63 mikroorganizmalar en yliksek
enzim aktivitesine sahip mikroorganizmalar olarak tespit edilmistir. Bu
mikroorganizmalarm biiyiime egrileri ve en yliksek proteaz enzim aktivite saatleri tespit
edilmeye calistlmustir. Ileriki calismalarda tanimlanamayan izolatlarin dizi analizi ile
tanimlanmasi, amilaz ve niikleaz enzimlerinin aktivitelerinin en yiiksek oldugu
saatlerinin tespit edilip biiylik 6lcekli endiistriyel liretim hedeflenmektedir.

Anahtar Sozciikler: Enzim aktivitesi, Proteaz, Amilaz, Niikleaz, Halofilik

Mikroorganizmalar, Enzim Aktivitesi.



ABSTRACT
SCREENING OF HYDROLYTIC ENZYME ISOLATED FROM
HALOPHILIC PROKARYOTES DIFFERENT ENVIRONMENTS IN TURKEY

ELCIN SEN
Department of Biology
Programme in General Biology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programme

July 2019

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU
(Co-Supervisor: Dr. Lecturer Volkan KILIC)

The aim of this study was to investigate the hydrolytic enzyme potentials of
halophilic microorganisms isolated from salt and ponds such as Bingol, Kemah,
Fadlum, Sivas. A total of 188 isolates were incubated with nuclease screening in DNase
test agar medium, 2% milk powder in the protease screening medium and incubation
with medium containing amylase 0.5% starch at 37 ° C for 24 hours. Enzyme
production potentials were determined according to hydrolytic zone diameters around
the colony. DNA isolation and 16srRNA PCR for unspecified isolates were established
and 7 different patterns were obtained by ARDRA and the next step was prepared for
sequence analysis studies. D85, 205y, F2S50 and D63 microorganisms were determined
as microorganisms with the highest enzyme activity according to the zone diameters.
The growth curves of these microorganisms and the highest protease enzyme activity
hours were determined. In future studies, the identification of unidentified isolates by
sequence analysis, the peak activity of amylase and nuclease enzymes are determined
and largescale industrial production is targeted.

Keywords: Enzyme Activity, Protease, Amylase, Nuclease, Halophilic

Microorganisms, Enzyme Activity
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TESEKKUR
Aragtirmalarimin baglangicindan bitimine kadar, tecriibesi ve bilgileriyle her
tiirli yardim ve katkilarini benden esirgemeyen, birgok yonden 6rnek almaya ¢aligtigim

degerli tez hocam Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU ’ya tesekkiirii bir borg bilirim

Laboratuvar ¢aligsmalarim boyunca yardim ve dayanigsmalarindan dolay1 Seval

CINAR, Nilgiin POYRAZ ve Emine TURK ’¢;

Verdikleri her tiirlii maddi ve manevi destekle bugiinlere gelmemi saglayan

sevgili aileme;

Tim ¢alismalarim siiresince yaptig1 yardimlar, fedakarliklar ve ozellikle de

gosterdigi sabir dolayisiyla esim Cevat SEN ’e tesekkiirlerimi sunarim.
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢caligmamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak lizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu caligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu g¢alismanin Eskisehir
Teknik Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi” yla
tarandigin1 ve higcbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

(Ogrencinin Ad1 ve SOYADI)
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1. GIRIS
1.1. Halofilik Mikroorganizmalar

Halofiller, gelisimleri i¢in yiiksek miktarda tuz konsantrasyonuna ihtiya¢ duyan,
tuzcul cevrelerde yasayabilmek icin farkli stratejiler gelistirmis olan hem prokaryotik

hem de 0karyotik organizmalar1 i¢inde barindiran genis bir gruptur (Mutlu, 2006 ).
1.1.1. Halofilik mikroorganizmalarin siniflandirilmasi

Tuz tiim yasam formlar1 i¢in gerekli olmasina ragmen, Halofiller (Yunanca hal,
deniz veya tuz, philos, seven anlaminda) gelismek icin yiiksek tuz konsantrasyonuna
ihtiyaclarindan dolay: smiflara ayrilirlar (S. DasSarma ve P. DasSarma, 2012). Kushner
1985°te halofilleri gereksinim duyduklar1 en uygun NaCl miktarlarma gore; halofilik
olmayanlar %1’in altinda NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar; az halofiller %1-3 NaCl’ ye ihtiyag
duyanlar; orta derece halofiller %3-15 aras1t NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar; asir1 (ekstrem)
halofiller %15°den daha fazla NaCl’ye ihtiya¢ duyanlar olarak 4 gruba aymrmistir
(Mutlu, 2006). Halotolerant mikroorganizmalar ise yiiksek tuz konsantrasyonu
varliginda ya da yiiksek tuz konsantrasyonunun yoklugunda gelisebilirler (S. DasSarma
ve P. DasSarma, 2012).

Asir1 derecede halofiller (ekstrem halofiller) Bacteria, Archaea ve Eukarya
domaininden temsilcileri bulunmaktadir. Pratik olarak halofilik mikroorganizma
100g/I’den daha yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisim gosterebilen organizmalar
olarak tanimlanabilir (Mutlu, 2006). Sekil 1.1.’de farkli domainlerde yer alan halofilik

mikroorganizmalar filogenetik agac tizerinde gosterilmistir.
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Sekil 1.1. %10 ve iizeri tuz konsantrasyonlarinda gelisebilen halofilik mikroorganizmalarin filogenetik

dagilimi (Oren, 2002).
1.1.2. Halofilik mikroorganizmalarin morfolojileri ve adaptif 6zellikleri

Halofiller tipik olarak spor iiretmeyen cubuk ya da kok morfolojisine sahip
canlilardir. Koklar tek olarak ya da grup olarak meydana gelir. Baz1 durumlarda, polar
puskiil ya da filagellas1 ile hareket ederler. Halofilik bakterilerin boyut ve sekilleri
onlar1 ¢evreleyen tuz konsantrasyonunun varligina gore degisebilir. Tuz konsantrasyonu
cesitlendiginde ¢ubuk formlar uzamis veya sogan bi¢iminde ya da kok goriinlimiinde
bile olabilir. Halofilik Bacteria’nin kolonileri C-50 karetenoidin varligma gore kirmizi
ya da turuncu goriilebilir.

Halofiller ortamlarindaki yiiksek osmotik basinca karsit iki tip adaptasyon
stratejisi gelistirmislerdir. Bunlardan ilki, K", Na* ya da CI gibi inorganik iyonlarin

yiksek  konsantrasyonlarda hiicre icinde  biriktirilmesi  yoluyla ozmozun



dengelenmesidir. Bu strateji yiiksek iyon konsantrasyonunda calisabilen hiicre i¢i enzim
adaptasyonlarint gerektirmektedir. Bu mekanizma Archaea domaini igerisindeki
Halobacteriacea familyasi liyelerinde, Bacteria domaininde Halanaerobiales grubu ve
Salinibacter genusu iiyelerinde filogenetik olarak iligkili olmayan ekstrem halofiller
icerisinde goriilmektedir (Anton vd., 2002). ikinci strateji ise, “compatible solute”

organik osmolitlerin biriktirilmesidir (DaCosta, Santos, ve Galinski, 1998)
1.1.2.1. Salt in stratejisi

Bu yaklasim baslica halofilik Archaea ve anaerobik halofilik Bacteria tarafindan
gerceklestirilmektedir. Bu strateji sec¢ici K* iyonlarinim sitoplazma igine akin etmesi ve
genellikle eslenigi Cl iyonlarmin birikmesiyle izotonik seviyenin dis ortamla ozmatik
olarak eslesmesi prensibine dayanir. Diisiik su baglama kapasitesinden dolay1 potasyum
iyonlar1 sodyum iyonlarindan daha fazla tercih edilir. Bu organizmalarin membranlar1
proton gradiyenti yaratarak sitoplazmadan Na* iyonlarmi uzaklastirmak igin ¢ok sayida

Na" / H" antiporter ile ¢evrilidir (Karan, Kumar, Sinha and Khare, 2012).
1.1.2.2. Uyumlu ¢éziinmiis madde (compatible solute) stratejisi

Bu strateji yaygin olarak halotolerant ve i1limlhi halofillerde gézlenmektedir. Bu
durumda hiicre i¢i tuz konsantrasyonu diistiigii halde, sitoplazma ile dig ortam arasinda
ozmatik denge hiicre disma iyonlarin aktif pompalanmasi ve diisiik molekiiler agirlikl
compatible solute (uyumlu c¢oziinmiis madde) gibi organik ozmalit bilesiklerin
olusturulmasiyla siirdiiriilmektedir. Yaygm olarak poliol (genellikle gliserol), sekerler
(stikroz, trehaloz), aminoasit (prolin, glutamik asit) ve quaterner aminler (glisin betain,
ektoin, hidroksiektoin) olmak iizere 4 tip molekiil kullanilir (DaCosta, Santos, ve

Galinski, 1998).

1.2. Halofilik ve Halotolerant Mikroorganizmalarin Biyoteknolojik Potansiyelleri

ve Uygulama Alanlan

Halofilik mikroorganizmalar biyoteknolojik 6neme sahip mikroorganizmalardir.
Yiiksek tuz konsantrasyonuna adaptasyonda gelistirdikleri halotolerans 6zellige sahip
enzimleri, {irettikleri organik ozmatik stabilize edici maddeleri sebebiyle onlar1

biyoteknolojik bakimdan degerli hale getirmistir.



1.2.1. Ozellesmis iiriinler
1.2.1.1. Bakteriyorodopsin

Bazi1 cekstrem halofilik Archaca membrana bagl bakteriyorodopsin ya da
halorodopsin olarak adlandirilan retinal pigmentler icerirler. Bakteriyorodopsin en ¢ok
tanimlanan irlinlerden biridir. Klorofil olmayan sistemde 15181 kimyasal enerjiye
doniistiirme yetenegi ilk kez Haloarchaea’da kesfedilmistir (DasSharma vd., 2010).
Bakteriyorodopsin proton elektrokimyasal potansiyelinin transmembran gradiyentini
kurmak i¢in 15181 kullanan ve giines enerjisini aktaran en basit biyolojik sistemdir.
Molekiiler agirhig1 26.5 kDa’dur. Protonlar retinal kromofor yoluyla yakalanir. Retinal
grup foton ile uyarildiktan sonra konformasyonu degisir (Margesin and Schinner, 2001).

Bakteriyodopsin real time siirecinde 151k sensorii gibi ve diger optik siireclerde
151k modiilatorii oldugu kadar yapay retina, foton degisimi, Fourier diizlem uzaysal filtre
optik smirlayici, halografik interferomteri, halografik real-time gibi essiz Ozellikleri

sebebiyle pek ¢ok uygulama alanina sahiptir (Shakuri vd., 2016).
1.2.2.2. Uyumlu ¢6ziinmiis madde

Halofiller tuzcul g¢evrelerde hiicre i¢ tuzlarmni ozmotik olarak dengeleyecek
sekilde biriktirerek ya da uyumlu ¢6ziinmiis madde diye adlandirilan biyomolekiillerin
stabilitesini siirdiirmekte kullanilan ozmolitleri biriktirerek hiicre i¢ su kaybimi
onlemeye calisirlar. Cogu halofilik bakteri ve dkaryotlar yliksek tuz konsantrasyonuna
kars1 sitoplazma icinde yiiksek konsantrasyonda c¢oziicii biriktirirler. Bu ozmolitler
genellikle glisin-betain, ve ektoin gibi aminoasitler (Sekil 1.2.’de sunulmaktadir) ya da
seker ve siikroz, trehaloz, ve gliserol gibi metabolik siire¢lerde bozulmayan ve

fizyolojik pH ‘da net yiike sahip olmayan poliollerdir.
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Sekil 1.2. Dogada yaygin olarak bulunan ozmolitler glisin-betain, gliserol, ektoindir.

Uyumlu ¢6ziinmiis madde (compatible solute), biyosentez, depo materyali ya da
cevreden direk alimmasi yoluyla biriktirilir. Ektoin ve ektoin tiirevleri kozmetikte
nemlendirici ve biyomolekiillerin (DNA, enzim, membran) stabilizatorii olarak
kullanilmaktadir. Yaygin bir ozmolit olan glisin betain, besin takviyesi olarak
onerilmistir. Halomonas boliviensis strekli kiiltiirde ektoin tiretimi i¢in kullanilabilecegi
kesfedilmistir. Yesil alg, Dunaliella salina gliserolii yumusatici, koruyucu ve iyi bir

ticari besin kaynagidir (DasSharma vd., 2010).
1.2.2. Gida endiistirisi

Halofiller balik sosu, soya sosu ve diger geleneksel fermente iiriinlerin
dretiminde kullanilmaktadir. Fermente balik sosu Giiney Dogu Asya’da yaygin olarak
kullanilan geleneksel bir sostur. Bu iirlin 6-18 ay ortam sicakliginda korunabilmesi i¢in
yiiksek konsantrasyonlarda (%20-30) tuz ve baligm karistirilmas: ile olusur. Islem
stiresini asag1 indirmek, pH ve tuz konsantrasyonunu azaltmak i¢in bazi ¢aligmalar
yapilmistir ancak peptitlerin denatiire olmasi, bazi patojen mikroorganizmalarin
gelismesi ve lezzet kaybinin ortaya ¢ikmasi sebebiyle bazi dezavantajlar olusmustur. Bu
bakimdan fermente iirlinlerde kullanilan halofilik mikroorganizmalar tarafindan salinan
tuza tolere proteazlar sayesinde proteinlerin hidrolize olmasi fermentasyon siirecini

azaltarak balik soslarinda kaliteyi arttirmasi bakimindan 6nemli role sahiptir.



Gida endiistrisinde daha modern uygulamalar ise dogal katki maddeleri ve
renklendiriciler (coklu doymamis yag asitleri ve - karoten) ya da ekzopolisakkaritlerdir

(Mohammadipannah, Hamedi ve Dehhagahi, 2015).
1.2.2.1. Besinsel uygulamalar

Yesil tek hiicreli alg Dunaliella salina ve Dunaliella bardawil ‘in karoten igin
kiiltiirel olarak gelistirilmesi halofilik alglerin basarili bir uygulamasidir. B - karoten
pigmenti antioksidan, provitamin A (retinol) kaynagi olarak ve gida renklendiricisi
olarak yiiksek talebe sahiptir. Antioksidan aktiviteleri sayesinde saglikli yiyeceklerde
kullannmi1  bakimindan popiilerdir. D.salina ve D. bardawil uygun kosullarda
yetistirildiginde yiiksek miktarda - karoten iiretmektedir.

Bu pigment hiicrenin tekli kloroplastin tilakoidleri arasinda kiiciik kiirecikler
seklinde konsantre halde bulunur. Pigment birikimini uyaran baslica ¢evresel kosullar

yiiksek 151k yogunlugu, yiiksek tuzluluk ve besin kisitlamasidir (Kanekar vd., 2012).
1.2.3. Cevresel uygulamalar

Diinya ¢apimdaki atik sularin yaklasik %5°1 salin ve hipersalindir. Halofillerin bu
cevrelerde biiyiiylip gelisebilmeleri biyoremidasyon i¢in kullanim potansiyellerini

gostermektedir (DasSharma vd., 2010).
1.2.3.1. Biyosiirfaktan

Siirfaktanlar birbiri ile karigmayan iki faz arasinda birikerek yiizey ve ara ylizey
gerilimini diigiiren, ekstraseliller ya da hiicre membraninin bir bileseni olarak
prokaryotik ve oOkaryotik mikroorganizmalara tarafindan farkli yapilarda sentezlenen
yizey aktif ajanlaridir. Sentetik biyosiirfaktanlara gore dusiik toksisite, yiiksek
biyopargalanabilirlilik, sicaklik, pH ve iyonik gii¢ toleransi, biyouyumluluk ve
sindirebilirlilik, maliyet, 6zglinliik gibi ustlinliikleri vardir (Yiiksel ve Akgelik, 2015).
Biyosiirfaktanlar ise yag ile kontamine olmus toprak ve sular1 iyilestirmeyi
gelistirmektedir.  Halofilik/halotolerant ~ mikroorganizmalar  tarafindan iiretilen
biyosiirfaktanlar tuzlu ¢evrelerde yag kirliliginin iyilestirmesini hizlandirdiklar1 igin

onemli role sahiptirler (Margesin ve Schinner, 2001)



1.2.3.2. Biyoremidasyon

Hipersalin ortamlar diger tiim ekosistemler gibi kirlilikten etkilenir. Endiistriyel
atiklarin yaklasik %35°1i tuzlu ve hipersalin ¢evreler oldugu tahmin edilmektedir.
Ekstremofilik olmayan mikroorganizmalar organik kirleticilerin  yliksek tuz
konsantrasyonlarinda uzaklastirilmasinda etkin bir sekilde gerceklestirememektedir.
Halofilik mikroorganizmalar metabolik olarak farklhidir ve asir1 tuzluluga kars1 adapte
olmuslardir. Bu mikroorganizmalar hipersalin ortamlarm  ve salin atiklarin
iyilestirilmesi icin 1y1 adaylardir (Borgne, Panigagua and Vazquez-Duhalt, 2008) Asir1
halofilik archea’nin hidrokarbonlar1 metabolize edebilecegi rapor edilmistir.
Halobacterium sp. % 30 NaCl iceren bir ortamda C10-C30 n-alkanlar1 par¢calamak i¢in
yiiksek bir kapasite gostermistir (Borgne, Panigagua and Vazquez-Duhalt, 2008).

1.2.3.3. Tabaklama (deri) endiistrisi

Tabaklama siireci boyunca soyulmus hayvan derileri korunmasi amaciyla ilk
olarak sodyum kloride emdirilir. Daha sonra tuz deri tabaklamada su i¢inde bekletilerek
uzaklastirilir. Genellikle su buharlasma yolu ile uzaklastirilir ve kalan tuz islem
gormedikge kullanigsizdir. Eger uygun metotlar organik yiikkii azaltmak icin
gelistirilirse, tuz buharlagsma siiresinde tuz iiretilmesi derinin yiizeyinin temizlenmesi ve
diger tabaklama siireclerinde yeniden kullanilabilir.

Halofiller tabaklama atik suyunun iyilestirilmesinde anaerobik ve aerobik
incelemeler gibi bircok calismada kullanilmistir. Ektrem halofilik arkealar diger
halofilik arkealar1 biiylimesini engellemek ya da o6ldiirmek icin antimikrobiyal
kimyasallar olan halosinler {iretirler ve tabaklama endiistrisinde kullanilabilir

(Sivaprakasam vd., 2008 )

1.2.3.4. Tekstil endiistrisi

Tekstil endiistrisi fazla miktarda azo boyalari, fenol ve toksik anyonlarin
bulundugu kirlenmis atik sular iretir. Bu atiklar %15-%20 tuz konsantrasyonuna
sahiptir. Salinicoccus irranensis ve Halomonas tiirleri gibi Ilimli halofiller bu atik
sulardan izole edilmistir ve azo boyalarinin rengini gidermekte ve birincil karbon ve

enerji kaynagi olarak fenolii kullanabilmektedir (Guo vd., 2007).



1.2.3.5. Agir metal kirliligi

Deniz suyunun buharlagmasiyla olusan hipersalin ¢evreler de siklikla agir
metaller bulunur. Bu yiizden bir¢cok halofilik mikroorganizma agir metallere karsi
tolerans gelistirmistir. Ornegin, Halobacterium sp. NRC-1 arsenige direncli oldugu ve
arsenik temizlemek igin potansiyel kullanima sahip oldugu belirtilmistir. Halofilik
kromati indirgeyen tabaklama atiklarindan izole edilen Nesterenkonia sp. MF2 600mM
chromati tolere ettigi gézlemlenmistir (Wang vd., 2004).

1.2.4. Medikal uygulamalar
1.2.4.1. Biyoplastikler

Biyoplastikler stres kosullarinda mikroorganizmanin canliligmi siirdiirebilmesi
icin hiicre i¢inde depo bileseni olarak biriktirdikleri polimerlerdir (Dinigiizel, 2007). Bu
polimerler dogrusal kisa zincirli C-hidroksi yag asit monomerleri i¢eren tekrarlanan
hidrofobik iinitelerden olusan polimerlerdir. Bu depo materyalinin bakterilerde,
insandaki yag ve bitkilerdeki nigasta gibi rol oynadigi diistiniilmektedir. (Dinigiizel,
2007).

PHA’larin biriktirildigi graniillerin biliyiikligl, sayisi, monomer kompozisyonu,
makromolekiiler yapisi ve fizokimyasal 0zellikleri mikroorganizmaya gore degisiklik
gostermektedir. Polimerin molekiil agirligi bakterinin tiiriine, biiylime kosullarina,
hiicrenin yasam dongiisiine gore degismektedir. Yaklagik 60,000-2,000,000 Da arasinda
molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilmistir. Hiicre i¢inde siv1 dis ortamda kati olan bu
polimerler organik ¢oziiciilerle hiicreden ayrildiklarinda hemen kristallesmektedirler.

PHA’larin farkli tipleri olmasina karsin en genis kapsamli calisilan PHB dir.
PHB’nin neme direncli olmasi, suda ¢6ziinmemesi, oksijene karsi dayanikli olmas1 gibi
avantaj ozellikleriyle farklilik gosterir (Dinigiizel, 2007).

PHA’lar biyolojik olarak pargalanabilen, biyolojik olarak uyumlu ve suya karsi
diren¢li olmasindan dolayr termoplastiklerin yerine kullanilabilir (DasSharma vd.,

2010).



1.3. Halolifilik Proteinlerin /Enzimlerin Adaptif Ozellikleri

Ekstremofilik mikroorganizmalarin enzimleri genellikle kimyasal reaksiyonlar1
standart olmayan kosullarda katalizler. Cokelmeyi, prespitasyonu ve denatiirasyonu
tesvik eden boyle kosullarda ¢ogu ekstremofilik olmayan enzimlerin aktivitesi siklikla
yeterli hidrasyonun yoklugundan dolay:1 indirgenir (Karan, Capes, and DasSarma,
2012). Ekstremofillerden elde edilen enzimlerin bazilar1 poliekstremofilite yani yiiksek
tuzluluk, alkalin pH, diistik sicaklik ve susuz ortamlar gibi birden daha fazla ekstrem
kosullarda stabilite ve aktivitesini koruyabilme 6zelligine sahiptir (Karan, Capes, and
DasSarma, 2012).

Ekstremofillerden bir grup olan halofiller proteinlerinin yapilarmi ve
fonksiyonlarmi kritik bir sekilde etkileyen tuzlu ortamlarda yasamaktadirlar. Tuz
hidrofobik etkilesimi zenginlestirmesinden, iyonlarm hidrasyonunu arttirmasidan,
serbest su molekiillerinin kullanilabilirligini azaltmasindan ve molekiiler arasi
elektrostatik etkilesimi engellemesinden dolay1 proteinlerin ¢okelmesine neden olur
(Karan vd., 2012). Bu yiizden halofilik proteinler yliksek tuz varliginda fonksiyonlarmi
ve dogal yapilarmi stirdiirebilmek i¢in adapte olmak zorundadirlar.

Iyonlar soliisyon icinde etraflarin1 cevreleyen su molekiilleri ile hidrasyon
tabakas1 yaratmak icin etkilesirler. Bu etkilesim ile su molekiillerine baglanan iyonlar
coOziilebilir hale gelir. Hiicre icinde iyon konsantrasyonu arttiginda da kullanilabilir su
miktar1 az bulunur. Halofilik proteinler c¢okelmelerini engellemek i¢in hidrasyon
tabakas1 olusturmaya ihtiya¢ duyarlar. Bu ylizden yiizeylerindeki hidrofobik aminoasit
sayisini azaltip, hidrofilik aminoasit sayisini arttirmaya adapte olmuslardir. Daha kiiciik
hidrofobik aminoasitlerin (Gly, Ala, Val) oranindaki artisin daha biiylik hidrofobik
aminoasit kalinitlar1 ile karsilastirildiginda halofilik enzimlerde diger bir adaptif 6zellik
olarak gozlenmektedir. Bu yilizden halofilik proteinler 1) yiizeylerinde yiliksek aminoasit
icerigine 1i) disiik lizin igerigine iii) nispeten protein c¢ekirdegindeki diisiik
hidrofobiklik ve iv) tuz kopriilerindeki artis gibi 6zelliklere sahiptir (Karan vd., 2012).

Halofilik proteinlerin yiizeyi yliksek miktarda negatif yiikli oldugundan
stabilizasyonlar1 i¢in pozitif ylike ihtiya¢ duyarlar. Bu yilizden potasyum hiicre i¢inde
yiksek konsantrasyonlarda bulunur. Potasyum iyonlar1 sodyum iyonlar1 ile

karsilastirildiginda dogal olarak az su baglama oOzelligine sahip oldugu i¢in ek bir



avantajdir ve hiicre sodyum iyonu yerine potasyum iyonlarini biriktirmeyi tercih eder
(Karan vd., 2012).

Halofilik proteinler, tuz kopriileri olusturmak i¢in ters yonde yiikli komsu
kalintilar ile siklikla etkilesim kurarlar ve bu tuz kopriileri protein katlanmasinda,
yapisinda ve oligomerizasyonunda &nemli rol oynarlar. Ornegin H. marismortui inin
malat dehidrogenazin kristal yapis1 halofil olmayan yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
enzim stabiletesini attiran homologlari ile karsilastirildiginda tuz kopriilerinin sayisinin
arttig1 gosterilmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda genellikle halofilik proteinlerde
fonksiyon ve dogal yap1 arttirilir (Karanvd., 2012).

Gercek sudur ki, halofilik olmayan proteinlerle karsilastirildiginda, halofilik
enzimlerde oldukca biiyiik boyutta ve sirada ¢oklu hidrasyon tabakasi bulunur. Yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda aktiviteyi yiikseltmek ve yiiklii aminoasit sayisini 6zellikle de
protein ylizeyindeki aminoasit kalintilarin1 arttirmak halofilik proteinlerde gézlemlenir
(Karan vd., 2012).

Ekstrem halofilik Halobacterium sp. NRC1 ve diger tiirler {izerindeki
biyoinformatik ¢alismalar, halofilik mikroorganizmalarinin genomlarindan tahmin
edilen genel protein 6zellikleri olan temel kalintilar (basic residue) iizerinde asidik
sayisinin (glutamik asit ve daha az derecede aspartik asit) arttigini gostermistir.
Glutamat kalmtilar1 diger tiim aminoasitlere gore iistiin su baglama kapasitesine sahiptir
ve genellikle halofilik proteinlerin ylizeyinde fazla miktarda bulunur. Rapor edilen
%20-%23’ten fazla asidik aminoasitler, 6zgilin aminoasitlerin yiiksek bir kismini
olusturmaktadir.

Bircok ¢alismaya dayanarak yilizey negatif yiiklerinin protein ylizeyinin yiiksek
tuzluluk kosullarinda halofilik proteinlerin fonksiyonunu gelistirmek i¢cin genel bir
strateji oldugu goriilmektedir. Ancak, bu mekanizma evrensel olmayabilir ve ilave
arastirmalar ile fonksiyon ve aktivitesi hakkinda daha fazla goriis saglanmaya devam

edilmesi gerekir (Karan vd., 2012).
1.3.1. Organik coziiciilerde enzim fonksiyonu

Reaksiyon karigiminda organik ¢oziiciiler hidrofobik substratin ¢oziiniirliiglini
azaltirlar. Organik ¢oziiciilerde enzim aktivitesinin kaybimnin ana sebebi ¢ok dnemli su
molekiillerinin kaybidir. Diisiik su igerigi protein olusumunu, hareketliligini, Km ve

Vmax degerlerini etkiler. Su kayb1 protein alt iiniteleri arasinda dis ylizey iizerinde
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hidrojen bag olusumunu bozar ve proteinlerin i¢indeki aktif bolge etkilesimini zayiflatir.
Organik c¢oziiciilerin varligi ortamin hidrofobikligini arttirdigindan dolayr hidrofobik
cekirdek icin Onemli kuvvetin bozulmasina sebep olur. Susuz sistemlerde enzimler
enzim ylizeyi ve aktif bolgenin hidrasyonu iyi saglanirsa aktif olabilir (Karan vd.,

2012).

1.4. Enzimlerin Sinmiflandirilmasi

Enzimler spesifik kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, substratlar icin yiiksek
derecede spesifiteye sahip olan sulu ¢ozeltilerde diisiik sicakliklarda ve pH’ da bile
fonksiyon gosteren biyolojik katalizorlerdir.

Katalitik RNA molekiillerinin kiigiikk bir grubu hari¢ biitiin enzimler protein
yapisindadir ve 12.000 ila 1.000.000 iizerine kadar degisen molekiil agirligina sahiptir.
Enzimlerin katalitik aktiviteleri dogal protein konformasyonlarmin biitiinliigiine bagl
olup bir enzim denatiire olursa ya da alt {initelerine ayrilirsa katalitik aktivitesi kaybolur.

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan
Onerilen ve benimsenen sistematik adlandirmada enzimler, alt1 biiylik sinifa ayrilir, her
smifin da katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt smiflar1 vardir (Tablo 1.1. ‘de

sunulmustur.) (Asi, 1999)

Tablo: 1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi, reaksiyon tipi ve endiistriyel enzimler

Simif Reaksiyon tipi Endiistriyel enzimler
= Reduction equivalent
. ) i < 5 o Katalaz,
1| Oksidorediiktazlar + glukoz oksidaz,
Ared Box Aox Bred lakkaz
2 Transferazlar . ' Glukoziltransferaz
A-B o A B-C
® ® Amilaz, Seliilaz, Lipaz
3 Hidrolazlar - —> Man?nnaz, Pektinaz,
o Yo s S i Fitaz, Proteaz,
2 feF i Pullulanaz, Ksilinaz
pectat liyaz,
4 Liyazlar y. TR Alfa-asetolactat dekarboksilaz
A B A-B
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Glukoz izomeraz
. >
5 Izomerazlar
A Iso-A
B
X=A,G,U,C XDP
. =88® > + =
6 Ligazlar g
A XTP
A-B

1.4.1. Oksidorediiktazlar

Bu enzimler bir molekiilden diger molekiile elektron transferini kapsayan redoks
reaksiyonlarmi katalizler. Biyolojik sistemlerde sik sik bir substrattan hidrojen
atomlarmin uzaklastirilmasini goriiriiz. Boyle reaksiyonlar1 katalizleyen bu tip
enzimlere dehidrogenazlar olarak isimlendirilir. Ornegin, alkol dehidrogenazlar A’nin
hidrojenin alicis1 oldugu reaksiyonlar1 katalizler.

Oksidorediiktazlara diger bir Ornekte dioksijen ile c¢esitli substratlarin
oksidasyonunu katalizleyen oksidazlar ve lakkazlar ve hidrojen peroksit ile okdisayonu

katalizleyen peroksidazlardir (Novazymes, 2013).

1.4.2. Transferazlar

Bu smifin enzimleri atom gruplarmi bir molekiilden digerine ya da ayni
molekiiliin bir pozisyonundan diger pozisyonuna transferini katalizler. Yaygm tipleri

aciltransferazlar ve glikoziltransferazlardir (Novazymes, 2013).
1.4.3. Hidrolazlar

Hidrolazlar su ile substratin par¢alanmasini katalizler. Reaksiyonlar proteazlar
ile proteinlerdeki peptit baglarinin, karbohidrazlar ile karbonhidratlardaki glikozidik
baglarmn, lipazlar ile lipitlerdeki ester baglarinin kirilmasin igerir. Genel olarak

hidrolazlar ile biiyiik molekiiller kii¢iik molekiillere yikilir (Novazymes, 2013).
1.4.4. Liyazlar

Liyazlar c¢ift bag grubunun eklenmesi ya da gruplar1 uzaklastirarak ¢ift bag
olusumu katalizler. Boylece baglar hidrolizisin farkli bir mekanizmasi ile kirilir

(Novazymes, 2013)
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1.4.5. izomerazlar

Izomerazlar ayn1 molekiil i¢inde atomlarm yeniden diizenlenmesini katalizler.

Ormnegin glukoz izomeraz glukozu friiktoza déniistiiriir (Novazymes, 2013).
1.4.6. Ligazlar

Ligazlar biyosentetik reaksiyonlarda kovalent baglarla birlikte molekiile
katilirlar. Boyle reaksiyonlar difosfat baginin ATP ile hidroliziyle ayn1 anda gerceklesen
enerji girisi gerekmektedir ve bu tip enzimlerin ticari olarak uygulamasi zordur.

(Novazymes, 2013).
1.5. Halofilik Mikroorganizmalarin Enzimleri ve Onemi

Halofilik enzimler diisiik konsantrasyonlarinda aktif olduklar1 i¢cin 6zel olarak
ilgilenilen enzimlerdir. Halofilik mikroorganizmalarin proteinlerinin ¢dziicii ile maruz
kalan ylizeyleri negatif yiiklii kalintilara sahiptir. Bu negatif yiikler su molekiillerini
ceker ve bu yiizden proteinleri sulu tutar boylece prespite olmazlar. Negatif zincirle
arasinda hidrojen baglarmin olugsmasi su molekiillerinin stabil hidrasyon tabakasinin
olugmasina yol actig1 gosterilmistir (Karan vd., 2012).

Haloenzimlerle bu kadar ilgilenilmesinin sebebi onlarin essiz 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Bu 6zelliklerin bazilari; 1) yiiksek tuz konsantrasyonunda optimum
aktivite ve stabilite ii) yapilarin1 korumada tuzun rolii ii1) denatiirasyona kars1 yiiksek
direng iv) az suda ya da susuz ortamda kataliz yetenekleridir. Yaygin olarak c¢aligilan
halofilik enzimler amilaz, proteaz, niikleaz, seliilaz, kitinaz, ksilinaz, esteraz ve lipazdir
(Tablo 1.2.’de sunulmaktadir.) (Karan vd., 2012).

Yiizey aktif madde, oksidan ve deterjan stabil yetenekleri olan Hindistan’in
giiney kiyillarindan deniz sedimentlerinden toplanan Haloalkalifilik marin
Saccharopolyspora sp. strain A9 farkli tuz konsantrasyonlarinda ¢alisilmis ve
maksimum aktiviteyi %11 NaCl konsantrasyonun da gozlenmistir (Chakraborty vd.,
2011).

Ekstrem tuzluluktaki yerlerden izole edilen ve 16SrRNA analizi sonucu
Chromohalobacter ~ sp.  strain  TVSP101  olarak  isimlendirilen  halofilik
mikroorganizmanin halofilik proteazi ultrafiltrasyon,etanol prespitasyonu ve hidrofobik

etkilesime dayanan kolon kromortgrafisi ile saflastirilmistir. Proteaz enziminin
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molekiiler agirligit 66 kDa olarak tespit edilmistir. Saflagtirilmig enzim tuza bagimh

olup, optimum stabilitesi 4,5 M NaCl olup, maksimum aktivitede optimum sicaklik

75°C*dir (Vidyasagar vd., 2009).

Tablo 1.2. Halofillerden elde edilen potansiyel kullanisl enzimler (Karan, Kumar, Sinha and Khare,

2012, s. 562)
Enzimler Mikroorganizmalar Uygulama amaci Referans
Saccharopolyspora Deterjan formiilasyonu Chakraborty ve ark.
sp. A9 (2011)
Amilaz
Nesterenkonia sp. Nisasta hidrolizi Shafi ei ve ark. (2010)
strain F
Chromohalobacter sp. Nisasta hidrolizi Prakash ve ark. (2009)
TVSP 101
Bacillus sp. strain Deterjan formiilasyonu Kiran and Chandra
TSCVKK (2008)
Kitinaz Virgibacillus sp. Tuz stabili Rohban ve ark.2009)
Terribacillus sp.
Salinivibrio sp.
Marinobacter sp. Alkalin, pH stabili Shanmughapriya ve ark.
Seliilaz MSI032 (2009)
Virgibacillus sp. Tuz stabili Rohban ve ark. (2009)
Esteraz Halobacillus sp.

Haloarcula sp.

Alkalin ve tuz stabili

Camacho ve ark. (2009)

B-galaktosidaz

Haloferax alicantei

Tuz stabili

Holmes ve ark. (1997)

Lipaz

Salicola strain IC10

Alkalin, Tuz stabili

Moreno ve ark. (2009)

Natronococcus sp.

Tuz ve termal stabili

Boutaiba ve ark. (2006)

Proteaz

Halobacterium sp.

Alkalin, tuz stabili, balik
sosu hazirlanmasinda

Akolkar ve ark. (2010)

Geomicrobium sp.

Alkalin, tuz ve ¢oziicli
stabili

Karan ve ark. (2011)

Halobacterium sp.

Coziici stabili, ¢lirlime
6nleyici, kaplama

Akolkar ve ark. (2008)
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Proteaz Halobacterium Coziici stabili, peptit Ryu ve ark. (1994)
halobium sentezleyici
Bacillus sp. Alkalin, tuz ve sicaklik Onishi ve ark. (1983)
Niikleaz stabili
Micrococcus sp. Alkalin, tuz stabili Kamekura ve Onishi
(1974)

Thalassobacillus sp. Tuz stabili Rohban ve ark. (2009)
Ksilinaz Gracilibacillus sp.

Halophilic bacterium pH, tuz ve sicaklik stabili Wejse ve ark. (2003)

CL8
1.5.1. Halofilik proteazlar

Mikrobiyal proteazlar endiistriyel enzimlerin en biiyiik 3 grubundan birini temsil
eden, diinyadaki tiim enzim satiglarmin yaklasik olarak %60’indan sorumlu olan en

degerli hidrolitik enzimlerden biridir (Amoozegar vd. , 2007).

Ticari proteazlar c¢ogunlukla mezofilik organizmalardan elde -edilir.
Halofillerden elde edilen proteazlar peptit baglar1 sentezleyerek yiiksek tuzlulukta stabil

olma avantajina sahiptir. Bu 6zelligi kullanarak, Halobacterium sp’ den elde edilen

halofilik proteazlar balik sosu hazirlamada kullanilmistir.

Tablo 1.3. Halofilik proteazlar

Halofiller Halofilik Enzimatik Yeni ozellikler Referans
enzimler karakterizasyon
Geomicrobium Serin proteaz pH opt 10.0. T opt 50°C, Organik ¢oziiciilerde Karan ve Khare
sp. EMB2 Mw 38 kDa ve deterjanlarda (2010)
stabil
Virgibacillus sp. Serin proteaz pH opt 7.5. T opt 55 m°C, 4.0 M NaCl’ ye Sinsuwan ve ark.
SK33 Mw 32 kDa kadar ve organik (2010)
¢oziiclilerde stabil
BM1 i¢in pH opt 8.0-10.0,
Bacillus iki serin proteaz T opt 60°C, Mw 29 kDa Deterjanda stabil Haddar ve ark.
mojavensis A21 BM1 ve BM2 15.5 kDa BM2 pH 10.0 (2009)

Haloalkaliphilic Serin proteaz pH opt 9.0-11.0. T opt pH 8.0-13.0 Dodia ve ark.
bacterium sp. 37°C, Mw 40 kDa araliginda stabil (2008)
AH-6

Salinivibrio sp.
strain AF-2004

Serin
metalloproteaz

pH opt 8.5. T opt 55°C,
Mw 29 kDa

Organik ¢oziiciilerde
stabil

Karbalaei- ve ark.
(2007)
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Haloalkaliphilic Serin proteaz pH opt 10.0-11.0. T opt Yiizey etkinlestirici Gupta ve ark.
Bacillus sp. 37°C, Mw 29 kDa ve deterjanlarda (2005)
stabil
Pseudoalteromon | Metalloproteaz pH opt 8.5. T opt 55°C, 0—4.0 M NaCl’ de Sanchez-Porro ve

as sp. strain CP76

Mw 38 kDa

stabil

ark. (2003)

pH 6.0-12.0 ve 1-

Natrialba Serin proteaz pH opt 8.0. T opt 60°C, 3.0 M NaCl’ de Giménez ve ark.
magadi Mw 45 kDa stabil (2000)
Halobacterium Proteaz pH opt 10.0. T opt 30°C, 4.0M NaCl ’de stabil | Ryu ve ark. (1994)
halobium (ATCC Mw 66 kDa
43214)
pH opt 8.0-8.5. T opt 2.0-5.0 M Na(Cl Stepanov ve ark.
Halobacterium Serin proteaz 55°C, araliginda aktif (1992)
mediterranei Mw 41 kDa
Yiiksek tuz
Halobacterium Serin proteaz PH 0pt8.0-9.0. T opt 37°C, konsantrasyonlarinda Izotova ve ark.
halobium Mw 41 kDa stabil (1983)

1.5.2. Halofilik lipazlar

Halofilik kaynaklardan izole edilen tuz stabil lipazlarin karakterizasyonu ve
izolasyonu son yillarda biiyliyen bir ilgi alani haline gelmistir. Boyle enzimlerin
kullanilabilirligi diisiik su aktivitesi oldugu kadar yiliksek tuz konsantrasyonlarinda da
aktiviteye gerek duyulan endiistriyel siiregler i¢in olanak saglamaktadir. Ancak, bu
enzimlerin yiiksek iiretim fiyatlarindan dolay1r endiistriyel kullaniminda var olan
simirlama artan modern molekiiler teknolojiler ile {istesinden gelinmeye ¢alisilmaktadir
(Karan vd.,2012).

Ispanya tuzlalarindan 1limli halofilik ve halotolerant dbakteri tarafindan iiretilen
hidrolazlar izole edismistir ve sadece 892 strainden %23’1i ekstraseliiler lipolitik aktivite
gostermistir (Sanchez-Porro vd., 2003).

Lipaz ve proteaz aktivitesi gosteren ekstrem halofilik izolat Salicola strain IC10,
biyoteknolojik uygulamalar i¢in bir markerdir. Bu strain %15-20 NaCl, pH 8.0 ve 37 C
‘de optimum kosullar altinda gelismektedir (Moreno vd., 2009).

Arkea ile ilgili bir bagska calismada, 118 halofilik strain lipolitik aktivite i¢in
taranmugtir. 18 strain rhodamin agar besi tabaginda pozitif bulunmustur. En yiiksek lipaz
aktivitesi pH 8, sicaklik 45-65 °C ‘de ve 3.5-4.0 M NaCl tuzlulukta belirlenmistir. Bu
sonuglar halofilik arkeal gruplarda tuza bagimli ve termostabil lipazlarin varligmi

belirtmistir (Ozcan vd., 2009)
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1.5.3. Halofilik amilazlar

Amilazlar biyoteknolojinin ¢esitli sektdrlerinde potansiyel uygulamalarda
bulundugu icin en 6nemli enzimler arasmdadir. Bu polimer parcalayan ekstraseliiler
halofil kaynakli enzimler yiliksek tuzlulukta bircok enzimatik doniisiimii inhibe eden
zorlu endiistriyel siireglerde kullanighdir. Halofilik proteazlar ve lipazlar gibi,
biyoproseslerde halofilik amilazlarin kullanimi yiiksek tuz konsantrasyonunda optimal
aktivite elde etmede avantaj saglar. Ekstrem halofilik arkea olan Haloarcula sp. strain
S-1’den elde edilen organik ¢oziiciilere toleransi olan amilaz benzen, toliien ve
kloroform gibi birgok organik ¢oziiciilerde stabil ve aktif kalabilmekteyken etil alkol ve
aseton gibi c¢ok daha polar c¢oziiciilerin varliginda aktivitesini kaybetmektedir
(Fukushima, 2005).

Halofillerden c¢alisilan baz1 amilazlar Tablo 1.4. ‘de verilmistir. Halofilik amilaz
aktivitesi genellikle optimum 6.5-7.5 araliindadir. Halofilik amilaz aktivitesi i¢in

optimum sicaklik 45 °C -65°C’dir.

Tablo 1.4. Halofilik amilazlar

Halofiller

Enzimatik karakterizasyon

Yeni ozellikler

Referans

Nesterenkonia sp.
strain F

pH opt 7.5, T opt 45°C, nisasta
pargalama. Mw 100 kDa (SDS),
106 kDa (gel filtrasyon)

SDS ve yiizey temizleyicide 0-
4.0M NaCl, optimum 0.5M
NaCl ya da 1.0M KCl ‘de stabil

Shafi ei ve ark.
(2010)

Chromohalobacter sp.

pH opt 9.0, T opt 65°C, Mw

9%0-%20 (w/v) NaCl’de stabil

Prakash ve ark.

TVSP 101 amilaz I 72 kDa and amilaz II 62 (2009)
kDa T 1/2 80°C = 1sa,
Bacillus sp. strain pH opt 7.5, T opt 55°C Cesitli ylizey temizleyicilerde ve | Kiran ve Chandra
TSCVKK deterjanlarda stabil, Maksimum (2008)
stabilite %10 NaCl
Haloferax pH opt 7.0-8.0, T opt 50°C—60°C 2.0-4.0 NaCl optimum 3.0 Pérez-Pomares ve
mediterranei NaCl’de stabil ark. (2009)

Halobacillus sp. strain

pH opt 7.5-8.5, T opt 50°C

Maksimum stabilite %5 NaCl

Amoozegar ve

MA-2 ark.
(2003)
Halothermothrix pH opt 7.5, T opt 65°C %?25 NaCl ‘ye kadar tolerans, Mijts ve Patel
orenii Top %5 NaCl (2002)
Bacillus dipsosauri pH opt 6.5, T opt 60°C 60°C’ye kadar stabil Deutch (2002)
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Micrococcus halobius
ATCC 21727

pH opt 6.0-7.0 in 0.25 M NaCl
veya 0.75 M KCI at 50-55°C, Mw
89 kDa

Aktivitesi distile suya kars1
diyaliz ile kayboluyor

Onishi ve Sonoda
(1979)

Acinetobacter sp.

pH opt 7.0 in 0.2-0.6 M NaCl
veya KCl 50°C—55°C, Mw amilaz
155 kDa ve amilaz II 65 kDa

Aktivitesi distile suya karst
diyaliz ile kayboluyor

Onishi ve Hidaka
(1978)

1.5.4. Diger halofilik enzimler

Proteazlar, lipazlar ve amilazlarin yaninda karboksilesteraz, seliilaz, ksilinaz,

niikleaz ve p-galaktosidaz gibi hidrolazlarda halofillerde c¢alisilmistir. Tablo 1.5.te

calisilan diger halofilik enzimler,

anlatilmistir.

Tablo 1.5. Diger halofilik enzimler

enzimlerin karakterizasyonu ve Ozellikleri

Halofiller Halofilik Enzimatik Yeni o6zellikler Referans
enzimler karakterizasyon
Thalassobacillus sp. pH 6.0-10.0 araliginda,
strain DF-E4 Karboksil pH opt 8.5, T opt sicaklik 45 °C’nin altinda Lv ve ark.
esteraz 40°C, stabildir. 50°C ‘de (2010)
Mw 45 kDa aktivitesinin %36’sin1, 80
°C’de tamamen inaktive
olmaktadir.
pH opt 9.0, T opt 27— pH 12’ye kadar olan Shanmughapriya
Marinobacter sp. Seliilaz 35°C, stabilitesi ile dogal ve ark.
MSI032 Mw 68 kDa alkalin (2009)
10°C ve 40°C araliginda
pH opt 7.5, T opt yiiksek derecede stabil
35°C, Mw %100 aktivitesini pH 7.0
Salinivibrio sp. Seliilaz 68 kDa and pHopt ve 8.0 ‘de 24 saat Wang ve ark.
strain NTUOS 9.0, siirdiirmektedir. %0 NaCl (2009)
Topt 27-35°C, Mw ‘de %90 aktiftir ancak
68 kDa NaCl konsantrasyonu
arttikga aktivitesini
kaybeder.
Ksilinaz 1 i¢in pH opt Ksilinaz 1 97 dk.
Halophilic Ksilinaz 1 6.0, T opt 60°C Mw 60°C ‘de stabildir. Wejse ve ark.
bacterium, Ksilinaz 2 43 kDa ve ksilinaz 2 Ksilinaz 2 192 dk. at (2003)
CLS8 icin 65°C, Mw 62 60°C ‘de stabil pH 4.0—
kDa 11.0
Haloferax B-galaktosidaz Optimum 4M NaCl Tuz yoklugunda Holmes ve ark.
Alicantei 180+£20 kDa sorbitolde stabildir. (1997)
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Halophilic Niikleaz (Dnaz | DNA i¢in pH opt 8.5, | Su ve diisiik tuzluluktaki

Bacillus sp. ve RNaz T opt 50°C and RNA | soliisyona kars1 diyalizle Onishi ve ark.
aktivitesi) i¢in 60°C. aktivitesini kaybeder. (1983)
Maksimum aktivite
1.4-32M
NaCl yada2.3-3.2M
KCl varligindadur.
Mw 138 kDa’dur.
Micrococcus Niikleaz (Dnaz pH opt 8.0, T opt Diisiik tuzluluktaki
varians ve RNaz 43°C. soliisyona kars1 diyaliz ile Kamekura ve
aktivitesi) 2.9M NaCl ya da 2.1 aktivitesini kaybeder. Onishi
M KCl, varliginda (1974)

maksimum aktiviteye
sahiptir. Mw 105 kDa

Ozet olarak tablolarda anlatilan tiim halofilik mikroorganizmalar ve enzimlerinin

optimum pH ve sicaklikla olan iliskisi gosterilmektedir.

Tablo 1.6. Tablo 1.1., Tablo 1.2., Tablo 1.3 'te arastirilan halofilik izolatlarin ve enzimlerinin optimum
pH ve sicaklikla iliskisi

: . e <silanaz @ Amilaz @Proteaz @ Selilaz Karboksilesteraz _m
70 — Optimum C . . -

60 + * "
(6.2 5
<
«L\c\ L 4 4 : 4
Q¥ —f 3
50 - S Ly
k‘ ’ N¢
40
& 8
* 0% # Marinobacter sp.
ibfiQ sP " y's | L
salit™ 05 A S [ R i
NT Halobadilius kargjensis a
surol” ! - X
30 - i i y Sa
& Marinobacter sp. '
Optimum pH
6 8 10 12
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2. MATERYAL ve METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Cahsmada kullanilan besiyerleri

2.1.1.1. %12 MGM (Modifiye Gelistirme Medium )

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi ..........................400 ml
Safsu .o 567 ml
Pepton ....oooniiii S5gr
Yeast eXtract .....oo.evveeiiiiiiiiiiii e, lgr

Coziinlinceye kadar karstirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanir.

Son hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.2. %23 MGM (Modifiye Gelistirme Medium)

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi ..........................76 7 ml
Saf st .o 200 ml
Pepton ...oooiniii i, 5gr
Yeast eXtract ..oo.vvveiniieeiiieiiiieeeiieeeann, lgr

Coziinlinceye kadar karstirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanr.

Son hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir (Dyall-Smith 2004).

2.1.1.3. %10 SW DNAZ test agar with toludine blue

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi .............coeennennnn. 333,3
Saf Su. .o 567ml
DNAz test agar.........ccooeveviiiiiniiininnennn. 42,1gr
Pepton... .o S5gr
Yeast eXtract «...oevveevieiniiiiiiiiieaiene lg
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(Coziintinceye kadar karstirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanir.

Son hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir (Rodriguez-Valera 1985).

DNase Test Agar with Toluidine Blue igerigi

Pankreatik sindirilmis kazein ............ccooveeeviienieniecie e, 150¢g
Papaic Digest of Soybean Meal ........cccccceevvviiiiiiiiiieiiene, 50¢g
NaCL o 50g
Deoksiribontikleik asit ........ccoeeeevieieiieiiiieciie e 20¢g
AGAT oo e e st st e e 150¢
Toluidine BIUe O ......oooviiiiiiiiiieeie e e 0.1g

2.1.1.4. %20°SW DNAz test agar with toludine blue

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi .........ccoeevvennnnnnn. 666,6 ml
Safsu...icooiii 200ml
DNase test agar.........ccovvviiiiiiieiiniinnnnnn 42,1¢gr
Pepton......oooiiii S5gr
Yeast eXtract ..oovveevnieiiiieeiiie e, 1l gr

Coziiniinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanir.

Son hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir (Rodriguez-Valera 1985).
2.1.1.5 %12 MGM + %2 Skim Milk Powder

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi ..........................200ml

SafSU ..o 283,5ml
Pepton ..o 2,5gr
Yeast Ekstrakt...............oo 0,5gr

(Coziintinceye kadar karstirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanir.

Son hacim distile su ile 250ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir (Corral vd., 2018)
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Skim Milk Powder.....................ooooin 20gr

Son hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak 121°C’de 5 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir. Daha sonra steril edilmis %12MGM besiyeri ile steril

edilmis %2’lik siit tozu birlestirilir.

2.1.1.6. %23 MGM besiyeri + %2 Skim Milk Powder

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi .........................383,5ml
Safsu .o 100ml
Pepton ..., 2,5 gr
Yeast €Xtract ..o..vvevneieiniieiiiieeiiieeennn, 0,5 gr

Coziinlinceye kadar karistirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanir.

Son hacim distile su ile 250ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir (Corral ve ark. (2018).

Skim Milk Powder...................cooeeial 20 gr

Son hacim distile su ile 500 ml’ye tamamlanarak 121°C’de 5 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir. Daha sonra steril edilmis %12 MGM besiyeri ile %2’lik

siit tozu birlestirilir.

2.1.1.7. %12 MGM +%0,5 Nisasta

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi ..........................400ml
Saf SU e 567ml
Pepton ....ooiiiii Sgr
Yeast eXtract ....oovvevveiiiniiiiiiiiiieaan, 1 gr
NISASEA © et Sgr

(Coziintinceye kadar karstirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanir.

Son hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak 121C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir (Kumar vd., 2012).
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2.1.1.8. %23 MGM + %0,5 Nisasta

%30’luk tuzlu su ¢ozeltisi ..........................767Tml

SafSu oo 200ml
Pepton ....ooiiiii 5gr
Yeast eXtract .o.o.ovvvvvvniiiiiiiiiiiie e, 1 gr
NISASEA ot Segr

Coziinlinceye kadar karstirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanir.
Son hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir (Kumar vd., 2012).
2.1.2. Cahsmada kullanilan c¢ozeltiler

2.1.2.1. %30 Tuzlu su cozeltisi

MgSO4TH2O. ..o 35 gr
MgCL.6HyO. ..o 30 gr
NaBr. ..o 0,8 gr
HNaCOs. .o 0,2 gr
KO 7 gr
CaClh. e 0,5 gr
NaCleoo 240 gr

(Coziinlinceye kadar karstirildiktan sonra 1M Tris-Base ile pH 7,5’e ayarlanir.

Son hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanarak 121C’de 15 dakika otoklavlanarak
sterilize edilir (Dyall-Smith, 2004).

2.1.2.2. TAE 50X (bir litre i¢in)

TIiS-DASE. .o ettt 242 gr
Asetik asit .....ooeiiiii 57,1 ml
EDTA(0,S MpH.8) c.oiviiiiiiiiii 100 ml

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8’e ayarlanarak oda sicakliginda saklanir

(Sambrook ve ark. 1989)
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2.1.2.3. TBE 5X

TriS-DaASE. ..t 54 gr
Borik asit .......coooiiii 27,5 gr
EDTA(0,S MPH.8) .ovvviiiiiiiiieieeee 20 ml

Distile su ile 1 litreye tamamlanir, pH 8’e ayarlanarak oda sicakliginda saklanir

(Sambrook ve ark. 1989).
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2.2. METOD

2.2.1. Stoklarin canlandirilmasi

Sivas bolgesindeki Bingdl, Kemah, Fadlum gibi tuzla ve havuzlardan izole
edilen 188 izolat %12 MGM ve %18 MGM besiyerlerine ekim yapilarak stoklar

canlandirilmistir.

2.2.2. Canlandirilan stoklarin saflik kontrolii

Canlanan izolatlar besiyerlerinde kontaminasyon olup olmadig1 kontrol edilip,

kontaminasyon olan izolatlardan saf koloniler elde edilmistir.

2.2.3. Hidrolitik enzimlerin taranmasi

2.2.3.1. Niikleaz taramasi

Canlanan izolatlardan bakteriler %12 MGM + DNase test agar besiyerine,
Arkealar ise %23 MGM + DNase test agar besiyerine ekim yapilmis, 37° C ‘de 2 giin
inkiibasyonun ardindan liremis izolat ¢evresinde daha acik renk zon pozitif olarak kabul
edilmistir. Niikleaz enzimi {ireten mikroorganizmalar besiyeri substrati olan
deoksiriboniikleik asiti parcalar, agar tabagi iizerinde toluidine mavisi rengi agilir ve
mikroorganizma kolonisi etrafindaki acik renkler pozitif olarak kabul edilmistir

(Babavalian vd.,2013).

2.2.3.2. Proteaz taramasi

Canlanan izolatlardan bakteriler % 12 MGM + % 2 Skim Milk Powder
besiyerine, Arkealar ise %23 MGM +% 2 Skim Milk Powder besiyerine ekim yapilmis,
37° C ‘de 2 giin inkiibasyonun ardindan siittozunun ic¢indeki kazeini proteaz enzimi

ireterek parcalayan izolatlarin ¢evresinde olusan beyaz zon proteaz aktivitesi pozitif

olarak kabul edilmistir (Corral vd., 2018).
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2.2.3.3. Amilaz Taramas:

Canlanan izolatlardan bakteriler % 12 MGM + % 0,5 Nisasta besiyerine,
Arkealar ise % 23 MGM + % 0,5 Nisasta besiyerine ekim yapilmis, 37 C*de 2 giin
inkiibasyonun ardindan iiremis izolatlar iizerine Iyot damlatilarak beyaz zon pozitif

olarak kabul edilmistir (Kumar vd., 2012).
2.2.4. lidentifikasyon
2.2.4.1. Niikleik asit analizine dayali testler

2.2.4.1. 168 rRNA Geni Amplifikasyonu icin Izolatlardan DNA
Ekstraksiyonu

Caligmada aktivite gosteren ve tanimlanmayan mikroorganizmalarin 16S rRNA
geni amplifikasyonlar1 i¢in, ya agar ortaminda gelistirilen kiiltiirden tek koloni alinarak
200 pl steril distile su iginde ya da 200 pl s1vi kiiltiir 12.000 rpm’ de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra olusan pelet steril distile su i¢inde resilispanse edildikten sonra kaynar
su banyosunda 10 dakika bekletilmistir. 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek
hiicre duvar1 gibi hiicre materyallerinin dibe ¢dkmesi saglanir. Yeni bir steril tiipe
aktarilarak PCR i¢in 3-5 pl template olarak kullanilmak iizere -20°C’de muhafaza
edilmistir (Mutlu, 2006, s.98.).

2.2.4.2. 16S rRNA Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

Amplifikasyonu (Izolatlarin Archaea —Bacteria Ayrimlarinin Yapilmasi)

Bacteria spesifik primeri kullanilarak, 16S rRNA genlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu ile amplifikasyonu yapilmistr. Bu amacla swrasiyla, izolatlarin DNA
esktraksiyonundan elde edilen 1-1,5 pl template, 1 pl ileri primer (27 F /Bacteria ,1 ul
geri primer (1492R/Bacteria), 12,5 ul MgCl,, KCl, deoksintikleotidtrifosfatlar (dATP,
dGTP, dCTP,dTTP), Taq DNA polimeraz iceren Master Mix, 9,5 pl ultra saf su ile
toplam hacim 25 pl olacak sekilde reaksiyonlar kurulur. 16S rRNA geni
amplifikasyonlarinda Bacteria i¢in kullanilan spesifik primerler Tablo1.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 2.1. 16S rRNA gen amplifikasyonu i¢in kullanilan primer ve dizileri

1492r GGTTACCTTGTTACGACTT Universal | [Lane,DJ,
Geri primer 1991]

27F AGAGTTTGATCATGG CTCAG Bacteria | [Lane,DJ,
ileri primer 1991]

Reaksiyonlar i¢in Bio-Rad Thermal Cycler cihazi kullanilmistir. Bacteria 16S

rRNA genlerinin amplifikasyonu i¢in uygulanan reaksiyon sartlar1 Tablo 1.3’de

verildigi gibidir.

Tablo 2.2. 16S rRNA gen amplifikasyonu icin reaksiyon sartlart

Bacteria
Ik denatirasyon 94°C -3 dk.
Denatiirasyon 94°C -30 sn. o
_Baglanma_ SeCidk. | 3
Uzama 72°C- 1 dk.
Son uzama 72'C-10dk.
4°C - siiresiz

Elde edilen PCR iiriinle %1’lik agoroz jellerde gozlenmistir (Anton ve ark.,

1999).

2.2.4.3. Izolatlara Ait 16S rRNA Geni Amplifikasyonu Uriinlerinin
Enzimatik Kesimi (ARDRA)

16S rRNA geni i¢in elde edilen PCR {iriinlerinin restriksiyon analizleri i¢in Hinf
I (New England Biolabs Cat no R01555) ve Mbo 1 (New England Biolabs Cat no
R0O1478S) enzimleri kullanilmistir.

Her bir reaksiyon i¢in 5 U enzim, 10 pl PCR iiriinii, restriksiyon enzimine
uygun buffer ve steril distile su (20 pl toplam hacim olacak sekilde) kullanilmaistir.
Karigim 37°C’ de bir gece inkiibe edilmis ve analiz amaciyla 0.5X TBE (Tris- Borik
asit-EDTA) tamponu icindeki %?2’lik agaroz jele yiiklenerek 5 V/cm elektrik akimi
uygulanarak 4 saat yiiriitiilmiislerdir. ARDRA jellerinde marker olarak 1 Kb Plus DNA
ladder ile birlikte 50 bp DNA Ladder (Invitrogen) kullanilmistir (Mutlu, 2006, s.105).

ARDRA sonucu elde edilen farkli patternler dizi analizi i¢in se¢ilmistir.
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2.2.5. Besi ortaminda zon ¢api karsilastirmasi ile en yiiksek proteolitik aktivite

gosteren 4 mikroorganizmanin sec¢ilmesi

188 izolat icerisinde % 2 siit tozu iceren besiyerinde substrati parcalayip
inhibisyon zonu olusturan 22 proteaz pozitif izolattan, zon ¢aplarina gére proteaz enzim

aktivitesi en iyi 4 mikroorganizma se¢ilmistir.

2.2.6. Proteaz aktivitesi yiiksek olan mikroorganizmalarin biiyiime egrileri ve

aktivitelerinin en yiiksek oldugu saatin tespit edilmesi
2.2.6.1. Salinivibrio costicola’nin biiyiime egrisi

Salinivibrio costicola siv1 kiiltiirtinden 50 ml %12 MGM siv1 besi ortamina 1 ml
inokiilasyon yapilarak 37 °C ve 200 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Bu kiiltiirden 2
saat arayla 500 pl 6rnek alip 600 nm’ de lgiim yapilarak biliylime egrisi ¢ikartilmistir.

2.2.6.2. Oninokulum kiiltiirii hazirlama ve inokiilasyon

%12 MGM kat1 besi ortaminda Salinivibrio costicola 37°C 24 saat
inkiibasyonun ardindan, 50 ml %12 MGM igeren sivi besi ortamina inokiile edilerek
37°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun 12. saatinde mikroorganizma durgun
fazda iken 600 nm absorbansta OD degeri 1,5x 10® kob/ml olarak kontrol edildikten
sonra bazal besi ortami ve siit tozu besi ortamina 1’er ml inokiilasyon yapilmistir.

Bazal besi ortamu yeast extract 10gr/L; pepton 10gr/L; D-glukoz 10g/L ve NaCl
100gr/L olarak hazirlandi. Siit tozu ilaveli besi ortami igerigi; siit tozu 20gr /L, yeast
extract 5 gr /L, %12 MGM olarak hazirlandi. 37°C 120 rpm ‘de inkiibasyonun ardindan

2 saatte bir kiiltiirden numune alinip enzim aktivitesi degerlerine bakilmstir.
2.2.6.3. Microbulbifer halophilus’un biiyiime egrisi

Microbulbifer halophilus siv1 kiiltiiriinden 50 ml %12 MGM siv1 besi ortamina
500 pl inokiilasyon yapilarak 37 °C ve 200 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Bu
kiiltiirden 2 saat arayla 500 pl 6rnek alip 600 nm’ de olglim yapilarak biiyiime egrisi
cikartilmistir
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2.2.6.4. Oninokulum Kiiltiirii hazirlama ve Inokiilasyon

%12 MGM kat1 besi ortaminda Microbulbifer halophilus 37°C 24 saat
inkiibasyonun ardindan, 50 ml %12 MGM igeren sivi besi ortamina inokiile edilerek
37°C’de inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun 12. saatinde mikroorganizma durgun
fazda iken 600 nm absorbansta OD degeri 1,5x 10® kob/ml olarak kontrol edildikten
sonra bazal besi ortami ve siit tozu besi ortamina 1’er ml inokiilasyon yapilmistir.

Bazal besi ortami yeast extract 10gr/L; Pepton 10gr/L ; D-glukoz 10g/L ve NaCl
100gr/L olarak hazirlandi. Siit tozu ilaveli besi ortami igerigi; siit tozu 20gr /L, yeast
extract 5 gr /L, %12 MGM ‘dir. 37°C 120 rpm ‘de inkiibasyonun ardindan 2 saatte bir

kiiltlirden numune alinip enzim aktivitesi degerlerine bakilmistir.
2.2.6.5. Halomonas organivorans’in biiyiime egrisi

Halomonas organivorans sivi kiiltiirlinden 50 ml %12 MGM sivi besi ortamina
500 pl inokiilasyon yapilarak 37 °C ve 200 rpm de inkiibasyona birakilmistir. Bu
kiiltirden 2 saat araliklarla 500 pl 6rnek alip 600 nm’ de 6l¢iim yapilarak biiylime egrisi
¢ikartilmstir.

2.2.6.6. Oninokulum kiiltiirii hazirlama ve Inokiilasyon

%12 MGM kat1 besi ortaminda Halomonas organivorans 37°C 24 saat
inkiibasyonun ardindan, 50 ml %12 MGM igeren sivi besi ortamina inokiile edilerek
37°C’de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyonun 12. saatinde mikroorganizma durgun
fazda iken 600 nm absorbansta OD degeri 1,5x 10® kob/ml olarak kontrol edildikten
sonra bazal besi ortam1 ve siit tozu besi ortamina 1’er ml inokiilasyon yapilmistir.

Bazal besi ortam1 yeast extract 10gr/L; pepton 10gr/L ; D-glukoz 10g/L ve NaCl
100gt/L olarak hazirlandi. Siit tozu ilaveli besi ortami igerigi; siit tozu 20gr /L, yeast
extract 5 gr /L, %12 MGM “dir. 37°C 120 rpm ‘de inkiibasyonun ardindan 2 saatte bir

kiiltlirden numune alinip enzim aktivitesi degerlerine bakilmigtir.
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2.2.6.7. F2550 kodlu mikroorganizmanin biiyiime egrisi

F2S50 kodlu sivi kiiltiiriinden 50 ml %12 MGM sivi besi ortamima 500 pl
inokiilasyon yapilarak 37 °C ve 200 rpm de inkiibasyona birakilmistir. Bu kiiltiirden 2
saat araliklarla 500 pl O6rnek alip 600 nm’ de Ol¢lim yapilarak biliylime egrisi
cikartilmistir.

2.2.6.8. Oninokulum kiiltiirii hazirlama ve Inokiilasyon

%12 MGM kat1 besi ortamimda F2S50 kodlu mikroorganizmanin 37°C 24 saat
inkiibasyonun ardindan, 50 ml %12 MGM igeren sivi besi ortamimna inokiile edilerek
37°C’de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyonun 12. saatinde mikroorganizma durgun
fazda iken 600 nm absorbansta OD degeri 1,5x 10® kob/ml olarak kontrol edildikten
sonra bazal besi ortam1 ve siit tozu besi ortamina 1’er ml inokiilasyon yapilmistir.

Bazal besi ortami yeast extract 10gr/L; pepton 10gr/L ; D-glukoz 10g/L ve NaCl
100gr/L olarak hazirlandi. Siit tozu ilaveli besi ortamu igerigi; siit tozu 20gr /L, yeast
extract 5 gr /L, %12 MGM ‘dir. 37°C 120 rpm ‘de inkiibasyonun ardindan 2 saatte bir

kiiltlirden numune alinip enzim aktivitesi degerlerine bakilmustir.

2.2.7. Proteaz enzim aktivitesinin ol¢ciimii ve maksimum oldugu iireme saatinin

belirlenmesi

50 mM Tris-HCl1 (pH 8, 37 °C) tampon i¢inde hazirlanmis %1 kazein
¢ozeltisinden test tiipii ve kor tiipiine 1900 pl aktarilir. Inkiibasyondaki kiiltiirden 100 pl
enzim Ornegi almarak test tiipiine ilave edilir. Tiipler ¢alkalamali su banyosunda 10
dakika 37 °C 200 rpm de inkiibasyona birakilir. inkiibasyonun ardindan test tiipiine 3 ml
%35 TCA (pH 8), kor tiipline ise kiiltiirden alinan enzim 6rnegi ve TCA ayn1 anda ilave
edilir reaksiyon sonlandirilir. Daha sonra test tiipleri ve kor tiipleri 4 °C 14.000 rpm de
15 dakika santrifiij edilir. Santrifiijden sonra siipernetat kismi 0,45ul seliilloz asetat
membran filtreden gecirilerek ayrilir. Elde edilen filtrat iyice temizlenen quartz
kiivetlerine yaklasik 2 ml kadar aktarilir (Johnvesly and Naik, 2001). Kore karg1 280 nm
dalga boyunda okuma yapilir. Bu agamalar ve 6l¢limler her iki saatte bir alinan 6rnek ve
mikroorganizma i¢in tek tek yapimustir. Elde edilen verilen Excel ile grafige

doniistiirilmiistiir.
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3. BULGULAR

3.1. lzolatlarin Se¢imi

Stoklardan toplamda 188 izolat uygun besi ortamlarinda canlandirilmistir.
3.2. Hidrolitik Enzimlerin Taramasi

3.2.1. Niikleaz taramasi

Toluidine Blue boyali DNaz test agar besiyerine ekilen 188 adet izolattan

niikleaz aktivitesi pozitif olan 42 izolattan bir kismi1 Sekil 3.1°de sunulmaktadir.

Sekil 3.1. Niikleaz pozitif izolatlar siraswyla 216y, 138y, 115y, 89y, 185y, 126y, 163y, 150y, 138y, 122y,
115y dir. Izolatlarin etrafindaki beyaz zonlar pozitif olarak kabul edilmistir.

3.2.2. Proteaz taramasi

Substrat olarak % 2 siit tozu bulunan besiyerlerinde {iretilen proteaz enzimi

sayesinde 172 izolattan 16’s1 pozitif olup Sekil 3.2° de sunulmaktadir.
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Sekil 3.2. Proteaz pozitif izolatlar swrasiyla 187y, 115y, 138y, 126y, 136y, 89y, D63, D85, 205y, F2550,
F2859. Mikroorganizma etrafinda olugan beyaz zonlar pozitif olarak kabul edilmigtir.

3.2.3. Amilaz Taramasi

Canlanan izolatlardan bakteriler % 12 MGM + % 0,5 Nisasta besiyerine,
arkealar ise % 23MGM +% 0,5 Nisasta besiyerine ekim yapilmig, 37° C ‘de 2 giin
inkiibasyonun ardindan iiremis izolatlar iizerine iyot damlatilarak beyaz zon pozitif

olarak kabul edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Amilaz pozitif izolatlar sirasiyla 150y, 142y, 182y, 216y, 77y, 101y, 35p, 201y, 205y, BT2S27,
BT2S28, BT2S29, BT2S30, B2S15, 196y’dir. Inkiibasyonun ardindan besiyeri yiizeyine

damlatilan iyot sonrasinda izolat ¢evresinde gozlenen beyaz zon pozitif olarak kabul edilmistir

3.3. lidentifikasyon

3.3.1. 16S rRNA Geni Amplifikasyonu i¢in izolatlardan DNA Ekstraksiyonu ve
16S rRNA PCR

Niikleaz, proteaz ve amilaz taramalar1 sonucu en iyi izolatlar se¢ilmistir. Segilen
izolatlar arasinda tiir tayini yapilmamis izolatlarin DNA ekstraksiyonlar1 yapilip
Bacteria spesifik primerleri kullanarak 16S rRNA gen bdlgesi amplifikasyonlar:
gerceklestirilmistir. Bu izolatlar swrasiyla 182y, F2S50, 185y, 101y, 115y, F2S59,
B2S15, 142y ve 226y olup, agoroz jel elektroferezi ile yiiriitiilerek UV goriintiileme

sonucu jel goriintlisti Sekil 3.4’de sunulmaktadir.
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M 182y F2550 185y 101y115yF2850B2S15142y 226y

Sekil 3.4. 16S rRNA PCR jel goriintiisii

3.3.2. lzolatlara Ait 16S rRNA Geni Amplifikasyonu Uriinlerinin Enzimatik
Kesimi (ARDRA)

Aktivitesi 1yl olan izolatlar arasinda tanimlanmamis mikroorganizmalarin
ARDA profilleri ¢ikartilarak ayni patternler belirlenip dizi analizi 6ncesi 6n eleme
yapilmistir. ARDRA profillerine gore 216y, B2S15 ve 182y, F2S50 ve F2S59, 142y,
101y, 185y, 226y, 115y olmak iizere 7 farkli profil gézlenmistir (Sekil 3.5). ARDRA ile

izolat sayis1 azaltilmis ileride dizi analizi i¢in hazir hale getirilmistir.

Mbo HinfI Mbo HinfI Mbo Hinfl Mbo HinfI

Sekil 3.5. 16S rRNA geni amplifikasyon iiriinlerinin Mbo ve Hinf I enzimleri kullanarak elde edilen jel

gortintiisii
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3.4. Besi Ortaminda Zon Cap1 Karsilastirmasi ile En Yiiksek Proteaz Aktivitesi

Gosteren 4 Mikroorganizmanin Sec¢ilmesi

Yapilan taramalar sonucu niikleaz, proteaz ve amilaz enzimleri i¢in en iyi
aktiviteye sahip mikroorganizmalar belirlenmis olup, proteaz enzimiyle g¢aligmalara
devam edilmistir. Proteaz enzimi iiretme potansiyeli en yiliksek olan halofilik
mikroorganizmalar swrasityla  D85(Salinivibrio  costicola), 205y (Microbulbifer
halophilus), F2550 ve D63(Halomonas organivorans) (Sekil 3.6’da sunulmaktadir).

Sekil 3.6. Proteaz aktivitesi en yiiksek 4 mikroorganizmanin ayni besi ortaminda inhibisyon zonlar
Y 8 Ly V
arasindaki fark ifade edilmigtir. Mikroorganizmalar sirastyla D85 (Salinivibrio costicola), 205y
(Microbulbifer halophilus), F2S50 ve D63 (Halomonas organivorans.) 'tiir.
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3.5. Proteaz Aktivitesi Yiiksek Olan Mikroorganizmalarin Biiyiime Egrileri ve

Aktivite Grafigi
3.5.1. Salinivibrio costicola’nin biiyiime egrsi

Tablo 3.1. Salinivibrio costicola biiyiime egrisi

Salinivibrio costicola biiylime egrisi

N
N w

Absorbans 600 nm
P
[T ]

L
o wn

Os 2s 4s 6s 8s 10s 12s 24s 26s 28s 30s 32s 54s 56s 58s

Saat

3.5.2. Salinivibrio costicola’nin proteaz enzim aktivitesi grafigi
Tablo 3.2. Salinivibrio costicola proteaz enzim aktivitesi grafigi

Salinivibrio costicola enzim aktivitesi grafigi

0,35 0,296
0,3 0,27
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0,276

0,247
0,215

0,209
0,173 0,195 0,193

Absorbans 280 nm

14s 16s 18s 20s 22s 24s 40s 42s 66s

Saat
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3.5.3. Microbulbifer halophilus’un biiyiime egrisi

Tablo 3.3. Microbulbifer halophilus biiyiime egrisi

Microbulbifer halophilus biylime egrisi

4,224

N
No»

Absorbans 600 nm
o =
o UV -, U

14s 16s 18s 24s 26s 28s 30s 36s
Saat

3.5.4. Microbulbifer halophilus enzim aktivite grafigi
Tablo 3.4. Microbulbifer halophilus enzim aktivite grafigi

Microbulbifer halophilus proteaz enzim aktivite grafigi
0,12
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0,1
0,08

0,06

0,04

Absorbans 280 nm

0,02

14s 16s 18s 20s 22s 24s 26s 28s 30s 32s  34s
Saat
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3.5.5. Halomonas organivorans’in bilyiime egrisi
Tablo 3.5. Halomonas organivorans biiyiime egrisi

Halomonas organivorans bityiime egrisi

Absorbans 600 nm
o = g
o Ul -, U1 NN U

12s 14s 16s 18s 20s 22s 26s 28s 30s 32s 34s 38s 40s 42s 44s 46s
Saat

3.5.6. Halomonas organivorans proteaz enzim aktivite grafigi
Tablo 3.6. Halomonas organivorans proteaz enzim aktivite grafigi

Halomonas organivorans proteaz enzim aktivite grafigi
0,455 0,457 0,459

0,5 0,434
0,403 0,414 0366 0,418 0,388 0,398

Absorbans 280 nm
o o o ©
[N N w IS

o

14s 16s 18s 20s 22s 26s 28s 30s 32s 34s
Saat
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3.5.7. F2S50 kodlu mikroorganizmanin biiyiime egrisi
Tablo 3.7. F2550 kodlu mikroorganizmamn biiyiime egrisi
F2S50 kodlu mikroorganizma biiyiime egrisi

4 3,582 3,48 3,43
3,5 3,066

2,898 2,8952,887 2,88

2,733

2,5

15

Absorbans 600 nm
N

0,5420,6
0,348"
o5 0287

14s 16s 18s 20s 22s 26s 28s 30s 34s 38s 40s 42s 44s 46s
Saat

3.5.8. F2S50 kodlu mikroorganizmanin proteaz enzim aktivite grafigi
Tablo 3.8. F2550 kodlu mikroorganizmamn proteaz enzim aktivite grafigi

F2S50 kodlu mikroorganizmanin proteaz enzim aktivite grafigi

0,7
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06 0,516

0,5

0,481

0,4

0,3

Absorbans 280 nm

0,2

0,1

14s 16s 18s 20s 22s 26s 28s 30s 32s 34s
Saat
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TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Halofilik mikroorganizmalar yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasamak icin
cesitli stratejiler gelistirmesi bakimindan ilgi ¢ekici organizmalardir. Asir1 tuzluluga
kars1 dayanikli enzimleri, bu tuzlukta yasamak igin gelistirdikleri stratejiler, &zel
proteinlerinin varlig1 sebebiyle biyoteknolojik olarak ¢ok dnemli mikroorganizmalardir.
Bu nedenle asir1 halofilik ve 1limli halofilik mikroorganizmalarin tanimlanmasi,
biyoteknolojik potansiyellerinin arastirilmasi olduk¢a 6nem kazanmustir. Tiirkiye’nin
farkli tuzlalar1 ve tuz gollerinden elde edilen mikroorganizmalarm enzim
potansiyellerinin ortaya konmasi ileriki ¢aligmalarin i¢in de 151k tutacak niteliktedir.

Gilinitimiize kadar kesfedilen enzimlerin biiyiik bir kismi diisiik sicaklikta, diistik
tuzlulukta ve kisith pH araliginda ¢alismaktadir. Bu enzimler endiistrinin ihtiyaci olan
genis pH araligi, yiiksek tuzluluk ve yiiksek sicaklik kosullarinda istenen verimi
saglayamamaktadir. Bu yiizden talebi karsilamak i¢in bu enzimleri {retecek
mikroorganizmalarin kesfi ve yeni enzimlerin ¢alisilmasina olanak saglamistir (ezgi
yardimci, tez tartigma).

Bu tez calismasinda Sivas bdlgesindeki Bing6l, Kemah, Fadlum gibi tuzla ve
havuzlardan izole edilen izolatlarin ekstraseliiler niikleaz, proteaz ve amilaz enzimi
iretim yetenekleri belirlenmistir. Taramalar niikleaz, proteaz ve amilaz enzimlerinin
substratlariin besi yerine ilavesiyle enzim-substrat iliskisi baz alinarak yapilmistir. En
yiiksek aktiviteyi gdsteren izolatin enzim aktivitesi arttirilmasi amaciyla kiiltiir kosullar1
optimize edilmeye calisilmistir. Aktivite gOsteren ve tanimlanamayan tiirlerin de 16s
rRNA gen amplifikasyonu yapilarak tiir tayini yapilmistir.

Niikleaz taramasinda mikroorganizmalar DNaz test agara ekim yapilmis olup
inkiibasyon sonunda koloni ¢evresinde olusan agik renk ihibisyon zonu aktivite
oldugunu gostermistir ve bu yontemle aktivitesi yiiksek olan mikroorganizmalar tespit
edilmigtir. Kanlayakrit ve ark. (2001) nitrojen kaynagi olarak kullanilan kazamino asit
ve yeast ekstract mini kavanoz fermentdrde thai sosundan elde edilen halotolerant
biiretim akteri Pseudomonas sp. No. 3241 tuz olmadan maksimum biiylime ve
riboniikleaz aktivitesi gostermistir.

Babavalian ve ark. (2013) DNaz aktivesi %10 NaCl ve 0.008 g/L toluidine blue
iceren 42 g/l DNaz test agar medium kullanilarak belirlenmeye caligilmistir. 34C 4
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giinliik inkiibasyonun ardindan IN HCI ile yikanmistir. Kolonilerin ¢evresindeki
inhibisyon zonlar1 DNaz aktivitesi oldugunu gostermistir.

Proteaz taramasinda %2 skim milk powder ortamimnda Inokiilasyon yapilarak
37°C’ de 2 giin inkiibasyona birakilarak Inkiibasyon sonrasi koloni cevresindeki
inhibisyon zonuna gore aktivite gosteren tiirler se¢ilmistir.

Kumar ve ark., (2012), izolatlarm proteolitik taramalarinda 10.0 g/L jelatin
iceren besi yerleri kullanmistir. Asidik civa kloriir ile muamele sonucu jelatin etrafinda
seffaf zon gosteren izolatlar secilerek proteaz tireten bakteri olarak adlandirild.

Chuprom ve ark. (2016), halofilik proteaz {ireticisi olan Halobacterium sp.
Strain LBUS0301 tuz ile fermente edilmis balik 6rneklerinden izole edilmis ve 16S
rDNA gen analizi yapilmistir. Siit tozu (%0,8 (w/v) 1000 mL pH8.0) ilaveli besi yerinde
birincil tarama gergeklestirilmistir. Calkalamali fermentasyonda halofilik proteaz
iiretimi gerceklestirilmistir.

Corral ve ark. (2018), %10 NaCl ve %?2 siit tozu igeren marine agar besiyerinde
saf bakteriyal izolatlar 37°C ‘de 48 saat inkiibasyonun ardindan, koloni ¢evresindeki en
yiiksek hidroliz zon ¢ap1 dlgtilerek se¢cim yapilmistir. Secilen izolatlar 37°C 120 rpm’ de
pH 7,35 ‘e ayarlanarak 24 saat inkiibe edilmistir.

Amilaz taramasinda mikroorganizmalar %0,5 nisasta ilaveli besiyerlerine ekim
yapilarak 37°C’ de 2 giin inkiibasyonun ardindan iyot ¢Ozeltisi damlatilarak inhibisyon
zonuna sahip mikroorganizmalar amilaz iiretim yetenegi pozitif olarak kabul edilmistir.

Bajpai ve ark. (2015), Haloferax sp. HA10 %1 nisasta ile 3M NaCl
konsantrasyonuna sahip besi ortaminda 37°C pH 7 ‘de maksimum amilaz aktivitesi
gostermistir. Amilaz iireten strainlerin taranmasinda nisastali agar tabaklarmna ekim
yapilmisg, inkiibasyonun ardindan iodine soliisyonu (%2 I, ve %0,2 KI) ile muamele
sonrasinda koloni ¢evresindeki zon ¢apina gore yapilmistir.

Salgaonkar ve ark. (2018), amilolitik aktiviteyi belirlemek i¢in %0,2 ¢6ziinebilir
nisasta ilaveli besi ortaminda 37C inkiibasyonun ardindan 12 (0.3% I12-0.6% KI)
soliisyonu ile zon ¢ap1 biiyiikliiklerine bakarak belirlemislerdir.

188 adet hem archea hem bacteria domaininden halofilik mikroorganizmalarin
niikleaz, proteaz ve lipaz taramalar1 yapilmistir. Tanimlanamayan ve aktiviteleri yiiksek
izolatlar i¢in de DNA izolasyonu yapilip 16sTRNA PCR’1 ile DNA miktar1 arttirilip
ARDRA ile 7 farkli pattern elde edilmistir. Bu 7 farkli pattern daha sonra yapilacak olan

dizi analizi ¢aligmalarinda yardimci olacag: diistintilmektedir.
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Niikleaz, amilaz ve proteaz enzim yeteneklerine gore tarama yapilan
organizmalar igerisinde en yliksek zon capma sahip olan halofilik mikroorganizmalar
belirlenmistir. halofilik mikroorganizmalar surasiyla D85 (Salinivibrio costicola), 205y
(Microbulbifer halophilus), 126y (Salinivibrio sp.) , F2S50 ve D63 (Halomonas
organivorans)’tir. Calismalara proteaz enziminin aktivite caligmalar1 ile devam
edilecektir.

Salinivibrio costicola siv1 besiyerinde gelistirilerek her 2 saatte olmak tizere besi
ortamindan Ornekleme yapilarak biliylime egrisi c¢ikartilmistir. Proteaz enzim
aktivitesinin en yiiksek oldugu saati belirlemek i¢in belirli saatlerde ornekler alinip
enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Yapilan 6l¢iimler sonucu 24. saat Salinivibrio costicola
icin proteaz aktivitesinin en yiiksek oldugu saat olarak tespit edilmistir.

Microbulbifer halophilus sivi besi ortaminda gelistirilerek her 2 saatte olmak
iizere besi ortamindan 6rnekleme yapilarak biiylime egrisi ¢ikartilmistir. Proteaz enzim
aktivitesinin en yiiksek oldugu saati belirlemek i¢in belirli saatlerde alinan 6rnekler ile
aktivite Olclilmiistiir. Yapilan olgiimler sonucu Microbulbifer halophilus’un 34.saatten
sonra aktivitesinin artacagi diisiiniilmiistiir. Daha sonraki c¢alismalardan ornekleme
saatleri daha da arttirilarak en yiiksek aktivite saatine ulasilmasi diisiiniilmiistiir.

F2S50 kodlu halofilik mikroorganizma sivi besi ortamindan gelistirilerek her 2
saatte bir yapilan ol¢timlerle bliyiime egrisi ¢ikartilmistir. Proteaz enzim aktivitesinin en
yiiksek oldugu saati belirlemek icin belirli saat araliklarinda orneklemeler yapilarak
aktivite 0l¢glimii yapilmistir. Yapilan 6lgiimler sonucu F2S50 kodlu mikroorganizmanin
16.saatte en vyiiksek aktiviteye ulastigi goriilmiistiir. Olglimler 34. saate kadar
alindigindan aktivitenin daha yiiksek olabilecegi diisiiniilerek daha sonraki caligmalarda
34. Saatten sonrasi da aktivite analizi yapilmasi diisiiniilmiistiir.

Halomonas organivorans s1vi besi ortamindan her 2 saatte alinan 6rnekleme ile
biiyiime egrisi c¢ikartilmistir. Proteaz enzim aktivitesinin en yliksek oldugu saati
belirlemek igin belirli saat araliklarinda Orneklemeler yapilarak aktivite ol¢limii
yapilmistir.  Yapilan Olglimler sonucu Halomonas organivorans 34.saatte en yliksek
aktiviteye ulastig1 goriilmistiir.

Sivas bolgesindeki Bingdl, Kemah, Fadlum gibi tuzla ve havuzlardan izole
edilen 188 izolat igerisinden yapilan aktivite ¢aligmalar1 sonucu en yiiksek proteaz
enzim aktivitesine sahip mikroorganizmalar ve saatleri tespit edilmis olup, literatiire ve

daha sonraki arastirma konularina katki saglamistir. Proteaz enziminin yiiksek
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tuzlulukta ve yiiksek pH degerinde aktivite degerlerinin iyi olmas1 endiistride kullanim
potansiyeli agisindan 6nemli bir istiinliikk saglayacagi diisiiniilmektedir. Tez ¢aligmasi
sonrasinda eldeki bu veriler 1s18inda segilen mikroorganizmalar ile enzim {iretimi
yapilarak enzim saflagtrma ¢aligmalartyla enzim karakterizasyonu belirlenip
endiistriyel acidan {tretim gergeklestirilerek enzim piyasasma katki saglamasi

distiniilmektedir.
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