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Aktinobakteriler ekstrem sartlarda gelisme, blylk miktarlarda enzim Uretme potansiyeli, biyokimyasal gesitlik ve
genetik manipullasyonlara uygunluk o6zellikleriyle alternatif enzim kaynaklari arasinda 6nemli bir konumdadir.
Calismada, endistriyel alanda kullanimi fazla olan transglutaminaz, 3-galaktozidaz ve levansukraz enzimleri igin
uygun bir Uretici Aktinobakteri cinsi mikroorganizmanin segilmesi hedeflenmistir. Bu amagla ekstrem kosullara sahip
habitatlardan farkli arastirmacilar tarafindan izole edilmis 46 aktinobakteri izolatinin hedeflenen enzimleri Uretim
yetenekleri arastiniimistir. Aktinobakteri izolatlarinin ilgili enzimler agisindan dretici olup olmadiklari, 6nce veri
tabanlarinda kayitl olan genom dizilerinin “Rapid Annotation using Subsystem Technology Version 2.0” kullanilarak
taranmis, devaminda ilgili gene sahip olanlarin transglutaminaz igin Hidroksimat Yontemi (Kagit Disk Yontemiyle), B-
galaktozidaz igcin ONPG yontemi, levansukraz igin ise mukoid yapi olusturma fenotipinin belirlenmesi seklinde enzim
Uretme yetenekleri belirlenmistir. Biyoinformatik taramada tim izolatlarin “transglutaminaz benzeri enzim” kodlayan
gen bolgesi igerdigi, kalitatif tarama sonucunda farkli tiire sahip ve besiyerinde daha hizli gelisim gosteren 9 adet
bakteri izolatinin potansiyel oldugu belirlenmistir. Levansukraz enzim genine ise sadece Micromonospora sp. KC721
ve Micromonospora sp. KC213 izolatlarinin sahip oldugu ancak higbir izolat ne kati ne de sivi besiyerinde aktivite
gostermemistir. R-Galaktozidaz enzim Uretim geni varligi 38 izolatta saptanmistir. Enzim Uretim genine sahip
izolatlara uygulanan kalitatif test sonucunda, daha yogun renk olusturan, farkl tlre sahip olan ve besiyerinde
digerlerine gore hizli gelisim gosteren 17 izolat potansiyel B-galaktozidaz Ureticisi olarak segilmis ve farkl
biyoteknolojik uygulamalar icin endustriyel 6lgekli enzim Gretiminde kullanim potansiyeline sahip aktinobakter izolatlari
olarak belirlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Enzim Uretim yetenegi, Transglutaminaz, Levansukraz, 3-Galaktozidaz, Aktinobakteri

Production Capabilities of Transglutaminase, Levansucrase and Beta Galactosidase of
Actinobacteria Isolates

ABSTRACT

Actinobacteria occupy an important position among alternative enzyme sources with their ability to growth in extreme
conditions, their potential to produce large amounts of enzymes, biochemical diversity and compatibility with genetic
manipulations. In this study, the selection of suitable producer microorganisms for transglutaminase, R-galactosidase
and levansucrase enzymes was aimed, and the enzyme production capabilities of 46 actinobacterial isolates were
determined. The ability of these actinobacterial isolates to produce related enzymes was determined by scanning the
genome sequences deposited in “GenBank using Rapid Annotation using Subsystem Technology Version 2.0
Subsequently, the enzyme production capabilities of these isolates with relevant gene were determined by
Hydroximate Method for transglutaminase (with the Paper Disc Method), the ONPG method for R- galactosidase and
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the mucoid structure formation phenotype for levansucrase. By bioinformatics scanning, it was determined that all
isolates contained a “transglutaminase-like enzyme” gene region and by qualitative screening, 9 isolates with different
species and that can grow rapidly in medium were identified as potential isolates. A levansucrase-production gene
was determined in only 2 isolates (Micromonospora sp. KC 721 and Micromonospora sp. KC213) but none of these
showed activity in agar and broth medium. The presence of R-galactosidase enzyme production gene was detected in
38 isolates. As a result of the qualitative test, 17 isolates with more intense color, different species and that can grow
rapidly in medium were selected as potential R-galactosidase-producers and determined as actinobacterial isolates
with a potential to be used in industrial scale enzyme production for different biotechnological applications.

Keywords: Enzyme production capability, Transglutaminase, Levansucrase, 3-Galactosidase, Actinobacteria

GIRiS

Endustriyel enzimlerin  Uretiminde proses  girdi
maliyetlerinin duslrllmesi ve elde edilecek enzimin
proses kosullarinda ylksek aktivite gostermesi en 6énde
gelen taleplerdendir. Bu nedenle gunimizde enzim
uretimi Uzerine yapilan arastirmalarin 6nemli bir kismi,
uygun bir uretici mikroorganizmanin
segilmesi/olusturulmasi, ucuz ve kolay hazirlanabilen
uretim ortaminin tasarlanmasi Uzerine
gerceklestiriimektedir. Bu hedefe ulasabilmek igin
metabolit Uretim yeteneklerini sekillendirebilen farkl ve
ekstrem sartlara sahip aligilagelmis alanlar disindaki
habitatlardan  izole  edilen  mikroorganizmalarin,
endustriyel enzimlerinin varhdinin belirlenmesi i¢in
taranmasi Onem tasiyan ve basari sansini artiran bir
yaklasimdir. Bu kapsamda ekstrem sartlarda gelisme,
biylk miktarlarda enzim Uretme  potansiyeli,
biyokimyasal c¢esitlik ve genetik manipllasyonlara
uygunluk gosteren aktinobakteriler alternatif enzim
kaynaklari olarak 6énem tagimaktadirlar [1, 2].

Aktinobakteriler, nifusun hizla arttigi ve pek gok dogal
kaynagin tikenme tehlikesi altinda oldugu gunimuiz
dinyasinda; endustrinin onumuzdeki yillarda
karsilasacag! zorluklarin Ustesinden gelmeye yardimci
olacak potansiyele sahiptir [3]. Bu sinif su ve karasal
ekosistemlerde yaygin bulunan, yiksek G+C igerigine
sahip Gram pozitif bakterileri kapsamaktadir [4]. Ayrica,
ol bitki, hayvan ve mantar gibi materyallerin
parcalanmasindan sorumlu olan ekstraselllar hidrolitik
enzimleri Uretme yeteneklerinden dolayr ekstrem
alanlarda yasama kabiliyetine sahiptirler [5] ve enzim
uretimi icin dikkat cekicidirler. Mikroorganizmalardan
tanimlamasi yapilan 23.000'in Uzerindeki sekonder
metabolitten %42’sinin Aktinobakterilerce uretildigi [6];
bu grup Uyelerinden Streptomyces cinsinin bilinen
12.400 biyoaktif bilesik (11.000 antibiyotik) Uretme
yetenedi ile blylk biyoteknolojik potansiyele sahip
oldugu; diger Aktinobakterilerin ise 3600 biyoaktif bilesik
urettigi [7] bildiriimektedir. Aktinobakterilerin  Urettigi
metabolitler igerisinde blylk endistriyel 6neme sahip
lipaz, proteaz, amilaz, pektinaz, selilaz gibi enzimler de
bulunmaktadir [9].

Calismada Uretici kaynak mikroorganizma belirlenmesi
icin tarama vyapilan ve Ozellikle gida endustrisinde
onemli kullanim alanina sahip olan transglutaminaz, -
galaktozidaz ve levansukraz enzimlerinden
transglutaminazlar (EC. 2.3.2.13), proteine bagl serbest
amino gruplari veya peptidlere bagh lizin gruplan (agil
aseptorleri, alicilari) ile protenin y-karboksiamide
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gruplan veya peptidlere bagl glutamin gruplan (agil
dondrleri) arasindaki kovalent bag olusumunu kataliz
eden enzim ailesidir [9]. Gida endustrisinde ¢esitli bag
olusumlari ve c¢apraz baglanmalar araciligiyla
pargalama, dondurma, pisirme gibi farkll gida
proseslerinde devamliligini koruyabilen biyuk partikiller
olusturmada [10], bdylece Uriinde istenilen tekstr,
¢ozunurllik, viskozite, jellesme ve su tutma kapasitesinin
eldesinde  [11-16] ©6nem  tasimaktadir.  Gida
endistrisinde sut ve sut drlnleri, et ve et Urunleri,
bitkisel proteinler, firinciik drinleri gibi genis bir
kullanim potansiyeline sahip olan transglutaminaz
enzimlerinin farkli pH degerlerinde ¢alisabilmesi ve
yiksek sicaklik uygulamalarinda stabil kalabilmeleri
secimlerinde 6nem tagiyan faktorlerdendir.

Levansukraz (EC. 2.4.1.10), sakkaroz molek{lini
parcalayip agiga c¢ikan fruktoz gruplarinin bagka bir
sakkaroza eklenmesini katalizleyen ve bu yolla fruktan
polimer olusumunu saglayan enzimdir [17]. Fruktozil
alici molekile  bagli olarak; polimerizasyon,
transfruktosilazyon ve hidroliz dahil olmak tzere 3 farkli
reaksiyon gerceklestirmekte; sahip oldugu fizyolojik
etkiler dolayisiyla gida ve ilag endustrilerinde kullanim
potansiyelini gittikce artan levan ve levan tipi
fruktooligosakkarit sentezinde anahtar biyokatalizor
olarak rol oynamaktadir [17]. Levan, jellestirici ajan,
emdilgatdr, stabilizator, kivam artinci ve yag ikamesi
olarak kullanilabilme potansiyeline sahip iken [18, 19];
fruktooligosakkaritler receller, sekerlemeler ve
cikolatalarda disuk kalorili fonksiyonel tatlandirici olarak
[20] kullanilabilmektedir. Bu uygulamalarda dusik pH ve
yuksek sicaklik dayanimlart  kullanim  alanlarini
genisletebilecek ve daha esnek dretim planlamasi
yapilmasina imkan verecektir.

Laktaz olarak da bilinen B-galaktosidaz enzimi de (EC.
3.2.1.23), laktozun glikoz ve galaktoz birimlerine
hidrolizinden sorumludur [21]. Beslenme, gida prosesleri
ve ¢gesitli cevresel uygulamalarda genis kullanim alanina
sahip, endustriyel agidan 6nemli enzimlerdendir [22].
Sut Urdnlerinin lezzetini, ¢6zUndrligund ve sindirimini
iyilestirmek; laktoz intolerant bireyler igin laktozsuz Griin
Uretmek ve konsantre Urin proseslerinde kristallenme
sorununu ¢6zmek amaciyla kullaniimaktadir [23-30].
Kullanilacak enzimlerin genis pH araliginda ¢alisip (pH
4.0-8.5); yuksek sicakliklarda aktivitelerini
kaybetmemesi tercih edilen 6zelliklerdendir.

Gundmuzde farklh alanlarda kullanmak Gzere ticari
degeri olan o6zellikle sert gevresel kosullara dayanikli
enzimlerin yerli kaynaklardan daha verimli olarak
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uretilebiimesine  6nem  verilmektedir. Gece-giindiz
sicaklik farki, érneklem alaninda hissedilen sicaklik, pH,
basing ve tuzluluk degerleri gibi ¢evresel sartlar hem
ortamin mikrobiyotasini, hem de bu ortamlara uyum

saglamis  mikroorganizmalarin  metabolit  Gretim
yetenekleri ile metabolitlerinin Ozelliklerini
sekillendirebilmektedir. Bu yaklagsimdan hareketle

calismada, karasal ve kurak bir iklime sahip, zemin
ylzeyinde 80°C’ye varan sicaklidin hissedildigi, disuk
organik madde igerigine sahip Turkmenistan’daki
Karakum Coli’nden; yuksek tuz igerigine sahip
Corum’daki Boncuk Tuzlasi'ndan ve az organik maddeli
kiregli topraklara sahip Hagibektas'tan alinan toprak
orneklerinden izole edilmis aktinobakterilerle, Bolu
Yenicaga Golu (1 metre derinlikten alinan sediment
ornekleri), Dizce findik bahgesi ve KKTC Zafer Burnu
gibi daha 6nce calisiimamis farkli bdlgelerin toprak
orneklerinden izole edilmis aktinobakteriler kullaniimistir.
Bu izolatlardan elde edilecek yiksek sicaklik degerlerine
dayanikli enzimlerin pastérizasyon isleminde Urlnlere
Isil islem &éncesi eklenebilmesi; asidik pH degerleri ve
yuksek tuz konsantrasyonlarinda aktivite gosteren
enzimlerin bu sartlarda Uretimi gerektiren ve/veya
ekonomik hale getiren endustriyel uygulamalarda

kullanilabilecek olmasi gibi avantajlarinin  olacagi
dusundlmektedir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Mikrobiyal transglutaminaz, levansukraz ve beta

galaktozidaz enzim Uretim yeteneginin varhidini test
etmek amaciyla Ondokuz Mayis Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Bélimi’'nde depolanan farkl ekolojik
Ozelliklere sahip ortamlardan izole edilmis ve draft
genom dizisi belirlenerek tanimlanmis toplam 46 adet
bakteri temin edilmistir. Temin edilen bakteriler, izole
eden arastirmaci ve izolasyon kaynagi Tablo 1’de yer
almaktadir.

Metot

Transglutaminaz, Levansukraz ve B-Galaktozidaz
Uretim Potansiyeline Sahip Izolatlarin
Biyoinformatik Tarama ile Belirlenmesi

Biyoinformatik taramada, farkl ekolojik 6zelliklere sahip
ortamlardan izole edilen bakteri izolatlarinin draft genom
dizileri (kontigler) ile GenBank veritabanina daha 6nce
sunulmus olan aktinobakteriyel kdkenli transglutaminaz
(EC. 2.3.2.13), levansukraz (EC. 2.4.1.10) ve B-
galaktozidazlarin (3.2.1.13) amino asit dizileri kendi
icinde gakistirilarak korunmus bolgeler tespit edilmis ve
ortisme  bicimleri ortaya konulmustur. izolatlarin
transglutaminaz, levansukraz ve  B-galaktozidaz
enzimleri Uretim genlerine sahip olup olmadiklarinin
belirlenmesinde biyoinformatik ara¢g olarak Rapid
Annotation Using Subsystem Technology (RAST)
version 2.0 kullanilmistir [31, 32]. Sistemde arastirmaci
tarafindan draft genom dizileri yiklenen her bir
bakterinin tek tek ilgili genleri Uretim yetenekleri
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taranmis ve pozitif sonug veren izolatlar kalitatif testler
de kullaniimak Gzere segcilmistir.

Enzim Uretim Potansiyeline Sahip Bakterilerin
Aktiflestirilmesi, Saflik Kontrolleri ve Muhafazasi

Biyoinformatik araglar kullanilarak yapilan taramada ilgili
gene sahip olanlarla; bunlarin yakin akrabasi olan ve
parcali genom verilerinin  kullanilmasi  nedeniyle
enzimleri kodlayan gen bodlgelerinin tamamini ayni
genom parcasinda igermeyebilecegi i¢in negatif sonug
verebilecek olan farkli habitatlardan izole edilmis bazi
izolatlar da ileriki c¢alismalarda kullaniimak igin
secilmistir. Enzim Uretim potansiyeli bulunan bu
bakteriler Pepton ilaveli Glucose Yeast-Malt Extract
Broth (GYMEPB: 10 g/L glukoz, 3 g/L maya 6zutu, 3 g/L
malt 6zutl, 2.5 g/L pepton, pH 7.0+0.2) besiyerinde
aktiflestiriimis, Pepton ilaveli Glikoz Yeast-Malt Extract
Agar (GYMEPA: 4 g/L maya 6zitl, 10 g/L malt 6zitd,
2.5 g/L pepton, 4 g/L glukoz, 20 g/L agar, pH 7.0+£0.2)
besiyerinde saflik kontrolleri yapilmis ve ilerleyen
calismalarda kullaniimak Gzere ayni kati besiyerinde
+4°C’de; uzun sireli olarak da -80°C’de muhafaza
edilmistir [33].

Bakterilerin Enzim Uretim Yeteneklerinin Kalitatif
Belirlenmesi

Segilen izolatlarin transglutaminaz, levansukraz ve pB-
galaktozidaz Uretme yetenekleri asadida verilen
yontemler uygulanarak belirlenmistir.

Transglutaminaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Transglutaminaz Uretim genine sahip bakteriler Nutrient
Agar (Merck, 105450) iceren 2 petriye nokta ekimle
asllanmis ve 28-30°C’de 48-72 saat inkiibasyondan
sonra petri kaplarinda gelisen her bir koloninin Ustine
filtre kagidi diskleri (disklerin gapi; 0.56£0.01 cm ve su
tutma kapasiteleri 9.45+0.15 pL) yerlestiriimigtir. Petri
kaplarindan birindeki her bir disk Gzerine 30 uL substrat
karisimi (37.5 mM Z-GIn-Gly, 125 mM hidroksilamin ve
125 mM glutatyon; 200 mM sitrat tamponunda
¢ozdurdlmuastar, pH 6.0) digerindeki her bir disk Gzerine
30 pL saf su eklenerek (kontrol) 28°C’de 3 saat
inkiilbasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda filtre
kagitlari Gzerine 10 pL sonlandirma c¢ozeltisi (%5
FeCls;.6H,0 iceren %15'lik TCA) eklenip 28°C’de 1 saat
bekletildikten sonra her bir izolatin 2 farkh petrideki renk
yogunluklar karsilastiriimis ve kontrol &érnegine goére
yogun kahverengi renk olusturan izolatlar Uretici olarak
secilmistir [32]. Yontem, enzimin spesifik bir substrati
olan Z-Gn-Gly (Sigma-Aldrich, C6154) ile hidroksilamin
(Sigma-Aldrich, 438227) arasindaki reaksiyon sonucu
olusan hidroksimatin ferrik kompleksi ile koyu
bordo/kahverengi renk olusturmasi esasina
dayanmaktadir [35].

Levansukraz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi
Levansukraz Uretimi, Modifiye Sukroz Agarda (MSA:

%2.5 sukroz, %1 tripton, %1 maya ekstrakti, %0.5 NaCl,
%0.025 K;HPO,, %3 agar ve pH 7.0+0.2) gelistirilen
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kolonilerin mukoid yapi olusturma fenotipi test edilerek
belirlenmisti. Bu amagla bakteri izolatlari, MSA
besiyerine tek koloni dusurecek sekilde ekimis ve
petriler 35°C’de 24-48 saat inklibasyona birakilmistir.
Mukoid (yapiskan) yapili koloniler levansukraz pozitif
olarak secilmistir [36]. Levansukraz Ureticisi izolatlarin
sukroz molekllinden mukoid yapiya sahip levan
polisakkariti ~ Uretme  yetenegine  sahip  oldugu
bildiriimektedir [37].

Kati besiyerinde mukoid yapi olusturmayan izolatlarin
uretim yeteneklerinin varhidi dinitrosalisilik asit (DNS)
metodu kullanilarak da taranmistir. Bu amagla GYMEPA
besiyerinde 30°C’de 7 glin inklibe edilerek gelistirilen
kolonilerden 6ze ucu ile alinarak GYMEPB besiyerine
ekim yapilip 30°C'de 180 rpm calkalamali kosullar
altinda 3 gun inkibe edilmis ve kilturden taze olarak
hazirlanan fermentasyon ortamina (50 g/L sukroz, 7 g/L
maya 0z(td, 1.6 g/L amonyum siilfat, 2.5 g/L KH,PO, ve
1 g/L MgSO.. 7H,0) %5 oraninda asilama yapilmistir
[38, 39]. Asilanmis besiyerleri 28-30°C’de 180 rpm
calkalamali kosullarda bulaniklik gbzlenene kadar
inklibasyona birakilmig; takiben 10000 g kuvvetinde
4°C’de 10 dakika santrifijlenmis ve elde edilen
sUpernatanta levansukraz enzim varligi DNS metodu
[40] kullanilarak belirlenmistir. Bunun igin Tris-HCI
tamponu (200 mM, pH 8.0) ile hazirlanmis 0.5 M sukroz
cozeltisi ile 500 yL enzim ¢ozeltisi karistirilip 30°C’de 10
dakika tutulmustur. Karisimin 200 uL’si ve 400 yL DNS
cozeltisi test tlpune aktarilarak kaynayan su igerisinde 5
dakika bekletilmis ve tup igerisindeki karisim hizla
sogutulduktan sonra 1 mL distile su ilave edilmis ve
karisimin 540 nm’deki absorbansi spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. Elde edilen sonug saf su ve glukoz
iceren standart cozelti ile karsilastirilarak levansukraz
aktivitesi varligi saptanmistir.

B-Galaktozidaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Enzim Uretim genine sahip bakterilerin; ilgili geni ifade
etme durumlan  2-nitrofenil  -D-galaktropiranosid
(ONPG) testi uygulanarak taranmistir. Bu amagla ilk
olarak bakteriler modifiye edilmis GYM Agar (4 g/L
maya, 10 g/L malt, 2 g/lL CaCOs;, 4 g/L laktoz, 20 g/L
agar ve pH 7.2) besiyerinde gelistiriimistir. Gelisen
kiltirlerden bir 6ze alinip; 0.25 mL fizyolojik tuzlu su ile
stspanse edildikten sonra Ulzerine 0.25 mL ONPG
besiyeri (30 mL A ¢ozeltisi (50 mL distile su + 5 g tripton
+ 2.5 g NaCl, pH 7.5) + 10 mL B ¢o6zeltisi (10 mL 0.01 M
Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7.5) + 0.06 g ONPG) ilave
edilmistir. Takiben 28°C sicaklikta 3 saat 30 dakika
inklibasyona birakilmis ve slre sonunda tlplerde sari
rengin meydana gelmesi pozitif, renk degisikliginin
olmamasi negatif olarak degerlendiriimistir  [41].
Yoéntemin prensibi; B-galaktozidaz enziminin renksiz bir
bilesik olan ONPG (Sigma-Aldrich N1127) ’yi hidroliz
ederek galaktoz ve sari renkli orto-Nitrofenol (ONP)
bilesenlerine pargalamasidir [42].

BULGULAR ve TARTISMA

Transglutaminaz, Levansukraz ve B-Galaktozidaz
Uretim Genlerine Sahip Izolatlarin Belirlenmesi

Farkh bdlgelerden izole edilen ve tim genom dizi
analizleri gerceklestirilerek degisken sayida pargcadan
olusan genom verileri tanimlanan 46 toprak bakterisinin
transglutaminaz, levansukraz ve  B-galaktozidaz
enzimleri dretim genlerine sahip olup olmadiklari
biyoinformatik araglar kullanilarak belirlenmis (Sekil 1)
ve taranan mikroorganizmalar ile tarama sonuglari Tablo
1’de 6zetlenmistir.

Browse Genome: Jiangella sp. 8K307 (6666666.427132)

Location | Focus | Upload List +3 ) )
= flg| S666656.427132. peg. 2931 e N CDS Feature fig|6666666.427132.peg.2331
Contig NODE_2_length_287857_cov_62.1401 | - :::-:ig EE}SE.)E 2_length_287957_cov_62.1401
Type CDs Start 44655
Function beta-galactosidase (EC 3.2.1.23) = - Stop 47168
Subsystem - none - Length  2514bp

-2 | Function beta-galactosidase (EC 3.2.1.23)
Start 44655 - none -

-3
Stop 47168

L oBeTL ) domid
T T T

Length 2514 !

| zoom to sequence | details page | evidence page |

41911 ) 4351
T T T

45111 | 4671l
T T T

48711 | 49911
T T T T

B4 | 534l
T T T T 1

Sekil 1. Jiangella sp. 8K307 izolatinin RAST Sisteminde B-galaktozidaz enzimi Gretim geni varligi analizine ait
ekran goruntisu (Kirmizi ile belirtilen bélge B-galaktozidaz enzimi Gretim geni varligina isaret etmektedir)
Figure 1. Screenshot of Jiangella 8K307 isolate for the presence of a f-galactosidase production gene in
RAST System (The red region indicates the presence of a f-galactosidase production gene)

Taranan 46 bakteriden hepsinin bu enzimlerden en az
birini  kodlayan gen bdlgesine sahip oldugu;
transglutaminaz geninin tim bakterilerde, levansukraz
geninin 2 bakteride (Micromonospora sp. KC721,
Micromonospora sp. KC213), B-galaktozidaz geninin de
38 bakteride bulundugu saptanmistir. Elde edilen
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sonuglar enzim dretim kaynagi olabilecek bakterilere
isaret etmis ve ilgili genlere sahip bakterilerin enzim
Uretim genlerinin  ekspresyonunu ortaya koymak,

endustriyel Uretim c¢alismalarinda denenmek Uzere
onermek igin enzim Uretimleri kalitatif yontemlerle
belirlenmigtir.



E.G. Karabacak, A.O. Adiglizel, H. Saygin, A.H. Con Akademik Gida 20(1) (2022) 30-39

Tablo 1. Enzim Uretim yetenekleri taranan mikroorganizmalar ve tarama sonuglari

Table 1. Microorganisms screened for enzyme production capabilities

] . o % . e GenBank Enzim Uretim Geni™
No |Kullanilan Mikroorganizma En Yakin Akraba Tip Turi* i izolasyon Kaynag / izole Eden Aragtimaci -
Benzerik| Accession No. . Le. | p-Ga.
1 |Streptomyces coryli AT0247 S. cadmiisolf ZF G477 7T Findik Bahgesi — DUzce / Nevzat Sahin JAAKZVO00000000 + - +
2 |Streptomyces boncukensis SB34047 S. albus NBRC 130147 97.2 Boncuk Tuzlast — Corum / Demet Tatar JAAKZZ000000000 + - +
3 |Streptomyces scabichelini HCA44T S. vastus NBRC 130047 976 Hacibektas — Nevsehir / Talha Gengbay JAAKZYD00000000 + - +
4 |Streptomyces mesophilus YC504T S. caldifontis NCCP-1331T 986 Yenigaga Gall — Bolu / Ali Tokatli JAAKZWO00000000 + - +
5 |Streptomyces urellyticus YC4197 S. vastus NBRC 130947 99.0 Yenicaga Golu — Bolu / Ali Tokath JAAKZX000000000 + - +
& |Streptomyces boluensis YC5377 S. ziwulingensis F227 979 Yenigaga Gall — Bolu / Ali Tokatli JAAAHS000000000 + - +
7 |Nonomuraeasp. K271 No. kuesteriNRRL B-243257 98.9 Zafer Burnu — KKTC / Aysel Veyisoglu JAAAHROO0000000 + - +
8 |Rhodococcus sp. 14C212 R. aetherivorans 10bc3127 98.8 Bazaltik Ana Materyal — Samsun / Salih Saricaoglu |JAALEH000000000 + - -
9 |Nocardioides sp. KC13 N. Juteus KCTC 95757 99.3 Karakum Colu — Turkmenistan / Hayrettin Saygin - [JAALAAD00000000 + - +
10 | Shimazuella alba KC615 Sh. kribbensis KCTC 99337 98.2 Karakum Cal0 — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin - [WUUL00000000 + - -
11 |Microbacterium sp. SK110 M. testaceum NBRC 126757 99.2 Karakum C&ld — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  |VBUMO0000000 + - -
12 |Nonomuraea sp. TK523 No. Harbinensis NEAU-yn31T 997 Karakum Colu — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  |MG770787 + - +
13 | Streptomyces sp. 8K308 S. hainanensis YIM 476727 98.2 Karakum Cal0 — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin - | SMKC00000000 + - +
14 |Pseudonocardia sp. SK418 Ps. Kunmingensis YIM 631587 99.8 Karakum C&l0 — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  |[MG770740 + - +
15 |Actinomadura sp. KC345 A. bangladeshensis 3-46-b37 98.4 Karakum CGlu — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  |SMKHO0000000 + - +
16 | Sirepfomyces sp. 13K105 S. puniceus NRRL 1SP-50587 988 | Karakum GolU— TUrkmenistan / Hayrettn Saygin_ |MGT70836 + - ¥
17 |Actinocorallia sp. SKS50 Ac. fibanotica IFO 140957 981 Karakum C&ld — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  [MK156414 + - +
18 |Actinomadura sp. TK534 A. livida JCM 33877 99.3 Karakum C8I0 — Tarkmenistan / Hayrettin Sayqin  |SMKB00000000 + - +
19 | Streptomyces sp. 16K401 S. fragilis NRRL 24247 989 | Karakum GGI0 — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  |MGT70867 ¥ - -
20 | Saccharopolyspora elongata TK5027 Sa. shandongensis 887 99.4 Karakum C&ld — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin - | SMKW00000000 + - +
21 |Saccharopolyspora karakumensis 5K548T | Sa. pathumihaniensis S5827 90.8 Karakum C6l0 — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  |SMLAOO0C0000 + - +
22 |Saccharopolyspora terrae 16K3097 Sa. pathumihaniensis 55827 99.7 Karakum C&ld — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  |SMKS00000000 + - +
23 | Saccharopolyspora aridisoli 16K404T Sa. endopytica YIM 631587 997 | Karakum G&I0 — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin | SMKVO0000000 ¥ - ¥
24 |Jiangelia ureilytica KCB03T J. mangrovi 35M4-077 994 Karakum Cal0 — Tdrkmenistan / Hayrettin Sayqin - |SMKLO0000000 + - -
25 |Jangelia asiatica SK1387 J. alba DSM 452377 99.5 Karakum C&ld — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin  |SMKZ00000000 + - +
26 |Jiangelia aurantiaca 8K307" J. alkaliphila DSM 450797 99.2 Karakum Colt — Turkmenistan / Hayrettin Saygin |SMLB00000000 + +
27 |Kribbella turkmenica 16K1047 K_antibiotica YIM 315307 992 Karakum C6li — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin | SMKX00000000 + +
28 |Micromonospora sp. 15K316 Mi. avicenniae DSM 457587 994 Karakum Colt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin |SMKG00000000 + +
29 |Micromonospora sp. KC723 Mi. pallida DSM 438177 991 Karakum Colt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin | SMKD00000000 + +
30| Micromonospora sp. KC721 Mi. hatkouensis 2326177 99.3 Karakum Coli — Turkmenistan / Hayrettin Saygin |SmJy00000000 + + +
31| Micromonospora sp. KC213 Mi. krabiensis DSM 453447 99.4 Karakum Golt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin |SMKF00000000 + + +
32| Micromonospora sp. KC207 Mi_ fluostatinf PWB-003T 99.4 Karakum C6lt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin |SMK.J00000000 + +
33 | Micromanospora sp. KC606 Mi. chersina DSM 441517 992 Karakum C6lt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin | SMKNOQ000000 + +
34 |Nonomuraea longispora KC201T No. saimonea DSM 436787 990 Karakum Colt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin (SMJZ00000000 + -
35 |Nonomuraea diastatica KCT127 No. candida HMC10T 98.1 Karakum Coli — Turkmenistan / Hayrettin Saygin |SMKP00000000 + +
36 |Nonomuraea desertiKC310T No. candida HMC10T 98.1 Karakum Coli — Turkmenistan / Hayrettin Saygin |SMKQ00000000 + +
37 |Nonomuraea mesophila 6K1027 No. salmonea DSM 436787 98.3 Karakum Golt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin |SMLD00000000 + +
38 | Streptomyces cahuitamycinicus 13K301T | S. variegatus NRRL B-16380T 98.9 Karakum C6lt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin |POUC00000000 + +
39| Spongiactinospora gelatinilytica TK107T | Sp. rosea LHW630157 98.7 Karakum C6li — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin | POUAOO0Q0000 + +
40| Micromonospora deserti 13K206T Mi. spongicola S3-17 98 6 Karakum Colt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin |POUB00000000 + +
41|Nonomuraea aridisoli KC333T No. marifima FXJ7.2037 98.9 Karakum Coli — Turkmenistan / Hayrettin Saygin |POUD00000000 + +
42 | Streptomyces sp. 3K401 S. krungchingensis KC-0357 98.5 Karakum Coli — Turkmenistan / Hayrettin Saygin |MG770703 + +
43 | Streptomyces sp. 8K301 S. coeruleofuscus NBRC 127577 99.1 Karakum Golu — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin |MG70800 + +
44 |Plantactinospora sp. KC728 P veratri NEAU-FHS4T 99.4 Karakum Colt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin \MG770685 + -
45 | Streptomyces sp. 10K307 S atrovirens NRRL B-163577 99.3 Karakum Colt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin \MG770814 + +
46 | Streptomyces sp. K502 S. marokkonensis Ap1T 99.4 Karakum Colt — Tarkmenistan / Hayrettin Saygin \\MG770757 + -

*. S.: Streptomyces; N.: Nocardioides; R.: Rhodococcus; No.: Nonomuraea; Sh.: Shimazuella; M.: Microbacterium; A.:

Sa.: Saccharopolyspora; J.: Jiangella; K.: Kribbella; Mi.: Micromonospora; Sp.: Spongiactinospora; P.: Plantactinospora; Ps.:

Actinomadura;

Pseudonocardia; Ac.: Actinocorallia. **: Tr.: Transglutaminaz; Le.: Levansukraz;, B-Ga.: B-Galaktozidaz; +: Enzim Uretim Geni Tasiyor;

-: Enzim Uretim Geni Tagimiyor

Bakterilerin Enzim Uretim Yeteneklerinin

Belirlenmesi
Transglutaminaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Transglutaminaz enzim Uretim genine sahip bakterilerin
ilgili geni ifade etme durumlarini ortaya koymak igin
gerceklestirilen Filtre Kagit Disk yontemi sonucunda;
bakterilerin cogunda kontrol grubuna kiyasla kahverengi
renk yogunlugu fazla bulunmustur. Analiz sonrasi
bakteriler arasinda renk yogunlugu daha belirgin sekilde
g6zlenen, farkl tlire sahip olan ve besiyerinde daha hizli
gelisim gosteren 9 adet bakteri potansiyel izolat olarak
belirlenmis, segilen izolatlarin ekim yapilan petri
kaplarinin Ustten ve alttan gorinimlerine ait fotograflar
Sekil 2'de verilmistir. Secgilen bu izolatlarin RAST ile
gerceklestirilen biyoinformatik taramasinda
“Transglutaminase like enzymes- transglutaminaz
benzeri enzim” kodlayan gen bdlgesi varligina sahip
olduklar tespit edilmistir. Literatirde de benzer sekilde
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aktinobakterilerin ~ enzim  Uretim  genlerine veya
yeteneklerine sahip olduklari gdsterilmistir. Ornegin;
Giordano ve ark. [43] tarafindan Streptomyces
mobaraensis, Streptomyces auratus, Streptomyces
fradie, Streptomyces  decoyicus, Streptomyces
paucisporogenes, Streptomyces hygroscopicus,

Streptomyces sp. H021, Streptomyces sp. XY332 gibi
bakterilerde bu gen bdlgesinin varlidr belirlenmistir.
Transglutaminaz Uretiminin varh@ da Guan ve ark. [44]
tarafindan Streptoverticillium mobaraense,
Streptoverticillium cinnamoneum, Actinomadura sp.,
Streptoverticillium  ladakanum, Bacillus circulans,
Streptomyces sp. ve Streptomyces hygroscopicus’da;
Ho ve ark. [45] tarafindan Streptoverticulum
ladakanum’da; Kim ve ark. [46] tarafindan Actinomadura
sp. T-2'de; Yeo ve ark. [47] tarafindan Streptomyces
platensis YK-2'de; Jin ve ark. [48] ile Zhang ve ark. [49]
tarafindan da Streptomyces mobareensis’te
gOsterilmistir.
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Petri Kutusu Ustten Gériinim

Ornek Kontrol

Pseudonocardia sp. 5K418

® @

Streptomyces sp 6K502

Nonomuraea sp. 7K523

Streptomyces sp. 13K105

Actinomadura sp 7K534

Petri Kutusu Alttan Gortiniim

Kontrol Ornek

Streptomyces sp 6K502

Nonomuraea sp. 7K523

Streptomyces sp. 13K105

Jiangella ureilytica KC603

€

Kribbella turkmenica 16K104

Actinocorallia sp. 5K550

Actinomadura sp 7K534

Sekil 2. Transglutaminaz aktivitesinin kalitatif belilenmesine ait ekim yapilan petri
kaplarindaki kolonilerin Ustten ve alttan gérintmleri

Figure 2. Top and bottom views of the colonies in the inoculated petri dishes for the
qualitative determination of transglutaminase activity
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B-Galaktozidaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

B-Galaktozidaz enzim Uretim genine sahip bakterilerin
ONPG testi uygulanarak belirlenen Uretim yetenekleri
testi sonucu, daha yogun sari renk olusturan, farkl tire
sahip olan ve besiyerinde daha hizli gelisim gosteren 17
izolat (5K548, 3K401, 5K138, KC603, 8K307, 6K102,
15K316, 8K301, KC213, KC13, KC728, 13K301,
KC333, 10K307, 6K502, KC721, KC606), potansiyel B-
galaktozidaz Ureticisi olarak secilmistir. Kalitatif analiz

sonucunda B-galaktozidaz Ureticisi olarak segilen bu 17
izolatin genom analiz sonuglarinda 3 tanesinin Uretim
genine sahip olmadigi saptanmistir. Bu durum ilgili
bakterilerin pargcali genom verisine sahip olmasi
nedeniyle ilgili enzimi kodlayan gen bdlgelerinin
tamaminin ayni genom parcasinda bulunmamasi ile
iliskilendirilmisti. ONPG test sonucu pozitif olarak
secilen 17 bakteriye ait analiz sonu¢ gorinumlerine ait
fotograflara Sekil 3'de yer verilmistir.

——
— !! - I I " l
5K548  3K401 5K138

- —-— __ - -
15K316 8K301 KC213 KC13 KC728
Ai _= £ 2 = ‘

| Wy e N

13K301 KC333 10K307 6K502 KC721 )

Sekil 3. B-galaktozidaz aktivitesinin kalitatif belirlenmesine yonelik gergeklestirlen ONPG
test sonucunda pozitif olarak segilen 17 izolatin gorinimleri (Sari renk: pozitif, renk

degisimi olmamasi: negatif)

Figure 3. Views of 17 isolates selected as a positive result of the ONPG test performed for
the qualitative determination of B-galactosidase activity (Yellow color: positive, No color

change: negative result)

Toprak bakterilerinin -galaktozidaz Urettigi galisma
sonuglarina benzer sekilde daha o6nce yapilan ve
literatlre giren calismalarda da gosterilmistir. Fiss ve
Brooks [50] tarafindan kati besiyerinde 25 Nocardia spp.
ve 4 Streptomyces spp.’nin timudnin; 13 Mycobacterium
tiriinden 1 tanesinin ve 40 Rhodococcus turinden de
yine 1 tanesinin B-galaktozidaz pozitif olarak gézlendigi
raporlanmistir.  Yine Sanchez ve Hardisson [51]
Streptomyces violaceus’un; Hildebrandt ve ark. [52]

Antartika bdlgesinden izole edilen Artrobacter sp.
32c’nin; Maity ve ark. [53] Hindistan-Kolkata
bolgesindeki  sigir  ahirlarindan  gelen  toprak

orneklerinden izole edilen 2 toprak bakterisinin B -
galaktozidaz Uretim yetenedine sahip oldugunu
bildirmistir.

Collinge ve ark. [54] tarafindan Streptomyces coelicolor
tarafindan termostabil B-galaktozidaz enzimi Uretilmis ve
ABD’de patentlenmistir. Elde edilen enzimin; 70°C’de
aktif oldugu, maksimum aktivitenin ise 65°C‘de
g6zlendigi belirlenmis ve dislik sicaklik ile yapilan
pastorizasyon proseslerinde (63°C'de 30 dakika)
kullanimi 6nerilmistir. Nakao ve ark. [55] tarafindan da
Saccharopolyspora rectivirgula bakterisinden elde edilen
yuksek  transgalaktozilasyon aktivitesine sahip
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termostabil B-galaktozidazin 70°C’de (1.75 M laktoz
ortaminda, 7.0 pH) 22 saat sonunda %41 verimle GOS
urettigi  raporlanmis  ve  yuksek  sicakliklarda
gergeklestirilen proseslerde laktozdan GOS (retiminde
basariyla kullanilabilecegi 6nerilmigtir.

SONUG

Calismada farkl ve ekstrem kosullara sahip bdlgelerden
izole edilen ve genom verisi bulunan 46 toprak
bakterisinin gida endustrisinde talep goren ve kullanimi
fazla olan transglutaminaz, B-galaktozidaz ve
levansukraz enzimi Uretim yetenekleri biyoinformatik ve

kalitatif yontemlerle arastiriimistir. izolatlarin;
transglutaminaz enzimi Uretim genine timdnun, B-
galaktozidaz Uretim genine 38inin ve levansukraz

Uretim genine 2’sinin sahip oldugu belirlenmistir. Enzim
uretim  yeteneklerinin  kalitatif olarak taranmasi
sonucunda, transglutaminaz enzimi Uretim yetenegine
sahip olan ve diger izolatlara kiyasla daha yogun
kahverengi renk olusumu ve/veya daha hizli gelisen 9
bakteri izolati (16K401, 5K418, 6K502, 7K523, 13K105,
KC603, 16K104, 5K550, 7K534) ile B-galaktozidaz
enzim Uretim yetenegine sahip olan ve diger izolatlara
kiyasla daha yogun sari renk olusturan ve/veya hizli
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gelisen 17 bakteri izolati (5K548, 3K401, 5K138, KC603,
8K307, 6K102, 15K316, 8K301, KC213, KC13, KC728,
13K301, KC333, 10K307, 6K502, KC721, KC606)
potansiyel Uretici olarak segilmistir. Levansukraz enzim
uretim genine sahip olan 2 bakteri izolati (KC721,
KC213) ile ilgili geni tagsimayan diger izolatlardan
hicbirinde kati besiyerinde mukoid yapi olugturma
fenotipi gozlenmemis; levansukraz enzimi dretimi igin
tasarlanan sivi  besiyerinde aktivite varligi da
saptanmamistir. llgili geni igeren izolatlarin levansukraz
Uretmemesi test edilen ortam ve sartlarda ifade
edemedigini dusundirmektedir. Bu durum c¢alismalarda
rastlanilan bir fenomendir.

Potansiyel Uretici olarak segilen transglutaminaz ureticisi
9 ve B-galaktozidaz Ureticisi 17 izolatin, enzim Uretim
miktarlarinin belirlenip, uretilen enzimlerin
karakterizasyonu ile optimum enzim Uretim ortami ve
sartlarinin belirlenerek farkli islem sartlarinda (sicaklik,
tuz vb.) calisabilecek endistriyel enzimlerin vyerli
kaynaklardan verimli olarak Uretilme potansiyelinin
ortaya konulmasinin; ithal olarak karsilanan enzimlerin
yerli olarak dretiminin saglanmasi, disa bagimhhigin
azaltlmasi ve girdi  maliyetlerinin  dusUrulerek
isletmelerinin  karhih@inin  artinlmasi  yoluyla (lke
ekonomisine katki verecegi distnilmektedir.
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