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Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde

edilmektedir. Mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere
gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmalari, istenmeyen yan iirlin olusturmamalari, daha
stabil ve ucuz olmalari, kiiltiir ortaminda kolay ¢ogalmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleri

gibi avantajlar1 vardir.

Proteazlar 6nemli paya sahip bir endiistriyel enzim grubudur. Deterjan endiistrisinde, ilag
endiistrisinde, deri endiistrisinde, et, siit, bira gibi gida endiistrilerinde, boynuz, tiiy, sa¢ gibi
proteinlerin hidrolizinde, x ray filmlerindeki giimiisiin geri kazanilmasinda, tekstilde protein bagl

zincirlerin kaldirilmasinda ve daha bir¢ok endiistri alaninda kullanilmaktadir.

Calismamizda SSF yontemiyle Bacillus licheniformis ‘ten proteaz iiretimi lizerine ¢esitli
parametrelerin etkisi incelendi. SSF besiyeri i¢in piring kabugu, bugday kabugu, piring sapi,
bugday sap1 ve arpa kabugu kati substrat olarak kullanildi. En iyi aktivite piring sapinda elde
edildiginden dolay1 sonraki ¢aligmalarimizda kati substrat olarak piring sap1 kullanildi. Proteaz
icin en iyi inkiibasyon siiresinin 72.saatte oldugu belirlendi. Substratin partikiil biiyiikligliniin
proteaz {iretimi tUzerine etkisini incelemek i¢in yapilan c¢alismada, 1500 pm partikiil

biytlikligiindeki substratta en iyi proteaz iiretimi tespit edildi.

Proteaz aktivitesine pH ve sicakligm etkisi incelendi.Maximum proteaz aktivitesi sirastyla
ph 9.5’ta ve 50 °C’de tespit edildi. Deterjanlarin proteaz iiretimi iizerine etkisini incelemek igin
%1-5 SDS ve Tween 40 kullanildi. Elde edilen biitiin sonuglarin kontrolden daha diisiik oldugu

tespit edildi.



Ekim miktarinin (inokiiliim hacmi) ve nem oranmin(moisture level) enzim iiretimine
etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada, proteaz i¢in uygun ekim miktarmin %25, uygun nem

miktarmin ise %50 oldugu belirlenmistir.

Enzim iiretimi iizerine %1 oraninda farkli azot ve karbon kaynaklarinin etkisi arastirildi.
Proteaz i¢in en iyi azot kaynaginin sirasiyla casamino asit, iire ve amonyum nitrat iken, en iyi

karbon kaynagi ise sukroz, maltoz ve glikozda tespit edilmistir.

Anabhtar sozciikler: Bacillus licheniformis, proteaz, SSF



ABSTRACT

Enzymes that are being used in almost all areas in industry is usually obtained from
microorganizms. Because, enzymes are produced by microorganizms have some advantages
when compared with enzymes produced by plants or animals, they have considerably higher
catalytic activity, they don’t from undesirable by-products, they are more stable and relatively

cheap, and they can be obtained much quantity.

Proteases that are a group of indiistrial enzymes have an important role. Proteases were
used detergent, pharmaceutical, leather, meat, milk, beer indiistries, hydrolysis of proteins such as
horn, feather and hair, recovery of silver from x-ray films. Hydrolisis of the protein bound of the

chain in the textile and used many more indiistries field.

In our study, the effect of various parameters on the protease from the Bacillus
licheniformis with the SSF method was examined. SSF medium; rice husk, wheat bran, rice
stalk, wheat stalk and barley husk were used as solid substrate. The best result was gained with
rice stalk, therefore, rice stalk was used as solid substrate in the following studies. The suitable
incubation time for the obtaining, for the protease has been determined as 72 th hour. The effect
of substrat particle size on the protease production was tested. Maximum protease production was

detected at 1500 um substrat particle size.

The effect of pH and temperature on the protease activity was tested. Maximum protease
activity was detected at pH 9.5 and 50 °C respectivelly. To examine the effect of detergents on
the protease activity, 1-5% SDS and Tween 40 were used. All results obtained were found to be

lower than the control.



In studies done for the effect of planting amount and moisture level on the enzyme
production, for protease has been determine suitable planting amount as %25 and suitable

moiture level as %50.

The effect of different nitrogen and carbon sources in %] ratio on the production of
enzyme was examined. While the best nitrogen sources for protease was detected as
casaminoacid, urea and amonyum nitrate; the best carbon sources for protease was detected as

sucrose, maltose and glucose.

Key words: Bacillus licheniformis, protease, SSF
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1.GIRIS

Biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran, genel olarak protein yapisinda olan
ve  organizmadaki  biyokimyasal  reaksiyonlar1  katalizleyen  biyolojik
makromolekiillere enzim denir. Enzimler biyolojik katalizorler olmalari nedeni ile

diinyamizdaki canlilarin yasamini olasi kilan etmenlerin basinda gelir'.

Enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarini, kataliz mekanizmalarini ve enzimlerin
katalizledigi her tiirlii metabolik ve biyokimyasal reaksiyonlarin neden ve nasil
gergeklestigini inceleyen enzimolojinin baslangici 19.yy’ dan daha onceki tarihlere
dayanir. Enzimlerden giinliik hayatta yararlanma olgusu oldukca eskidir. Insanlar
farkinda olmadan peynir, bira, sarap, yogurt, ekmek, sirke, boza vb. maddelerin
yapiminda enzimlerden yararlanmislardir®. Son yillarda endiistriyel katalizérler
olarak enzimlerin kullaniminda biiyiik bir artis gézlenmistir. Biyoteknolojinin son 50
yildaki gelisimi ile biyolojik katalizorlerin, proseslerin endiistride kullanimi hiz
kazanmustir. Ozelikle son ¢eyrek yiizyilda ¢evre ve insan sagliginin 6n plana ¢ikmasi
ile enzimlerden teknolojide daha iyi yararlanma yollar1 aranmis ve 6nemli basarilar
elde edilmistir. Diinyadaki enzim marketlerinin 2005 yilinda yaklasik degeri 2 milyar
$’a ulastigi tahmin edilmistir'. Enzimler; fizyolojik, analitik ve endiistriyel
uygulamalarindan dolay1 diinyadaki arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Bugiin 3000’
den fazla enzim tanmimlanmis ve bunlarin c¢ogu biyoteknolojik ve endiistriyel
uygulamalar yoluyla bulunmustur. Bu kadar ¢esitte enzime ragmen endiistriyel
talepleri karsilamada enzimlerin yetersiz oldugu goriilmiistiir. Bu yetersizliklerden
dolayr arastirmacilar  ekstremofillerden enzimlerin karakterizasyonunu ve

izolasyonunu yapmaya baslamuslar”.



Enzim teknolojisinin giderek gelismesi {irlinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin
endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan ¢esitli arastirmalar daha da Gnem
kazanmaktadir. Ozellikle son yillarda rekombinant DNA teknolojisinden
yararlanilarak enzim iiretimi biiylik boyutlara ulasmis ve kullanimi giderek
yayginlasmistir’. Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’ unu proteazlar, %28’ ini
karbohidrazlar, %3’ iinii lipazlar ve %10’ unu ise diger enzimler olusturmaktadir.
Proteazlar; c¢amasir deterjanlari, deri, et, siit, ilag, bira fotograf vb. endiistriyel

alanlarda, organik sentezlerde ve atik aritiminda kullamImaktadir®’.

1.1 Proteazlar

Proteazlar, proteinlerin hidrolizini gergeklestiren enzimlerdir. Endiistride
kullanilan enzimlerin %75’ 1 hidrolitik enzimlerdir. Proteazlarda bu %75’ lik kisimda
yer alan ii¢ biiylik gurptan birini olustururlar. Proteazlar, diger bir adi ile proteolitik
enzimler hedeflerindeki proteinlerin peptid baglarin1  hidrolizleyen hidrolitik
enzimlerdir’. Proteazlar, enzimlerin olduk¢a kompleks bir grubunu olustururlar ve
farkli fizikokimyasal ve katalitik 6zelliklere sahiptirler. Proteazlar, enzim siniflar
icerisinde hem fizyolojik hem de ticari alanda biiyiik bir uygulama alanina

sahiptirler®.

Proteazlar pH ‘ya gore asidik, notral ve alkalin olmak iizere ii¢ sinifa
ayrilirlar. Bunlar arasinda alkalin proteazlar biyoteknolojide ve endiistriyel
uygulamalarda en ¢ok tercih edilenidir. Alkalin proteazlar ¢amasir deterjanlarinda,

tekstil, gida islemlerinde, ila¢ kimyasinda, deri, kagit, kagit hamuru enddistrisi, siit



endiistrisi, organik sentez islemleri ve atik su islemlerinde genis bir uygulama
alanina sahiptirler. Alkalin proteazlar Oncelikle deterjan katki maddesi olarak
kullanilirlar ve toplam proteaz satisinin %89’ unu ve diinya genelindeki toplam
satilan endiistriyel enzimlerin %60’ 11 karsilamaktadir. Bu nedenle ticari ilgiden
dolay1 endiistriyel olarak uygun proteazlari iireten mikroorganizmalar ¢ok cesitli
habitatlardan arastiricilar tarafindan calisilmistir. Proteazlarin endiistriyel alanda
kullanimindan itibaren 6zellikle alkalen proteazlarin gelecek yillarda biiyiik gelisme

gostermeleri beklenmektedir .

Enzimlerin biiyiikk cogunlugu disiik sicaklikta ve dar bir pH araliinda
caligmaktadir. Bu durum da endiistriyel talebi karsilayabilecek nitelikte yeni
enzimlerin ve bu enzimleri iiretebilecek yeni mikroorganizmalarin bulunmasini
tesvik etmektedir. Son yillarda alkalofilik mikroorganizmalar iizerinde caligsmalar
yogunlagmistir. Alkalofilik mikroorganizmalar dogada; sodali gollerde, alkalin
memba sularinda, ¢6l topraklarinda ve ¢Oziinmiis proteinleri i¢eren topraklarda
mevcutturlar. Alkalofil mikroorganizmalar bu alanlardan izole edildikten sonra

alkalin proteaz iiretiminde kullanilabilirler®.

Alkalin proteazlar; bakteri, kiif ve mayalardan izole edilse de alkalofilik
Bacillus biyoteknolojide en fazla kullanilan mikroorganizmadir. Nedeni ise ¢esitli
ortamlardan izolasyonu kolaydir®. Mikroorganizmalardan elde edilen proteolitik
enzimler diinya c¢apinda deterjan endiistrisinde en fazla kullanilan enzimlerdir. Son
30 yilda deterjanlardaki proteazlarin onemi kiiciik katki maddesinden anahtar
bilesenlere degismistir. Iyi bir deterjan enziminin o&zelligi oksitleme ajan1 ve
agarticilarla beraber stabilitesini de koruyabilmesidir. Ticari olarak kullanilan

enzimlerin blyiik bir kismi1 agartma—oksitleme ajanlarinin varliginda stabilitesini



koruyamamaktadir. Bu nedenle enzim tabanli deterjanlarin daha iyi stabiliteye sahip

olmast i¢in rekombinant DNA teknolojisi kullanilmaktadir’.

Peptid bad

:|:—z \

Sekil 1. 1.Proteazlarin hidroliz reaksiyonunun mekanizmasi’
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Mikrobiyal Enzimler

Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler genellikle bakteri ve
mantarlardan elde edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin
bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek
olmalari, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, kiiltiir
ortaminda kolay {liretilmeleri, enzim olusumunun kolay kontrol edilebilmesi, fazla
miktarda elde edilebilmeleridir. Bu mikroorganizmalar yalnizca enzim iiretme
yeteneklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamasina gore de
sec¢ilmistir. Bugiin endiistride kullanilan bir¢ok enzim mikrobiyal kdkenli oldugu i¢in
endiistriyel enzimlerin kullaniminda, mikroorganizma kullammi artmistir'. Ticari
oneme sahip olan enzimlerin c¢ogu hidrolazlar seklinde tanimlanmakta olup
mikrobiyal kokenlidir. Bu enzimlerin ¢ogu ekstraselliiler olarak bulunur ve yiiksek
molekiil agirliga sahip substratlara etki ederler. Ekstraselliiler enzimler, besiyeri ve

hiicre duvarinin dist ile baglant1 halinde olan enzimlerdir”.

Ekstremofilik mikroorganizmalar; ¢ok yiiksek ve cok diisiik sicakliklarda,
cok yiiksek ve c¢ok diisiik pH degerlerinde (pH 10-12, pH 1-4) veya ¢ok yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda (%5-30) yasamak icin adapte olmuslardir. Bu sekilde farkli
ekolojik kosullarda yasayan mikroorganizmalar termofilik, alkalofilik, asidofilik ve
halofilik bakteriler seklinde siniflandirilmistir. Buralarda yasayan termoasidofilik ve
alkalifolik bakterilerden elde edilen enzimler ekstrem pH ve sicaklik kosullarina

dayanikl1 oldugu i¢in endiistriyel alanda yogun olarak kullanilmaya baglanmistir'.



2.2. Alkalen Proteazlar

Gilinlimiizde endiistriyel enzimlerin %60° 11 proteazlar olusturmaktadir ve bu
enzimlerin arasinda en ¢ok pazar paymna sahip olanlar da alkalen proteazlardir.
Alkalen proteazlar yliksek pH degerlerinde aktivite gosterebilen enzimlerdir. Bu

nedenle deterjan sanayisinde énemli bir pazar pay: bulunmaktadir’.

Enzimlerin biliylik ¢ogunlugu diisiik sicaklikta ve dar bir pH araliginda
caligmaktadir. Bu durum da endiistriyel talebi karsilayabilecek nitelikte yeni
enzimlerin ve bu enzimleri {iretebilecek yeni mikroorganizmalarin bulunmasini
tesvik etmektedir. Son yillarda alkalofilik mikroorganizmalar {izerinde ¢aligsmalar
yogunlasmistir. Alkalofilik mikroorganizmalar dogada; sodali gollerde, alkalin
memba sularinda, ¢6l topraklarinda ve ¢oziinmiis proteinleri igeren topraklarda
mevcutturlar.  Alkalofil mikroorganizmalar bu alanlardan izole edildikten sonra
alkalin proteaz enzimi liretiminde kullanilabilirler. Alkalin proteazlar; bakteri, kiif
ve mayalardan izole edilse de alkalifilik bacillus biyoteknolojide en fazla kullanilan

mikroorganizmadir. Nedeni ise ¢esitli ortamlardan izolasyonu kolaydir”.

2.3. Proteazlarin simflandirilmasi

2.3.1. Kaynagina gore proteazlar

2.3.1.1. Bitkisel proteazlar: Papain, bromelain ve fisin’ dir.

2.3.1.2. Hayvansal proteazlar: Tripsin, kimotripsin, pepsin ve renin’ dir

2.3.1.3. Mikrobiyal proteazlar: Bakteriyel ve fungal kdkenli proteazlardir.



2.3.2. Aktif bolgedeki fonksiyonel gruplarina gore proteazlar

2.3.2.1. Serin proteazlar: Aktif merkezlerinde aspartik asit, serin, histidin
amino asitlerinden olusan Uglii katalitik yapilar ile karakterize edilirler. Bu yap1

icinde serin, substrat ile kovalent bag olusturan oldukga reaktif bir amino asittir.

2.3.2.2. Sistein proteazlar: Aktif merkezlerinde sistein, histidin ve aspartik

asit bulunmaktadir. Sistein substrat ile kompleks olusturulmasinda etkili olmaktadir.

2.3.2.3. Aspartat proteazlar: Katalitik bolgelerinde iki aspartik asit artigi

bulunmaktadir.

2.3.2.4. Metalo proteazlar: Metalo proteazlar aktiviteleri i¢in divalent
katyonlara gerek duyan enzimlerdir. Metalo proteazlarin yapisinda katyon olarak
genellikle Zn™ (¢inko +2 iyonu) bulunmaktadir ve EDTA gibi selat yapici ajanlar

tarafindan inhibe edilen enzimlerdir.

2.3.3. Katalitik bolgedeki islevlerine gore proteazlar

2.3.3.1. Ekzopeptidazlar: Substratin amino ya da karboksi ucuna yakin

peptid bagini ayirirlar.
Ekzopeptidazlar 2 ye ayrilirlar.

2.3.3.1.1. Aminopeptidazlar: Polipeptid zincirinin serbest bir N ucunda

islevseldir ve tek bir amino asit ya da dipeptidi ayirirlar.

2.3.3.1.2. Karboksipeptidaz: Polipeptid zincirinin C ucunda iglevseldir ve

tek bir aminoasit ya da bir dipeptidi ayirirlar.



2.3.3.2. Endopeptidazlar: Ekzopeptidazlarin aksine amino veya karboksil
uclarda bulunan peptit baglar1 yerine i¢ kisimlarda bulunan peptit baglarini hidroliz

ederler™®.

2.3.4. pH stabilitesine gore proteazlar
2.3.4.1. Asidik proteazlar
2.3.4.2. Notral proteazlar

2.3.4.3. Alkalin proteazlar®®.
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Bovi ne trsin

Sekil 2.1.Tripsinin ii¢ boyutlu konformasyonel yapisi®

Sekil 2.2. Kimotripsinin aktif bolge rezidiileri®
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2.4. Proteaz Ureten Mikroorganizmalar
2.4.1. Proteaz iireten mayalar ve kiifler
Aspergillus flavus

Aspergillus melleu

Aspergillus niger

Chrysosporium keratinophylum

Fusarium graminarium

Penisillium griseofulvin

Scedosporium apiosermum

2.4.2. Proteaz iireten bakteriler
Bacillus licheniformis

Bacillus firmus

Bacillus alcalophilus

Bacillus amyloliquefaciens
Bacillus proteolyticus

Bacillus subtilis

Bacillus thuringiensis
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Bu mikroorganizmalardan elde elden alkalin proteazlar genis pH ve sicaklik
araliklarinda kararli olduklarindan bir¢cok biyoteknoloji ve endiistriyel alanda
kullanilmaktadir. Ayrica Bacillus tiirleri post eksponansiyal ve durgunluk fazlarinda

da ekstraselliiler proteazlar iiretebilmektedir’.

Tablo 2.1. Mikrobiyal Enzimlerin Y1llik Kullanim Degerleri'

Enzim Pazar Pay1 (%)

Alkalen Proteazlar 25
Diger Proteazlar 21
Amilaz 18
Reninler 10
Analitik Enzimler 10
Karbohidrazlar 10
Lipaz 3

Tripsin 3

2.5.Kat1 Faz Fermantasyonu (SSF, Solid-State Fermentation)

SSF, suyun olmadigi veya az oldugu, c¢oziinmeyen kat1 substratlarin
bulundugu ortamda mikroorganizmalarin dogal ortamlarma benzer biiylime
gostermelerini  saglar. Arastirmacilar; endiistriyel uygulamalarda enzimlerin

kullanimi giderek arti§1 icin enzim iretiminde yeni yOntemlerin arayigina
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girmislerdir. SSF islemlerinde genelde kati atiklar, zirai-endiistriyel substratlar
kullanilmaktadir. Bu amagla; portakal kabugu, misir kocani, seker kamis1 kabugu,
piring kabugu, piring sapi, bugday kepegi, bugday unu, mercimek kabugu, muz
kabugu, soya unu gibi kati substratlar kullanilmaktadir. Bu kati1 substratlar
kullanilarak SSF yontemiyle amilaz ve proteaz {iretimi SmF’e (Submerged

Fermantation) gore daha fazla iiriin elde etmek miimkiindiir®°.

SSF teknigiyle; yiyecekler, enzimler, organik asit ve tatlandirici igeren diger
ekstraselliiler metabolitler elde edilmektedir. SSF ile antibiyotik iiretimi {lizerine
yapilan caligmalarda Rifamycin B iiretimi i¢in en uygun kati substratin bugday

kepegi oldugu goriilmiistiir® °.

Mikrobiyal ekzoenzimlerin iiretiminde SSF SmF’e gore bir¢ok avantaja
sahiptir. Bunlarin bazilari; tarimsal atiklarin degerlendirilmesi, minimum oranda
suya ihtiya¢ duyma, yapilisinin daha kolay olmasi, daha yiiksek oranda verim, diisiik
maliyetli olma, mikroorganizmalar i¢in dogal ortamlarina benzemesi ve daha az
enerji kullanimi gibi avantajlar1 sayabiliriz. SSF ayrica tarimsal ve yiyecek
endiistrisinde kullanilan kolay elde edilebilir substratlara sahip olmasi, maliyetinin
diisiik olmasina ve substrata ulagsmayi kolaylagtirmaktadir. Bu ucuz tarimsal ve
endiistriyel kaynaklar kullanilarak mikrobiyal enzimler ve c¢esitli kimyasal iiriinler

elde edilmektedir'’.

SSF’in  amaci suda c¢oOziinmeyen substratlarin  bulundugu ortamda
fermentasyonu bagsarmaktir. SmF’e oranla daha fazla avantaja sahip olmasina ragmen
baz1 dezavantajlart da bulunmaktadir. Bunlar SSF’ in daha yavas isleyen bir siireg

olmasi, suyun az olmasindan dolayr optimum kosullarin se¢iminin zorlugu yani pH,
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sicaklik, nem, besin miktar1 gibi parametrelerin kontrol giicliigi ve saf olmayan

maddelerin iiretimi sayilabilir’.

Son yillarda bu yontemle yapilan arastirmalarda ¢esitli yiyecekler, tipta tedavi
amaglhi kullanilan antibiyotikler, cesitli biyoteknolojik ve endiistriyel alanda
kullanilan enzimler, c¢esitli tatlandiricilar ve biyolojik aktiviteye sahip sekonder
metabolitler elde edilmistir. Biyoteknolojide alkalin proteaz daha ¢ok SmF ile
tiretilir. SSF ile alkalin proteaz {iretimi daha az su istegi ve substrat olarak zirai-
endiistriyel kati atiklarin kullanimindan dolayr maliyeti azalttig1 icin SmF’ e kiyasla

. 9,11,12
daha ekonomik ve ¢evre dostudur " 7.

2.6. Proteazlarin Endiistride Kullanim Alanlar:

Proteazlar, protein molekiiliindeki peptid baglarini hidrolizleyen, endiistriyel
enzim gruplarindan en genis kullamm alanina sahip enzimlerdir. Ozellikle
endiistriyel, biyoteknolojik, tibbi ve temel arastirma alanlarinda bu enzimlerin
kullanimi giderek artmaktadir™ ®. Alkali proteazlar endiistride 6zellikle deterjanlarin
bilesiminde, deri islemlerinde, fotograf filmleri {izerindeki glimiisiin yeniden
eldesinde, ilag sektoriinde, gida islemlerinde, organik atiklar ve geri doniisiim gibi
alanlarda kullanilmaktadir. Gida sanayinde genellikle bitkisel ve fungal kaynakli
proteazlar kullanilmakta iken bakteriyel kaynakli proteazlar genis ¢apta gida
icermeyen proseslerde, mesela tekstil sanayinde hasillamada, fotograf filmleri
tizerindeki giimiislin geri kazanilmasinda kullanilmaktadir. Papain ve diger bitkisel
kaynakli proteazlarin etin yumusatilmasi, biranin sogukta bulanmasinin énlenmesi ve

protein hidrolizatlarinin iiretilmesi gibi uygulama alanlar1 vardir. Fungal kaynakli
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proteazlar 6zellikle unlu mamullerin sanayinde bugday proteini olan gluteni modifiye
etmek ic¢in kullanilirken nadiren etin yumusatilmasinda ve protein hirolizatlarinin
eldesinde kullanilmaktadir. Tripsin, genellikle protein hidrolizatlarinin eldesinde
kullanilirken, renin ise peynir yapiminda kazeinin c¢oOktiiriilmesinde kullanilir.
Bakteriyel kaynakli proteazlar gida proseslerinde yaygin bir kullanim alanina sahip
olmamakla birlikte sucuk, sosis ve peynir gibi iirlinlerin olgunlastirilmasinda, nadiren

birada protein hidrolizatlarinin olusumunda ve yem iiretiminde kullaniimaktadir'.

2.6.1. Deterjan Endiistrisinde Proteazlarin Kullanim

Ik olarak 1914 yilinda bu enzimler deterjanda katki maddesi olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bugiin bu enzimlerin toplam satisinin %89’u deterjanlarin
bilesiminde kullanilmaktadir. Alkalin proteazlarin deterjan sanayisinde oldukca fazla
kullanmalarinin sebebi yliksek sicaklik, alkalin pH, surfaktanlar veya oksitleyici
ajanlar varhiginda yiiksek stabilite ve aktivite gostermelerinden dolayidir. Ideal
deterjan enzimi yiiksek pH’ da ve 65 °C sicakliklarda ¢aligmali ve deterjanin daha
kisa slirede bozulmasina neden olan oksitlenmeye karst dayanikli olmalidir. Bu
baglamda deterjan sanayinde kullanilan proteazlar her tiirli ¢camasir ve bulasik
deterjanlarinda kullanilmakta; islevleri kan, siit, yumurta gibi protein icerikli
lekelerin azaltilmasini saglamaktir. Bu enzimlerin deterjanlara ilavesiyle daha iyi
temizleme performansi gostermeleri ve diisilk maliyete yol agmalari, proteazlarin
deterjan endiistrisinde kullanimini yayginlagtirmistir. Deterjan katki maddesi olarak

kullanilan proteazlar gogunlukla Bacillus proteazlaridir'-© .
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2.6.2. Tekstil Sanayinde Proteazlarin Kullanimi

Ham ipek, sericin adi verilen mumsu ve mat bir protein kilifi ile sarilidir.
Tipik ipek parlakliginin ve yumusakliginin ortaya ¢ikabilmesi i¢in sericinin agartma
ad1 verilen iglemle ¢oziilmesi gerekmektedir. Bu operasyon geleneksel olarak ipek
cilelerini sabunlu ve sodali suda kaynatarak yapilmaktadir ve kayiplara neden
olmaktadir. Alkalin proteaz enzimi non-iyonik bir 1sitictyla pH 8.0 civarinda 50-55
°C’de kullanilarak 1-2 saat ekonomik bir sekilde agartma islemi yapilabilir. Bu

sekilde ipek kalitesi yiikseldigi gibi kayiplar da en aza indirilebilir".

2.6.3. Unlu Mamullerde Proteazlarin Kullanimi

Enzimlerin unlu mamullerin sanayiinde genis bir uygulama alani vardir.
Ekmek yapim agsamasinda, hamurun ekmek yapimina uygunlugunun artirilmasinda,
fermantasyon ve yogurma siirelerinin kisaltilmasinda ve ekmege bazi lezzet
maddelerinin  kazandirilmasinda  proteazla  birlikte alfa  amilazdan da

yararlanilmaktadir'®.

Proteazlar, bugday unundaki gluteni hidrolize etmekte ve boylece de hamurun
vizkozitesindeki diisiisle birlikte, hamur vizikoelastik bir 6zellik kazanmaktadir. Bu
durum, hamurun yogrulma karakteristiklerini (yogurma ve sekil verme kolaylig1 ve
yogurma siiresinin azalmasi) iyilestirir, enerji tasarrufunu saglar ve ekmek kalitesini
artirir. Ancak unda c¢ok miktarda proteaz bulunmasi, hamurun asir1 derecede
yumusamasina ve islem yapilamayacak derecede yapiskan bir hal almasina neden

olabilir. Bu nedenle siine zararlisina maruz kalmis bugdaylardan elde edilen una
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ayrica katki seklinde proteaz eklenmesi dogru degildir. Biskiivi ve kraker yapiminda
diisiik gluten igeren unlar tercih edilmekte, bunun yeterli olmadigi durumlarda

proteaz tipi enzimlerle bu ihtiyag giderilmektedir'* .

2.6.4. Et ve Balik Sanayinde Kullanilan Proteazlar

Et endiistrisinde papain, fisin ve bromelain gibi bitkisel proteazlar ile fungal
proteazlardan et yumusatma (tenderizasyon) amaciyla yararlanilmaktadir. Bu
proteolitik enzimler etteki elastin ve kollajeni kismi hidrolize ugratarak etin
yumusamasina neden olurlar. Bu etki 6zellikle kas fibrillerini tutan sarkolemma ve
benzeri kas doku bolgelerinde olmaktadir. Kas fibrillerindeki asir1 proteolitik
parcalanma, etin lapalasma seklinde istenmeyen bir degisiklige ugramasina neden
olur. Etin rigor mortis (6liim sertligi) fazindaki sertliginden uzaklasarak daha fazla
yumusamast ise, ette dogal olarak bulunan ve Ca™ tarafindan akive edilen proteazlar

ile katepsinler tarafindan gerceklesir'.

Et ve balik {iriinleri elde edilirken bazi enzimlerden 6zellikle bitkisel kokenli
proteazlardan yararlanilmaktadir. Et kalitesini artirmak i¢in g¢esitli proteaz
preparatlar1 kullanilabildigi gibi bazen et bilesiminde bulunan enzimleri aktive edici
maddelerle de ayn1 amaca ulasilabilmektedir. Et ve balik isleme sanayinde bunlardan
baska balik protein hidrolizatlarinin elde edilmesinde, bazi1 kabuklu deniz
hayvanlariin etlerinden ayrilmasinda ve kabuklarin agilmasinda proteolitik enzimler
kullanilmaktadir. Proteince zengin bazi sebze ve meyvelerden Ornegin soyadan

yapay et elde edilmesinde de proteazlardan yararlanilmaktadir'.
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2.6.5. Alkol ve Bira Uretiminde Proteazlarin Kullanimi

Bira teknolojoisinde iiretim siirecini kisaltmak, yatirim ve is¢ilik giderlerini
en az diizeye indirmek i¢in bu dalda enzim kullanimmin esas amacini
olusturmaktadir. Bu amagla en ¢ok alfa amilaz ve proteazlardan yararlanilmaktadir.'?
Proteazlardan biracilikta biyolojik olmayan bulanikligi engellemek amaciyla da
yaralanilmaktadir. Birada biyolojik ve biyolojik olmayan iki tip bulanikliga
rastlanmaktadir. Biyolojik bulanikligin nedeni mikroorganizmalardir. Biyolojik
olmayan bulaniklik ise, biradaki protein ve taninin gozle goriilebilir partikiiller

halinde kompleksler olusturmasindan kaynaklanmaktadir'.

2.6.6. Siit Teknolojisinde Alkali Proteazlar

Siit ve mamiilleri sanayii en fazla enzim kullanilan gida sanayi dallarindan
birisidir. Siitten peynir ve benzeri bazi iirlinlerin enzimler yoluyla elde edilebildigi
M.O. 5000 yillarindan beri bilinmektedir. Peynir eldesinde siit proteinlerinin
¢oktiiriilmesi i¢in renin veya kimozin olarak adlandirilan proteaz kullanilmaktadir.
Bu enzim siit danalarinin midesinin 4. boliimiinde bulunmaktadir. Renin siit
danalarindan tuzlu su ekstraksiyonu ile elde edilmektedir. Ozellikle siit danalarindan
elde edilen renin, miktar yetersizligi ve ekstraksiyon zorluklari nedeniyle pek
kullanilamamaktadir. Bu konuda yapilan arastirmalar sonucu bakteriyel kokenli
renin elde edilmis ve 1985 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir. Laktik asit
bakterileri, siit teknolojisinde peynir ve siit lirlinlerinin yapiminda ¢ok 6nemli bir
mikroorganizma grubunu olusturur. Bu bakteriler siitte bulunan kazeinin peptit

baglarin1 kirarak kazeinin pihtilagmasini ve buna bagli olarak peynirin olusumunu
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saglarlar. Laktik asit bakterileri, peynir {iretiminde siitiin asetilenmesi ile peynirin
olgunlagmasinda islevseldir ve 6zgiin lezzetin olusumuna da katkida bulunurlar.
Bakterilerin bu iki islevi i¢in proteolitik aktivite temeldir. Peynir endistrisindeki
onemleri nedeni ile son yillarda fermentasyon bakterileri lizerine yapilan ¢alismalar
giderek artmistir. Laktik asit bakterileri bagka besinlerin fermentasyonu ve
fermentasyon i¢in uygun ortamin olusturulmasinda da kullanilmaktadir. Proteazlar
ayrica gida sektoriinde bebek mamasi, diyet iriinleri, meyve suyu v.b. iiriinlerin

iiretilmesinde kullanilmaktadir® > 12,

2.6.7. Atik Aritimi ve Doniisiimiinde Proteazlarin Kullanimi

Boynuz, tiiy, tirnak ve sa¢ gibi lifsel proteinler dogada atik olarak oldukga
bol miktarda bulunurlar. Bu atiklar bazi mikroorganizmalardan elde edilen
proteazlarla kullanilabilir hale doéniistiiriilebilir veya yok edilebilirler. Proteazlarin
proteolitik aktivitesi ile protein igerikli bu atiklarin parcalanarak giderimi
saglanmaktadir. Bu etkileri ile proteazlar son zamanlarda atik yonetiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kiimes atiklarinin diizenlenmesi proteazlarin kullanim

alanlar arasindadir ve bu yolla atiklar ve tiiy birikintileri giderilebilmektedir.

Alkalen proteazlar fotograf¢ilik sektdriinde de kullanilmaktadir. Fotograf
filmleri iizerinde 6nemli miktarda giimiis bulunmaktadir. Filmlerin yakilmasi ile
yiizeyindeki glimiis geri kazanilmakta ancak bu yontemle ¢evre kirliliginin artmasina
yol agilmaktadir. Bu islemde proteazlarin kullanilmasi, glimiisiin geri doniisiimii i¢in
cevre dostu bir yontem olarak goriilmektedir. Filmler {izerindeki jelatinin enzim

tarafindan pargalanmasi ile iizerinde bulunan giimiis kolayca geri kazanilmakta,
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proteazlar film sektoriinde de giderek 6nemli bir yer edinmektedir’°.

2.6.8. Deri Endiistrisinde Kullanilan Proteazlar

Eskiden dericilikte proteaz olarak pankreatik tripsin kullanilmaktaydi.
Giliniimiizde ise bakteriyel kokenli proteazlar tripsinin yerine kullanilmaktadir. Bu
enzimlerle tabakalama islemleri sirasinda islatma, kil dokme ve sama islemi gibi
uygulamalar yapilmaktadir. Deri endiistrisinde enzim kullanimi ile hayvan derilerinin
daha diizgiin bir yiizeye sahip olmasini saglamaktadir. Bu siire¢, geleneksel olarak
kullanilan, derilerin kire¢ ve sodyum siilfit ile islenmesinin yerini almaktadir. Ayrica
kimyasallarin kullanildig1 klasik yontem pahali ve ¢evreye zararli oldugundan,
giinimiizde deri sanayinde enzimlerin kullanilmasi1 tercih edilmektedir. Deri
islenmesinin ¢esitli basamaklarinda kullanilan alkali proteazlar daha kaliteli deri
iiretimine olanak saglamaktadir. Bu uygulamada, deride istenilmeyen pigmentlerin
yok edilmesi, deri yiizeyinden killarin ve tliylerin uzaklastirilmasi ve daha diizgiin,

kullanisli bir deri yiizeyinin elde edilmesi saglanmaktadir' .
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Tablo 2.2. Alkalen Proteazlarin Ticari Ureticileri’

Ureticileri

Mikroorganizma Ticari isimler
Bacillus licheniformis Alcalase
Alcalofilic Bacillus sp. Savinase, Esperase
Alcalofilic Bacillus sp. Maxacal, Maxatas
Alcalofilic Bacillus sp. Opticleas, Optimase
Alcalofilik Bacillus sp. Proleather

Protein Engineered Variant Durazym
Aspergillus sp. Protease P

Protein Engineered Variant Of

Maxapem
Alkalofilic Bacillus sp.
Genetic Engineered Donor-
B.lentus Expressed in Bacillus Purafect

sp.

Novo Nordisk, Danimarka

Novo Nordisk, Danimarka

Gist-Brocades, Hollanda

Solvey Enzymes, GmbH, Almanya

Amano Pharmaceuticals Itd, Japonya

Novo Nordisk of Sevinase,

Danimarka

Amano Pharmaceuticals Itd, Japonya

Solvey Enzymes, GmbH, Almanya

Genenencor International, ABD
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Yiyecek ve
Migasta

Sekil 2.3. Endiistriyel Enzimlerin Diinya Pazarindaki Sektorlere Gore Yiizde

Dagilimi™
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2.7. Onceki Calismalar

Pandey ve ark.'® (1998) Tuzlu ve alkali topraklardan izole edilen 52
alkalofilik bakteriyel susu alkalin proteaz iiretmeleri igin siit-agar besi yerinde
tirettiler. Topraktan izole edilen 52 sustan sadece 15 susun alkalin proteaz lietimini
gerceklestirdigi gozlenmistir. Burada %1 karbon kaynagi olarak sukroz, fruktoz,
mannitol, glukoz, maltoz, nisasta ve laktoz kullanilmis, %1 azot kaynagi olarak,
NH4NOs;, (NH),SO4, NaNO;, NH4H,PO4, NH4Cl, pepton, kazein ve maya
ekstrakti kullanilmigtir. Maximum enzim aktivitesi, %1 glikoz, %1 amonyum kloriir
kullanmiglar.Maksimum enzim aktivitesi pH 10.5, sicaklik 40 °C ve 20 saatlik

inkiibasyonda elde edilmistir.

Park ve ark.'” (2003) Alkalofilik Bacillus sp. 103 bakterisinden ekstraselliiler
alkalin proteaz Tlretiminde maksimum enzim aktivitesi elde etmek igin
mikroorganizmaytr %2 soya, %1 kazein, %1 bugday unu , %0.5 K,HPO, , %0.5
sodyum sitrat, %0.01 MgSO,4 ve %0.4 sodyum karbonat; 37 °C, 250 rpm ‘de 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Enzim pH 5.5-12 arasinda aktivite gosterirken
optimum aktivite pH 10’da elde edilmistir. Optimum sicaklik ise 50 °C’de

gozlenmistir.

Banerjee ve ark.'® (2004) Topraktan izole edilen Beauveria feline’ da soya
protenini hidrolizleyen alkalin proteaz aktivitesini, alkalin proteaz iireticisi olarak
bilinen Aspergillus oryzae NCIM 649 ile karsilastirmislardir. SSF ortaminda alkalin

proteaza etki eden parametreleri incelemisler ve Beauveria feline’ da bugday unu
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kullanarak 7 giin boyunca inkiibasyona birakilan ortamda maksimum enzim
aktivitesi 20.000 U/g olarak tespit edilmistir. Baslangi¢c nem orani1 %120 ve optimum
pH 7.0 tespit edilmistir. Aspergillus oryzae NCIM 649°un, Beauveria feline’ ya

oranla iki kat daha fazla alkalin proteaz lirettigi tespit etmislerdir.

Basheer ve ark.’ (2006) Engyodontium album BTMFS, deniz tortularindan
izole edilmis ve maksimum ekstraselliiler proteaz iiretimini pH 11°de tespit
etmiglerdir. Partikiil bliylikliigii 425 pm ‘den kiiciik, baslangi¢c nem icerigi %60 ile
SSF yontemiyle bugday kepegi kat1 substrat olarak kullanilmis ve proteaz iiretimi
icin 25 °C 120 saat inkiibasyona birakilmistir. Karbon kaynagi olarak sukroz,
inorganik azot kaynagi amonyum hidrojen karbonat ilavesi ve aminoasitlerden 16sin
kullanildiginda enzim iiretimini artirmistir. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi
sicaklik ise 60 °C dir. Enzimin yiiksek pH ve sicaklikta maksimum aktivite

goetermesi deterjan endiistrisinde kullanilabilirligini gostrmektedir.

Uyar ve ark.'” (2003) Bacillus sp. kullanarak SSF teknigi ile mercimek
kabugu ve bugday kepeginin bulundugu ortamda alkalin proteaz aktivitesi
incelemislerdir. Bugday kepeginin kat1 subsrat olarak kullanildig1 SSF besiyerinde en
yiilksek enzim aktivitesini belirlemislerdir. Maksimum aktivite 429.041 U/g ve
168.640 U/g olarak bugday kepeginin ve mercimek kabugunun substrat olarak
kullanildig1 ortamda %40’ lik baslangi¢c nem igerigi ve pH 10 ‘da inkiibasyonun

24 saatinde elde edilmistir. Inokiiliim hacmi olarak %20 rapor edilmistir.
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Prakasham ve ark.' (2005) Alkalofilik Bacillus sp. yi kullanarak SSF
yontemiyle alkalin proteaz iiretimini gerceklestirmisler. Kullandiklar1 kati atiklar
arasinda en iyi aktiviteyi yesil gram kabugunda elde etimislerdir. %1.5 maltoz ve %2
maya ekstrakti kullandiklarinda optimum enzim iiretimi kontrole gore %371 daha
fazla verim elde edilmistir. Glukoz enzim iiretimini baskilamamis fakat kullanilan
inorganik azot kaynaklari ise enzim iiretimi iizerine negatif etki birakmislardir.
Maksimum enzim {iiretiminde optimum pH 9.0, nem igerigi %140, inokiiliim orani

%?3 ve inkiibasyon siiresi 60.saat olarak belirlenmistir.

Singh ve ark."” (2005) SSF yontemiyle alkalofilik aktinomisetes iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada glukoz, pepton, maya ekstrakti, KH,PO, ve amino asitlerden
tirozin, triptofan, lisin ve arginin farkli konsantrasyonlarda kullanarak alkalin proteaz
tiretimi iizerindeki etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada kati substrat olarak molas,
bugday unu ve bugday kepegine %0-2 oraninda bu kaynaklar ilave edilerek 37 °C’ de
32 saatlik inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyondan sonra glukozun %0.5 ile %1’ de
enzim aktivitesini olumlu etkiledigi, %2 ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
aktiviteyi olumsuz etkiledigi gortilmiistiir. KH,PO4’te ise %1.5 konsantrasyonunda
enzim aktivitesini artirdifit %2 ve daha yiiksek konsantrasyonlarda aktiviteyi
baskiladig1 gozlemislerdir. Pepton ve maya ekstraktinda ise sirasiyla %0.5 ve %1
konsantrasyonlarinda aktiviteyi olumlu etkilerken  bunun disindaki
konsantrasyonlarda enzim aktivitesini azalttigi goriilmiistiir. Kullanilan amino

asitlerden, tirozin enzim aktivitesi lizerinde herhangi bir etkide bulunmamastir. Lizin
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ise %1’ lik konsantrasyonda aktiviteyi artirirken bunun disindaki konsantrasyonlarda
aktiviteyi olumsuz etkiledigi gozlemislerdir. Arginin ve triptofan %]1°lik
konsantrasyonlarda maksimum enzim iiretimine yol agarlarken %2’ den daha yiiksek

konsantrasyonlarda aktiviteyi baskiladigini ileri siirmiislerdir.

Sarnaik ve ark. (2002) Hindistan’daki alkalin Lonar Goli’ niin
tortularindan izole edilen Arthrobacter ramosus ve Bacillus alcalofilus
bakterilerinden alkalin proteaz iiretmeye c¢alismislardir. Karbon ve azot kaynagi
olarak yalnmizca soya kiispesi kullanilmistir. Her iki organizmada da maksimum
proteaz aktivitesi %1 lik baslangi¢ substrat konsantrasyonunda ve 30 °C ¢alkalamali
inkiibatérde elde edilmistir. Enzim ticari deterjanlarin varliginda 65 °C ve pH 12°de
maksimum aktivite gostermistir. Bu enzim aymi zamanda pamuk bezlerdeki kan
lekelerini temizlediginden dolayi ticari deterjan bilesimi i¢in de uygun oldugu rapor

edilmistir.

Bahceci.”’ (2004) Tuz GOl’ nden izole edilen bakterilerin endiistriyel
oneme sahip ksilanaz, seliilaz, alfa amilaz ve proteaz {iretip iiretmediklerini
belirlemek amaciyla ¢aligmalar yapmislardir. Elde edilen izolatlardan birinin Bacillus
pumilis, iki izolatin Bacillus subtilis ve geriye kalanlarin Bacillus licheniformis
oldugunu tespit etmislerdir. Bu izolatlarin 6nemli 6l¢iide amilaz ve proteaz iirettigi
belirlenmistir. Enzimlerin optimum aktivite sicakliklari 60-80 °C ve optimum pH
7.0-8.0 olarak belirlenmigtir. Amilazin 80 °C ve pH 9.0” a kadar stabilite gosterdigi

tespit edilmistir. Proteazin optimum aktivite sicakliklari 50-60 °C ve optimum pH
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7.0-7.4 olarak belirlenmistir. Proteazin 80 °C pH 9.0’ a kadar stabilite gosterdigi

belirlenmistir.

Mahanta ve ark.?! (2008) yaptiklar1 calismada yag: alinmus Jatropha tohum
kiispesinin  SSF’te enzim {retimi ic¢in substrat olarak kullanilabilecegini
belirlemislerdir. Arastirmacilar daha 6nce kendileri tarafindan rapor edilen ¢oziicii
tolerant Pseudomonas aeruginosa PseA soyunu fermantasyon i¢in kullanmislardir.
Bu tohum kiispesinin bakteriyel gelisimi ve enzim firetimini iyi bir sekilde
destekledigini goérmiislerdir (Proteaz 1818 U/g ve lipaz 625 U/g). Arastirmacilar
maksimum proteaz ve lipaz aktivitesini %50 substrat nemliliginde ve 72-120. saat
gelis periyotlarinda pH 6.0-7.0° da tespit etmislerdir. Karbon kaynagi olarak maltoz
ile zenginlestirmenin proteaz ve lipaz iiretimini sirasiyla, 6.3 ve 1.6 kat artirdigin
tespit etmislerdir. Proteaz iiretimi i¢in azot kaynagi olarak pepton eklenmesinin,
lipaz iiretimi i¢in NaNO; eklenmesinin enzim iiretimini Jatropha tohum kiispesinin
grami basina lipaz aktivitesi 1084 U ve proteaz aktivitesi ise 11.376 U artirdigini
belirtmislerdir. Arastirmacilar elde edilen sonuglarin endiistriyel enzimlerin iiretimi
icin SSF sartlarinda bu yol, biyokiitlenin degerlendirilmesi i¢in degisken

yaklasimlarin olabilecegini gostermislerdir.

Oztiirk.” (2007 ) Yaptigi ¢alismada Van Goli’ nden izole edilen Bacillus
licheniformis  BAl17°den  alkalin proteaz  enziminin saflastirilmast  ve
karakterizasyonunu arastirmistir. Enzimin molekiiler agirligi 19.7 kDa, Ca™ iyonu

varliginda ve yoklugunda optimum sicaklig1 60 °C olarak bulunmustur.
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Rao ve ark.””> (2009) Amycolatopsis sp. RSP 3’ ten zirai-endiistriyel atik
materyallerini kullanarak SSF yontemiyle Rifamycin B iiretmislerdir. Kullanilan kati
substratlardan misir kabugu, bugday kepegi ve misir koganina gore 4 kat daha fazla
{iretim gergeklestirmistir. incelenen parametreler, pH, sicaklik, oksijenli ortam,
karbon ve azot kaynaklari, inokiiliim orani ve inkiibasyon siiresidir. Calismada
antibiyotik tretiminde pH 7.0-9.0 araliginda verim elde edildigi, maksimum
aktivitenin pH 8.0” da elde edildigi gozlenmistir. Rifamycin B iiretmek i¢in uygun
sicaklik araligr 24-32 °C arasinda ve en iyi aktivite 28 °C ‘de elde edilmistir. Uretim
diisiik seviyedeki nem oranlarinda (1:1,1:1.5 vel:2) ¢ok az oldugu, nem oran1 1:4.5’a
kadar artirildiginda antibiyoik iiretimini de artirdifini goézlenmistir. Nem orani
1:4.5’tan daha fazla artirilirsa Rifamycin B iiretiminin olumsuz etkilendigini dile
getirmislerdir. Inkiibasyon siiresince antibiyotik iiretimi 3. giinde baslamis 9. giinde
maksimuma ulagmistir, 9.glinden sonra ise iretimin azalmaya bagladigini
raporlamiglardir. Inokiiliim oram %2.4” ten %7.2° ye artirildi§1 zaman antibiyotik
iiretiminde %250 oraninda bir artis gdzlenmistir. Inokulum oram1 %12 kadar
artirlldiginda ise antibiyotik tiretiminde %50’ lik bir azalmaya yol actig1 goriilmiistiir.
Ilave edilen karbon kaynaklari arasinda iiretimi artiran glikoz, ksiloz ve maltoz iken,
iretimi azaltan ise riboz ve nisasta olmustur. Azot kaynaklar1 arasinda soya ununun
tiretimi etkilemedigi diger organik azot kaynaklarmin {iretimi olmsuz yonde
etkiledigi gozlenmistir. Inorganik azot kaynaklari arasinda ise KNO;’ iin %25

oraninda Rifamycin B iiretimini artirdig1 gozlenmistir.
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Gupta ve Chauhan.”® (2003) Bacillus sp. RGR-14" i kullanarak alkalin
proteaz iretimini gerceklestirmislerdir. Ekstraselluler alkalin proteaz iiretimi igin
kompleks azot ve karbon kaynaklari olarak; nisasta, casaminoasit, soya unu
kullanmislar. Bu kompleks kaynaklar; glukoz, mannoz, fruktoz, sukroz veya
inorganik azot kaynaklarindan potasyum nitrat ve amonyum = siilfat ile
karsilastirildiginda proteaz iiretimini ¢ok dah fazla artirdig1 goriilmiistiir. Casamino

asitin yiiksek konsatrasyonlarda proteaz tliretimini baskiladigi gorilmustiir.

Dodia ve ark.* (2005) Haloalkalifilik Bacillus sp.’den ekstraselliiler
alkaline proteaz iiretmislerdir. Proteaz {iretimi gelatin broth’ ta maksimuma
ulasmistir.  Uretim pH 8.0 ve 9.0’da en yiiksek verime ulasildigini bildirmislerdir.
Organik azot kaynaklarindan pepton ve maya ekstrakti bakterinin ¢ogalmasi i¢in en
uygun kaynakken, proteaz iiretimi lizerinde ise casamino asit en yiiksek aktiviteye
sebebiyet vermistir. Enzim iiretiminde azalmaya en fazla soya daki pepton ve tripton
neden olmustur. Inorganik azot kaynaklari daha az tercih edilmistir. Proteaz

tiretiminin glukoz ve amonyum kloriir tarafindan da baskilandigini raporlamslardir.

Sathish ve ark.” (2008) Bacillus circulanstan alkalin proteaz iiretimini
gerceklestirmislerdir. Enzim genis bir sicaklik aralifinda aktivite gdsterip optimum
aktivitesi 70 °C’ de, alkalin pH ortaminda, siirfaktanlar ve oksitleyici ajanlarin
bulundugu ortamda gostermistir. Enzim i¢in Optimum pH 11 olarak tespit edilmistir.
Ca™, Mg™ ve Mn'™ gibi metal iyonlar enzim aktivitesini olumlu etkilerken Cu™ m

olumsuz etkiledigini bildirmislerdir. Enzim bu ortamlarda aktivite gdsterdigi icin
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hayvan derilerindeki kil, tily gibi maddeleri temizlemekte ve pamuk ipliklerindeki

kan lekelerini yok ettigi rapor edilmistir.

Mukerjee ve ark.”® (2009) Bacillus subtilis DM-04 ‘ten SmF yontemini
kullanarak serin proteaz elde etmisler. Enzim optimum aktivitesini 45 °C ve pH 10’
da gostermistir. Calisma sirasinda gesitli metal iyonlarinin enzim {iretimine etkisi
arastirtlmis ve hi¢ bir metal iyonunun aktiviteyi olumlu etkilemedigi goriilmdiis,
maksimum inhibisyonun ortamda Mg ve Cu™ oldugunda gozlenmistir. Bu enzim
0.1 mg/ml konsantrasyonunda deterjana ilave edildiginde pamuk ipliklerinden kan
lekelerini %28 oraninda yok ettigi gozlemlenmistir. Serin proteazlarin ticari
deterjanlara ilave edilmesiyle biyoteknolojide olduk¢a basarili sonuglar elde

edilecegi umulmaktadir.

Makri ve ark.'' (2009) Yari kat1 faz fermentasyon yontemiyle bir mantar
olan Mortierella isabellina’ y1 kullanarak tatli sorgum’ dan biodizel iiretimini
gerceklestirmisler. Biyodizel iiretmek i¢in bu ¢alismada etanol un yerine tatli sorgum
kullanmilmistir. M isabellina mantar1 kullanilarak yar1 kati faz fermentasyonu

yontemiyle sekerler lipitlere doniistiiriilmiistiir.

Adhikari ve ark.”” (2007) Bu ¢alismada termofilik Bacillus subtilis DM -04
bakterisi SSF metodunu kullanarak farkli tarimsal-endiistriyel atiklar ve mutfak

atiklarini; bugday kepegi, piring kepegi, Imperata cylindrica ¢imeni, muz yapragi,
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patates kabugu ve cay yapraklarini substrat olarak kullanarak alkalin proteaz
iretiminin  hangisinde maksimum aktivite gosterdigini incelemisler. Proteaz
aktivitesi en yiiksek patates kabugu ve Imperata cylindrica ¢imeninde gozlemisler.
Hatta patates kabugu ve Imperata cylindrica ¢imeni 1:1 oraninda karistirildiginda
aktivitenin daha da yliikseldigi goriilmistiir. /. cylindrica ¢imenine azot kaynagi
olarak sigir eti ekstrakti ve maya ekstrakti ayr1 ayri ilave edildiginda proteaz
tretimini olumlu etkiledigi goriilmistiir. Karbon kaynagi olarak en iyi aktivite
maltoz da gozlenmistir. Ham proteazin optimum aktivitesini 37-45 °C’ de ve pH 8.0
ve 9.0 da vermistir. Bacillus subtilis DM -04ten elde edilen enzim 60 °C’ de 15 dk
bekletildikten sonra %67 oraninda aktivitesini korudugu gozlenmistir. Bu
Ozelliginden dolay enzim ticari deterjanlara ilave edilip olumlu sonuglar alinacagi

umulmaktadir.

Haddar ve ark.”?® (2009) Alkalofilik Bacillus licheniformis NH1 susundan
ekstraselluler alkalin proteaz iiretmislerdir. Alkalin proteaz icin optimal aktivite pH
ve sicaklik i¢in sirasiyla 10.0 ve 70 °C’ de elde etmislerdir. Ham alkalin proteazin
cesitli kat1 ve sivi deterjanlarda kullanimi denenmistir ve yikama perfomansi test
edilmis; kan, c¢ikolata ve sal¢a gibi lekeleri temizlemede basarili bulunmustur. Bu
ozelliginden dolay1 alkalin proteazlar gelecekte deterjan endiistrisinde potansiyel
aday oldugu tahmin edilmistir. Cesitli metal iyonlarinin enzim aktivitesi lizerindeki
etkisi incelendiginde 6zellikle Ca™, Mg™ ve Cu™ “mn aktiviteyi olumlu etkiledigi
gozlenmistir. Kullanilan inhibitorler arasinda PMSF ‘nin proteaz iiretimi {izerinde

giiclii bir inhibisyona neden oldugu goriilmiistiir.
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Chi ve ark.” (2006) Deniz mayasi Aureobasidium pullulans ‘tan alkalin
proteaz iiretimini gergeklestirmisler. Bu maya susunu Cin’in Qingado bolgesindeki
tortulardan izole etmigler. Maksimum enzim iiretimi ortamda 2.5 gr nisasta, 2.0 gr
NaNOs, 100 ml deniz suyu ve baslangi¢ pH 6.0 da 24.5 °C 30 saatlik inkiibasyondan
sonra elde edilmistir. Proteaz iiretimi i¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla 9.0 ve 45

°C elde edilmistir.

Mankai ve ark.’® (2009) Stretomyces sp. CN902 ile SSF yontemiyle alkalin
proteaz tliretimini ve optimizasyonunu gerceklestirmisler. Burada c¢esitli zirai-
endiistriyel atiklar kat1 substrat olarak kullanilmis ve en iyi aktivite bugday kepegi ve
ezilmis hurma cekirdegi karisiminda elde edilmistir. Bu iki substrati beraber
kullanmalar1 durumunda enzim aktivitesi 90.50 U/g iken ayr1 ayr1 kullanildiklarinda
bugday kepeginde 74.50 U/g , ezilmis hurma g¢ekirdeginin ise 69.50 U/g olarak
tespit edilmistir. %60’ lik baslangi¢ nem igeren ortamda ve 45 °C 5 giinlik
inkiibasyondan sonra enzim tiiretimi 220.50 U/g olarak bulunmustur. Optimal pH ise
9.0 ‘da gozlenmistir. Bu karigima azot kaynagi olarak maya 6ziitii eklendiginde SSF
teknigiyle enzim tiretimi 245.50U/g yiikselmistir. Kullanilan karbon kaynaklarinin

enzim aktivitesi lizerine olumsuz etkide bulundugunu raporlamislardir.

Limam ve ark.’® (2008) Botrytis cinerea mantarmi kullanarak ozellikle
ticari deterjanlarda katki maddesi olarak kullanilmak {izere alkalin proteaz iiretimini

gerceklestirmigler. Alkalin proteaz lretimi i¢in optimal fermantasyon kosullari
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baglangi¢ pH 6.5, 28 °C ve 9 giinliik inkiibasyon ortaminda maksimum verim elde
etmiglerdir. Azot kaynaklarindan pepton ve maya ekstrakti enzim {iretimini
artirmiglar, kullanilan karbon kaynaklarindan nisasta ve molas proteaz {iiretimi
tizerinde pozitif etkide bulunmuslar. Proteaz aktivitesini en fazla uyaranlar ise bir alg
olan Spirulina algae, KCl ve oligo elmentlerdir. Son proteaz aktivitesinin

baslangictaki sartlarda elde edilen aktiviteye gore 6.2 kat artigin1 tespit etmisler.

Shivanand ve Jayaraman.”> (2009) Kumta kiyilarindan izole edilen
halofilik Bacillus aquimaris VITP4 susundan ekstraselliiler alkalin proteaz elde
etmigler. Proteaz {retimi 0-4 M arasinda degisen tuz konsantrasyonlarda
arastirilmistir. Proteaz aktivitesinde maksimum iiretim 0.5 M tuzun oldugu ortamda
728U/ml, 48.saat ve 1 M tuzun oldugu ortamda 796 U/ml, 78.saat elde edilmistir.
Tuz konsantrasyonu 2.5 M ve daha fazla konsantrasyonlarda bakteriyel cogalma ve
enzim iiretimini olumsuz etkilemistir. Uretimde optimal pH ve sicaklik sirasiyla 7.5
ve 37 °C’ de tespit edilmistir. Organik azot kaynaklarindan pepton ve maya Oziitii
iretimi artirirken inorganik azot kaynaklarimin verimi olumlu etkilemedigi

gozlenmistir. Karbon kaynaklari ise proteaz liretimini baskilamislardir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Biyolojik Materyal

Calismalarimizda biyolojik materyal olarak ticari olarak temin ettigimiz

Bacillus licheniformis ATCC 14580 kullanildi.

3.2. Substrat Secimi

Calismalarimizda substrat olarak yoremizde kullanilan zirai atiklardan
bugday kabugu, bugday sapi, piring kabugu, piring sapt ve arpa kabugu

kullanilmistir.

3.3. Substrat Partikiil Biiyiikliigii

Calismalarimizda kullandigimiz bitkisel atiklar olan; bugday kabugu, bugday
sap1, piring kabugu, piring sap1 ve arpa kabugu blendirda 15-20 saniye 6giitiildiikten
sonra 3 farkli elek (1000 pm, 1500 pm ve 2000 um ¢apli) yardimiyla elendi. Elde

edilen farkli substratlarin hepsi kullanilarak enzim iiretimi saglandi.

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.4.1. Karbon Kaynaklar:

Glukoz, Merck’ten; nigasta, galaktoz, fruktoz, laktoz Sigma’dan; maltoz ve

sakkaroz Difco’dan temin edilmistir.
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3.4.2. Azot Kaynaklar

Amonyum sulfat ve amonyum nitrat Riedel De Haen’den; sodyum sitrat, {ire,
maya 6ziiti Merck’ten; Bakteriyolojik pepton Oxoid’den; casamino asit Difco’dan

temin edilmistir.

3.5. Besiyerleri

3.5.1. Kat1 Besiyeri

3,5 gram Niitrient Broth (Oxoid) ve 7 gram agar (Merck), 300 ml saf suya

tamamlanarak ¢dzlinmesi saglandiktan sonra otoklavda steril edildi.

3.5.2. Siv1 Besiyeri

3.5.2.1. Luria Broth(L B) Besiyeri

10 gr maya o6ziitli, 5 gr NaCI (Merck), 5 gr tryptone (Difco) 1 It saf suya

tamamlanip otoklavlandi.

3.6. SSF Besiyeri

Kurutulmus bitkisel atiklar blendirde ogiitiildiikten sonra farkli gézenek
blytikliglindeki eleklerden gecirilerek 1000 um, 1500 pm ve 2000 pm ¢apli olmak
tizere 3 farkl partikiil bliylikliglindeki kat1 substratlar elde edilmistir. Calismamizda
bu 3 farkl partikiil biiyiikliigiindeki substratlarin hepsi kullanilarak enzim {iretiminin

hangisinde daha 1yi sonu¢ verdigi arastirildi. Bu farkli biiytikliikteki kati substratlar
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100 mI’lik erlenmayer igerisinde %30 olacak sekilde 3’er gr tartilip iizerine 10 ml
¢cesme suyu ilave edildikten sonra steril etmek i¢in otoklavlandi. Otoklavdan sonra
SSF besiyerine daha once inkiibasyona alinan bakterilerden OD’si 0.6’ya gelen
bakterilerden 3 ml yani %30 inokiiliim besiyerinden erlenmayer igerisindeki SSF

besiyerine katilarak 37 °C ve 150 rpm’ de iiretildi.

3.7.Kullanilan Aletler

Inkiibator (EN 400)

Steril Kabin (Telstar AV-100)
Spektrofotometre (Pharmacia LKB-Novaspec 2)
Calkalayici (Selecta P)

Sogutmali Santriftij  (Sigma Christ 2K15)
Vorteks (VWR International )
Magnetik Karistirict  (Stuart )

Deep-Freeze (Haris, -70 °C)

Etiiv (Heraus )

Dijital Gostergeli Hassas Terazi (GEG,AVEY)
Otoklav (HMC, HIRAYAMA )

Su Banyosu (Grant 6G, -20, +100 °C)
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pH metre (METTLER TOLEDO MP220)

Sterilizator (Heraus )
Blender (Waring Commercial Laboratory)
Mikropipet (Physio Care 1000 )

3.8. Mikroorganizmanin Secimi ve Uretilmesi

Calismamizin basinda 3 ayr1 Bacillus tliriiniin ayr1 kat1 besyerine ekimi
yapildi. Daha sonra petri kutular1 37 °C 24 saat inkiibasyona birakildi. Kati
besiyerinde lireyen bakteriler LB besiyerine aktarildi. LB besiyeri 37 °C 24 saat
boyunca 150 rpm’ de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra érneklerin enzim
aktivitesine bakilarak c¢alismamizda kullanacagimiz bakteriyi yani Bacillus

licheniformis ATCC 14580’ 1 sectik.

3.9. SSF Besiyerinde Proteaz Uretimi

Calismamizda bugday kabugu, bugday sapi, piring kabugu, piring sap1 ve
arpa kabugu kullanarak SSF besiyeri hazirlamak i¢in bu substratlar 3 ‘er gr tartilarak
100’ liik erlenlere koyuldu. Uzerine 10 ml ¢esme suyu ilave edildikten sonra 121 °C
de 15 dk otoklavlandi. LB besiyerinde iiretilen bakteriyi steril ortamda her bir erlene
3 ml ilave edildikten sonra ornekler 37°C ve 150 rpm’ de 24, 48, 72, 96 ve 120.
saatte kadar her 24 saatte bir 6rneklere 10 ml ¢cesme suyu daha ilave edilip 15 dk

calkalandiktan sonra SSF besiyerindeki sivi kisim siiziildii. Siiziintli santrifiij tiipiine
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alarak sogutmali santrifiijde 10000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildikten sonra elde

ettigimiz iist s1v1 (slipernatant) enzim aktivite tayininde kullanildi.

3.10. Proteaz Aktivite Tayini

SSF besiyerinden ekstrakte ettigimiz iist sividan (siipernatant) 150 pl enzim,
250 pl 0.1 M Tris HCI tamponunda (pH 7.2, 8.0, 9.0, 9.5, 10) ¢dziinen %1’ lik
azokazeinin oldugu tiiplere aktarildi. Tiipler 37 °C* de 30 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan alindiktan sonra drneklere 1 ml %10’ luk TCA (Tricloro asetik asit)
ilave edildi. 15 dk +4 °C bekletilen ornekler bu siire sonunda 2 dk santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra iist sividan 1 ml alinarak 0.8 ml 1.8 M NaOH’ in {izerine ilave

edildikten sonra spektrofotometrede 420 nm’ de okundu’.

Bir enzim tinitesi, deney kosullarinda 1 pmol azokazeini 30 dk’da parcalayan

enzim miktar1 olarak tanimlandi.

3.11. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini i¢in Lowry yontemi tercih edildi. Tiiplere 5 ml alkalin
cozeltisi konulduktan sonra 450 pl saf su ve 50 pl enzim ilave edildi. Tiipler 15 dk
37 °C’ de bekletildikten sonra 1:1 oraninda seyreltilmis Folin Cialcateu Reagent
(FCR) ilave edilerek 30 dk karanlikta bekletildi. 30 dk tamamlandiktan sonra

spektrofotometrede 660 nm’de okundu?.
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3.12. Alkalin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Alkalin ¢ozeltisi %4 Na,CO;, %4 Na- K tartarat ve %2 CuSO45H,0
karisimindan olusmaktadir. Bir baherde 100 ml % 4 oraninda Na,COj; hazirlandiktan
sonra ayr1 kaplarda hazirlanan %4’ liik Na —K tartarat ve CuSO,’ tan 1’er ml alinarak

Na,CO35’ iin oldugu behere ilave edildi. Karistirict yardimiyla karigimlar saglandi.

3.13. Enzimi Uretimi Uzerine Degisik Parametrelerin Etkisinin

Incelenmesi
3.13.1. Uygun Substratin Secimi

Bugday kabugu, bugday sap1, piring kabugu, piring sap1 ve arpa kabugundan
her biri ayr1 ayr1 3° er gram tartilarak 100 ml’ lik erlenlere aktarildiktan sonra
lizerine ¢esme suyu eklenip 121 °C” de 15 dk otoklavlandi. Daha sonra 600 nm’
de 0.6 OD¢ ye gelen bakterilerden her bir erlene 3’er ml ekimi yapilarak 37 °C ve

150 rpm’ de inkiibasyona birakild1 ve en iyi aktivite piring sapinda tespit edildi.

3.13.2. Uygun Partikiil Biiyiikliigiindeki Substrat Se¢cimi

Calismamizda kullandigimiz  kurutulmus bitkisel atiklar1  blendirde
ogtiildiikten sonra 3 farkli elek yardimiyla (1000 pm, 1500 um, 2000 um capli)
elendi. Elde edilen bu subtratlardan SSF besiyeri hazirlanarak sterilizasyon ve

ekim islemleri yapildiktan sonra inkiibasyona birakildi. Daha sonra enzim
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aktivitesine bakilarak uygun biyiikliikteki substrat tespit edildi. Calismanin

bundan sonraki safhalarinda bu biiyiikliikteki substrati kullandik.

3.13.3. Enzim Uretimi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Farkli partikiil biiyiikliigiindeki substratlar alinarak 3’er gr tartilip erlenlere
konuldu, iizerine 10 ml ¢esme suyu ilave edilip steril etmek i¢in otoklavlandi.
Daha sonra sivi besiyerinden (LB) her bir erlene 3° er ml bakteri ekimi
yapildiktan sonra 37 °C 150 rpm ‘de inkiibasyona birakldi. Her 24 saatte bir 5
giin siireyle (24, 48, 72, 96, 120. saat) Ornekler alinip enzim aktivite tayini

yapilarak en uygun inkiibasyon siiresi belirlendi.

3.13.4. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’> nin Etkisi

Enzimin aktivitesi iizerine pH ‘nin etkisini incelemek i¢in; 0.1 M Tris—HCI
tamponu (pH: 7.2; 8.0; 9.0; 9.5; 10.0 ) kullanilarak %1 oraninda azokazein
hazirlandi. Hazirlanan azokazein ile enzim iist sivisi kullanilarak proteaz

aktivitesine bakildi. Optimum pH 9.5’ ta elde edildi.

3.13.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Proteaz aktivitesi lzerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in reaksiyon

baslatildiktan sonra Ornekler; 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70 °C’ deki sicakliklarda
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30 dk bekletildikten sonra aktivite tayini yapilarak optimum  sicaklik

belirlenmeye calisildi.

3.13.6. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Sicakligin enzim stabilitesi lizerindeki etkisini belirlemek i¢in enzim igeren
iist stvilar; 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70 °C’ de 1’er saat bekletildikten sonra enzim

aktivite tayini yapilarak enzimin sicakliga kars1 dayanikliligi tespit edildi.

3.13.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Deterjanlarin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine deterjanlarin etkisini belirlemek icin %1-5 SDS ve
%1-5 Tween 40 kullanildi. Bu deterjanlar enzim iceren iist siviyla 1:1 oraninda
karigtirildiktan sonra 30 dk +4 °C 6n inkiibasyonda tutulduktan sonra enzim
aktivite tayinine bakilarak deterjanlarin proteaz aktivitesi {iizerindeki etkisi

incelendi.

3.13.8. Enzim Uretimi Uzerine Ekim Miktarmin Secimi (Inokiiliim

Hacmi)

Uygun inokiilim hacminin belirlenmesi i¢in sivi besiyerinden SSF’li ortama
1.5 mlI’den baslayip 4 ml’ye kadar artirilararak SSF besiyerlerindeki besiyeri
hacminin %15, %20, %25, %30, %35, %40’ 1 olacak sekilde bakteri ekimi

yapildi. Daha sonra 6rnekler 37 °C 150 rpm ‘de proteaz tretimi i¢in daha 6nce
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belirlenen en uygun inkiibasyon siiresi olan 72. saate kadar inkiibasyona alindi.
Sonra 6rneklerin iizerine 10 ml ¢esme suyu ilave edilip calkalayicida 15 dk
calkaland1. Orneklerin sivi kismi kati kisimdan almip 10000 rpm’ de 5 dk
sogutmal1 santrifiijde santrifiijlendikten sonra {ist sivilar1 elde edilerek enzim

aktivite tayini yapildi.

3.13.9. Enzim Uretimi Uzerine Uygun Nem Miktarinin Belirlenmesi

Enzim iiretimi iizerine uygun nem miktarinin belirlenmesi i¢in 1500 pm
biiyiikliigiindeki piring sapt alindi. SSF besiyeri hacminin %20, %25, %30, %35,
%40, %45, %50 ve %55 ‘i olacak sekilde sirasiyla 100 ml’lik erlenlere 2 gr, 2.5 gr, 3
gr, 3.5 gr, 4 gr, 4.5 gr, 5 gr, 5.5 gr piring sap1 birakilarak iizerine 10 ml ¢esme suyu
ilave edilerek otoklavlandi. Daha sonra sivi besiyerinden (LB) erlenlere daha dnce
belirledigimiz en uygun inokiilim hacmi olan 2.5 ml bakteri ekimi yapilarak
inkiibatérde 37 °C 150 rpm‘ de 72.saate kadar inkiibasyona alindi. Daha sonra
orneklerin tlizerine 10 ml ¢esme suyu ilave edilip 15 dk daha g¢alkalandiktan sonra
orneklerden sivi kisim alinarak 10000 rpm’ de 5 dk santrifiijlendikten sonra elde

edilen iist stvidan enzim akivite tayinine bakildi.

3.13.10. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarinin Etkisinin

incelenmesi

SSF besiyeri hazirlandiktan sonra kullanilan kati substratin agirhiginin %1° 1

olacak sekilde hazirlanan azot kaynaklarindan amonyum siilfat, amonyum nitrat,
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sodyum sitrat, iire, bakteriyolojik pepton, maya ekstraktt ve casaminoasit SSF
besiyerlerine eklendi. Her bir erlene 2.5 ml bakteri ekimi yapildiktan sonra 37 °C
150 rpm’ de inkiibasyona alind1. 72 saat sonra 6rneklere 10 ml ¢gesme suyu ilave
edilip 15 dk ¢alkalandiktan sonra drneklerin sivi kisimlar1 alindi. Santrifiijde 5 dk
10 000 rpm* de santrifiijjlendikten sonra iist sivi alinarak enzim aktivitesine

bakildi.

3.13.11. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisinin

Incelenmesi

SSF besiyeri hazirlandiktan sonra kullanilan kati substratin agirligini %1° 1
olacak sekilde hazirlanan karbon kaynaklarindan glukoz, fruktoz, galaktoz,
laktoz, sukroz, maltoz ve nisasta UV altinda belirli bir siire tutulduktan sonra SSF
besiyerlerine eklendi. Daha sonra her bir erlene 2.5 ml bakteri ekimi yapildiktan
sonra 37 °C 150 rpm’de inkiibasyona birakildi. 72 saat sonra 6rneklere 10 ml
cesme suyu ilave edildikten sonra 15 dk calkalandi. Orneklerin sivilari alinip
10000 rpm* de 5 dk santrifiijlenip iist sivilar1 alinarak enzimin aktivite tayinine

bakild:.

49



KAYNAKLAR

1. Leighton, T. J.; Dor, R. H.; Warren, R. A.; Kelln, R. A.; J. Mol Biol. 1973,

May 5,76 103-122.

2. Lowry, O. H.; Rosebrough, N. J.; Farr, A. L. Protein measurement with the

folin phenol reagent ,J. Biol. Chem. 1951, 193, 265-275

50



4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. Enzim Uretimi Uzerine Farkh Substratlarin EtKisi

Calismamizda kullandigimiz kati sustratlar bugday kabugu, bugday sapi,
piring kabugu, piring sap1 va arpa kabugu SSF besiyerinde kullanildi. Bu

subtratlardan elde edilen proteaz aktivite sonuglari sekil 4. 1° de gdsterilmistir.

Sekil 4.1° de goriildiigi gibi kullanilan kati substratlardan hepsinin proteaz
aktivitesi biribirine yakin oldugu gozlenmistir. Kullanilan bu substratlardan piring
kabugunun 48, 72, 96. saatlerdeki enzim iiretiminin diger substratlara nazaran diigiik
oldugu gozlenmistir. Piring sapinda 72.saatte 1.740 A(420 nm) ile en iyi proteaz
tiretiminin  gerceklestigi goriilmistliir. Dolayisiyla c¢alismanin bundan sonraki

asamalarinda kati substrat olarak piring sap1 kullanildi.

4.1.2. Enzim Uretimi Uzerine Uygun Partikiil Biiyiikliigiindeki

Substratin etkisi

Calismamizda kullandigimiz kati substratlart blendirda 6giittiikten sonra 3
farkli elekten gecirilerek farkli partikiil biiytikliiglindeki substratlart SSF besiyerinde

kullandik.

Sekil 4.2° de goriildiigii gibi en diisiik enzim aktivitesinin en kiiciik partikiil
bliytikliiglindeki substratta (1000 um) elde edildigi, enzimin maksimum aktivitesinin

orta biiytikliikteki (1500 pm) substratta elde edildigi goriilmektedir.

51



4.1.3. Enzim Uretimi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Piring sapt en uygun kati substrat olarak secildikten sonra en uygun
inkiibasyon siiresini belirlemek ¢in 24, 48, 72, 96 ve 120. saate kadar her 24 saatte
bir enzim aktivite tayini yapilarak optimum inkiibasyon siiresinin 72.saat oldugu

tespit edildi.

Sekil 4.3° te goriildigli gibi enzim lretimi 24.saatten 72.saate kadar artig
gosterdigi 72.saatte maksimum oldugu goriilmektedir 1.740 A(420 nm). 72. saatten

sonra ise aktivitede diislisiin oldugu goriilmektedir.

4.1.4. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’> min Etkisi

Enzimin aktivitesi lizerine pH* nin etkisini incelemek i¢in; 0.1 M Tris -HCI
tamponu (pH: 7.2; 8.0; 9.0; 9.5; 10.0 ) kullanilarak %1 oraninda azokazein

hazirlandi.

Sekil 4.4° te goriildiigii gibi pH’ nin enzim aktivitesi lizerindeki etkisi pH’y1
7.2’ den pH 9.5 ‘e kadar artirdigimizda enzim aktivitesinin de artig1, pH 9.5 proteaz
icin optimum pH oldugu goriilmektedir. pH 9.5° tan sonra pH’ y1 artirdigimizda ise

enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugu goriilmektedir.

4.1.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Bacillus licheniformis, piring saplarinin kat1 substrat olarak kullanildigi SSF

ortaminda, proteaz aktivitesi icin elde edilen enzim igeren iist sivilarin 30 dakika
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boyunca 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70 °C bekletildikten sonra enzim aktivitesine

bakildi.

Sekil 4.5‘te gortildiigh gibi sicaklik 40 °C” den 50 °C  ye kadar artirildiginda
enzim aktivitesinin de artig1 ve enzimin 50 °C’ de maksimum aktiviteye ulastig
goriilmektedir. 50 °C’ den sonra sicaklik artirildiginda enzim aktivitesinin azaldigi

gorilmektedir.

4.1.6. Enzim Stabilitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

SSF ortamindan proteaz aktivitesi i¢in alinan ve enzim igeren iist sivi 40, 45,

50, 55, 60, 65 ve 70 °C “de 1 saat bekletildikten sonra enzim aktivite tayinine bakildu.

Sekil 4.6 da goriildiigii gibi sicaklik 40 °C’den 60 °C’ ye artirildiginda
enzimin stabilitesinin degismedigi, 60 °C’ den sonra ise enzimin stabilitesinde hizh

bir diisiistin oldugu gézlenmektedir.

4.1.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Deterjanlarin Etkisi

Bacillus licheniformis, bakterisinin piring saplarinin kat1 substrat olarak
kullanildig1 SSF ortaminda, proteaz aktivitesi i¢in enzim igeren st sivilar alindiktan
sonra 1:1 oraninda % 1-5 SDS ve %1-5 Tween 40 ile karigtirtlip 30 dk +4 °C de 6n

inkiibasyona tutuldu ve enzim aktivite tayinine bakildi.

Sekil 4.7° de goriildiigi gibi kontrol ile karsilastirildiginda deterjanlarin

enzim aktivitesini olumlu etkilemedigi gézlenmektedir.
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4.1.8. Enzim Uretimi Uzerine Ekim Miktarimin EtKisi

Piring sap1 bulunan SSF’ 1i besiyeri otoklavlandiktan sonra besiyeri hacminin
%15, %20, %25, %30, %35 ve %40 olacak sekilde daha 6nce s1vi besiyerine ekimi
yapilan bakterilerden 1.5 ml, 2 ml, 2.5 ml, 3 ml, 3.5 ml ve 4 ml bakteri SSF

besiyerine ekimi yaipildiktan sonra 37 °C 150 rpm’ de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyondan sonra enzimin aktivite tayinine bakildiginda sekil 4.8 de
gorildiigi gibi en iyi aktivitenin 2.5 ml’ lik inokiilim hacminde oldugu tespit
edilmistir. Ekim miktar1 1.5 ml’ den 2.5 ml* ye artirildiginda enzim aktivitesinin de
artifl, ekim miktar1 2.5 ml’ den 4 ml’ ye artrildiginda ise aktivite de azalmanin

oldugu goriilmektedir.

4.1.9.Enzim Uretimi Uzerine Nem Miktarimin EtKisi

SSF besiyerine besiyeri hacminin %20, %25, %30, % 35, %40, % 45, %50,
%355 olacak sekilde 2 g, 2.5 g, 3 g, 3.5¢g, 4 g, 45 g 5 gve 5.5 g piring saplar
eklendi. Uzerine 10 ml ¢cesme suyu ilave edilip 121 °C” de 15 dk otoklavlandi. Steril

edildikten sonra iizerine 2.5 ml bakteri ilave edilip inkiibasyona alindi.

Sekil 4.9 *da goriildiigi gibi Bacillus licheniformis baktersinin piring saplarini
substrat olarak kullanildig1 SSF’li ortamda en uygun nem oraninin %50 (5 g) oldugu
ve proteaz aktivitesinin 1.730 A(420 nm) elde edildigi goriilmektedir. Nem oraninin

%20’ den %35 ‘e artirilldiginda enzim aktivitesinde de artigin oldugu goriilmektedir.
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Nem oranm1 %40 ile %55 arasinda ise proteaz aktivite degerlerinin birbirine yakin

oldugu goriilmektedir.
4.1.10. Enzim Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimin EtKkisi

Piring saplar1 bulunan SSF besiyerine kullanilan kati substratin hacminin %1
‘1 olacak sekilde azot kaynaklarindan amonyum siilfat, amonyum nitrat, sodyum
sitrat, {ire, pepton, maya ekstrakti ve casaminoasit steril edilmis hazir halde bulunan
SSF besiyerine ilave edildi. Daha sonra iizerine 2.5 ml bakteri ilave edildikten sonra

inkiibasyona alindi. 72 saat sonra proteaz aktivitesi ol¢iildii.

Sekil 4.10 ’da goriildiigli gibi proteaz iiretimini en fazla artiran azot
kaynaklar sirasiyla; casaminoasit, iire, amonyum nitrat, sodyum sitrat ve peptonun
oldugu goriilmektedir. Enzim iiretimine amonyum siilfat ve maya ekstraktinin

katkisinin olmadig: tespit edildi.

4.1.11. Enzim Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

SSF ortamia kullandigimiz kati substratin hacminin %1’ i olacak sekilde
karbon kaynaklarindan glukoz, fruktoz, galaktoz, laktoz, sukroz ve nisasta ilave
edildi. S1v1 besiyerinden 2.5 ml bakteri ekimi yapildiktan sonra 6rnekler inkiibasyona
birakildi. 72 saatlik inkiibasyondan sonra proteaz aktivite tayinine bakildi. Elde

edilen sonuclar Sekil 4.11° de goriilmektedir.

Sekil 4.11° de goriildiigli gibi proteaz aktivitesinin en fazla artiran karbon
kaynaginin sukroz 1.808 A(420 nm) oldugu goriilmektedir. Daha sonra sirasiyla

aktiviteyi maltoz, glukoz ve laktozun artirdig1 tespit edilmistir. Galaktozun enzim
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aktivitesini etkilemedigi goriilmektedir. Fruktoz ve nisastanin ise kontrol ile
karsilastirildiginda enzim iiretimini artirmadigi ve enzim aktiviteleri kontrole gore

daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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4.2. TARTISMA

Alkali proteazlar deterjan ve gida endiistrisinde, siit {iirlinleri ve bazi
besinlerde yenebilir tat olusturulmasinda, dericilikte killarin uzaklagtirilmasi ve daha
plrtizsiiz deri yiizeyinin elde edilmesinde ve fotografgilikta filmlerin yiizeyinde
bulunan glimiisiin geri kazandirilmasinda kullanilmaktadir. Ayrica ilag sanayi,
firmcilik, yakit, hayvan yemlerinde, mesrubat, tekstil, kagit ve kimya endiistrilerinde

de kullanim alanima sahiptir '~.

Adhikari ve ark.’ termofilik Bacillus subtilis bakterisini kullanarak SSF
yontemiyle alkalin proteaz liretmek i¢in kat1 substrat olarak; bugday kepegi, piring
kepegi, Impereta cylindrica ¢imeni, muz yapragi, patates kabugu ve ¢ay yapraklarini
kullanmistir. Yaptig1 bu c¢alismada en iyl proteaz aktivitesini patates kabugu ve

Impereta cylindrica ¢imeninde elde etmislerdir.

Prakasham ve ark.* Amcolatopsis sp.RSP susunu kullanarak SSF yontemiyle
bir antibiotik olan Rifamycin B ‘yi iiretmek i¢in c¢esitli tarimsal ve zirai atik
kullanmiglardir. Bu atiklar; {iiziim tohumu, portakal kabugu, misir kocani, seker
kamigi, bugday kepegi ve misir yapragt kullanilmistir. En iyi {iretimi misir
kabugundan elde etmis ve misir kabugunun verimi bugday kepegi ve misir koganin 4

kat1 oldugunu rapor etmislerdir.

Singh ve ark.” Alkalofilik actinomycete’ den SSF yontemiyle alkalin proteaz
tiretimini gerceklestirmigler. Kat1 substrat olarak bugday unu, bugday kepegi ve

molases kullanmiglar. En yiikesk proteaz aktivitsini molases te elde etmislerdir.

Sarma ve ark.® Bacillus sp’ den alkalin proteaz iiretimini SSF teknigiyle

gergeklestirmek i¢in mercimek kabugu, bugday kepegi, soya unu ve yesil gram
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kabugunu kat1 substrat olarak kullanmislar ve en iyi proteaz aktivitesini yesil garm

kabugunda 9658 U/g elde etmislerdir.

Park ve ark.” Bacillus sp’.den SSF ydntemiyle alkalin proteaz iiretimini
gerceklestirmek igin patates nisastasi, misir nisastasi, bugday kepegi ve bugday
ununu kati substrat olarak kullanmislar. En iyi enzim aktivitesini bugday unundan

3856.0 U/ml elde etmislerdir.

Uyar ve Baysal.® Bacillus sp.” den SSF yontemiyle alkalin proteaz iiretimini
gergeklestirmek i¢in kullandiklar1 kat1 substratlar arasinda en yiiksek enzim iiretimini

bugday kepegi ve mercimek kabugundan elde etmislerdir.

Elyas ve ark.” Engyodontium album’ dan SSF yontemiyle alkalin proteaz
tiretimini gerceklestirmisler. En yiiksek proteaz iiretimini bugday kepeginden elde

etmislerdir.

Calismamizda SSF teknigiyle kati substrat olarak bugday kabugu, bugday
sap1, piring kabugu, piring sapt ve arpa kabugu gibi tarimsal ve zirai atiklar
kullanild1. Kullandigimiz bu kat1 atiklarin hepsinde proteaz aktivitesine rastlanmis ve
en yliksek piring sapinda elde edilmistir. Piring sapinda inkiibasyonun 72.saatinde en
yiikksek proteaz aktivitesi 1.740 A(420 nm) olarak elde edilmistir. Bundan dolay1
calismamizin bundan sonraki asamalarinda 1500 um biiyiikliigiindeki piring sap1

kullanilmuastir.
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Elyas ve ark.’ Engyodontium album’ dan SSF yontemiyle alkalin proteaz
iretimini gergeklestirmisler ve en uygun inkiibasyon siiresinin 120.saatte elde

etmislerdir.

Baysal ve Uyar.® Bacillus sp. den SSF teknigiyle bugday kepegi ve mercimek
kabugunu kat1 substrat olarak kullandiklarinda her ikisi i¢in de en uygun inkiibasyon

siiresinin 24.saat oldugunu tespit etmislerdir.

Sarma ve ark.® Bacillus sp’.den SSF yontemiyle alkalin proteaz iretimini
gergeklestirmek icin yesil gram kabugu i¢in en uygun inkiibasyon siiresini 60.Saat

olarak belirlemislerdir.

Singh ve ark.’ Alkalofilik actinomycete’ den alkalin proteaz iiretiminde SSF
yontemiyle kullandiklar1 kati substratlardan en yuksek aktiviteyi 32.saatte elde

etmislerdir.

Pandey ve ark.'® Bacillus sp. * den alkalin proteaz iiretimi sirasinda enzimdeki

maksimum aktivitenin 20. saatte oldugunu raporlamislardir.

Patel ve ark.'' Haloalkalofilik Bacillus sp. ‘den ekstraselluler alkalin proteaz

iretimi i¢in uygun inkiibasyon siiresinin 60.saat oldugunu tespit etmislerdir.

Mankai ve ark.'? Streptomyces sp. CN902 ile SSF yéntemiyle alkalin proteaz
iretimi i¢in bugday kepegi ve ezilmis hurma ¢ekirdegini karistirilarak substrat olarak

kullanmislar ve uygun inkiibasyon siiresini 120.saatte elde ettiklerini raporlamislar.

Chi ve ark."’ Deniz mayas1 Aureobasidium pullulans’ tan SSF teknigiyle en

uygun inkiibasyon siiresinin 30.saat olugunu dile getirmislerdir.
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Calismamizda kullandigimiz kati1 substratlar arasinda en yiiksek aktiviteyi
piring sap1 vermistir. Uygun inkiibasyon siiresini belirlemek i¢in hazirlanan SSF
besiyeri 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde orneklerin proteaz aktivite tayinine bakilarak
maksimum enzim tiretiminin 72.saatte oldugu goriilmiistiir. Uygun inkiibasyon
siiresindeki farkliligin nedeni, besiyerlerinde kullanilan bakterilerin 6zelliklerinin
farkli olmasi ve substratlarin igerdikleri besin maddelerinin farkli olmasindan

kaynaklanabilir.

Park ve ark.” Bacillus sp. “ den SSF yontemiyle alkalin proteaz tiretimi i¢in
optimum pH ‘nin 10.0 oldugunu tespit etmisler ve enzimin pH 5.0 ile 12.0 arasinda

aktivite gosterdigini gozlemlemislerdir.

Sarita ve ark.'’ Engyodontium album’ dan SSF yontemiyle alkalin proteaz

tiretimini gerceklestirmigler ve en uygun pH’ nin 11.0 oldugunu raporlamislardir.

Singh ve ark.’ izole ettikleri haloalkalofilik Bbacillus sp. ‘den ekstraselliiler
alkalin proteaz tiretimi i¢in pH 7.0, 8.0 ve 9.0’ da proteaz aktivitesini incelemisler ve

pH 8.0 ve 9.0’ da maksimum {iretimin gergeklestigini tespit etmislerdir.

Pandey ve ark.'® Bacillus sp.’den SSF yontemiyle alkalin proteaz iiretiminin

en yiiksek pH 10.5’ ta oldugunu dile getirmislerdir.

Calismamizda pH ‘nin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini inceledigimizde
pH’ y1 7.2 ‘den 9.5 ‘a kadar artirdigimzda enzim aktivitesinin de artig1 ve maksimum
proteaz aktivitesinin pH 9.5’ ta oldugu gozlenmistir. pH 9.5’ta maksimum aktivite

gozlememiz enzimin orta derecede alkalin olugunu desteklemektedir. Alkalin
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proteazlar yiiksek pH degerlerinde ve yiiksek sicakliklarda kararli olmalarindan
dolay1 basta deterjan endiistrisi olmak tizere deri, gida, ipek ve kagit endiistrilerinde

yaygin sekilde kullanilmaktadir.

2 . . . . . , . e e .
Rao ve ark.” izole ettikleri Bacillus circulans’ tan serin proteaz iiretiminde

optimum sicakligin 70 °C oldugunu dile getirmislerdir.

Mukherejee ve ark.> Bacillus subtilis DM-04 ‘ten serin proteaz iiretmek i¢in
ornekler farkli sicakliklarda belli bir siire tutulduktan sonra maksimum enzim

tiretiminin 45 °C elde edildigini raporlamislardir.

Basheer ve ark.” Engyodontium album’ dan SSF yontemiyle alkalin proteaz
tiretimini gerceklestirmisler ve enzim aktivitesi i¢in en uygun sicakligin 60 °C

oldugunu tespit etmislerdir.

Chang ve ark.” Bacillus sp.” dan SSF yontemiyle alkalin proteaz iiretiminde

optimum sicakligin 45-50 °C arasi oldugunu goézlemlemislerdir.

Calismamizda sicakligin proteaz aktivitesi lizerindeki etkisini arastirmak igin
enzim igeren iist s1vi su banyosunda 40, 45, 50, 55, 60, 65 ve 70 °C sicakliklarda 30
dk bekletildikten sonra enzim aktivitesine bakildi. Proteaz i¢in optimum aktivite
sicakliginin 50 °C oldugu tespit edildi. Calistigimiz enzimin 70 °C hala aktivite
gosteriyor olmasi enzimin yapisinda yer alan aminoasitler arasindaki hidrofobik
etkilesimler ile agiklayabiliriz. Enzimin bu 06zelliginden dolay1 6zellikle deterjan
endiistrisi ve deri isleme sanayii gibi alanlar sicakliga bagh siirecler oldugundan

genis bir uygulama alan1 bulabilecegini diisiinmekteyiz.
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Sathish ve ark.” Izole ettikleri Bacillus circulans’ tan serin proteaz
tiretiminde %1 oraninda Tween-20, Triton X-100 ve SDS ‘yi enzime ilave ettikten
sonra aktivite tayini yapmislardir. Kontrol ile karsilastirildiginda Triton X-100 ve
Tween 20’ nin enzim aktivitesinde artisa neden olduklarini tespit etmislerdir. Fakat

SDS’nin enzim aktivitesini olumsuz etkiledigini gézlemlemislerdir.

Kumar ve ark.” Bacillus sp. “ dan SSF yontemiyle alkalin proteaz iiretminde
%1 oraninda SDS, Tween 20 ve Triton X-100 kullanmiglardir. Yaptiklar: aktivite
tayini sonucunda proteaz aktivitesini en fazla Tween 20’de artigini, SDS ‘nin proteaz

aktivitesinde azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir.

Nasri ve ark."” Bacillus licheniformis NHI’den alkalin proteaz iiretmek icin
%1 oraninda Tween 20 ve Triton X-100 kullandiklarinda proteaz aktivitesinin
etkilenmedigi tespit edilmistir. %5 oraninda Triton X-100 kullanildiginda proteaz
aktivitesinin olumsuz etkilendigi tespit edimistir. SDS %0.1, %1 , %5 oraninda
kullandiklarinda ise her ii¢ oranda da enzim aktivitesini olumsuz etkiledigini

raporlamiglardir.

Calismamizda deterjanlarin proteaz aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek
icin %1-5 SDS ile %1-5 Tween 40 kullanildi. Proteaz aktivite tayininde deterjanlarin

kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden diisiik oldugu goriilmiistiir.

Adhikari ve ark.’ Bacillus subtilis bakterisinden SSF yontemiyle alkalin
proteaz iiretmek i¢in kullandiklar1 patates kabugu ve Imperata cylinrica ¢imenini kati
substrat olarak kullanmislar. En uygun inokiiliim hacmini 4 ml’ lik bakteri ekiminde

elde etmislerdir.
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Prakasham ve ark.* Amycolatopsis sp.RSP3’ ten SSF yoluyla Rifmycin B
tiretmek icin %2.4 ten %12.0 kadar degisen oranlarda ekim yapilmis ve en uygun

inokiiliim hacminin %7.2° de elde etmislerdir.

Baysal ve Uyar; ® yeni izole ettikleri Bacillus sp.” den SSF yoluyla alkalin
proteaz iiretimini gerceklestirmisler. Bugday kepegi ve mercimek kabugu iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada enzim {iretimi i¢in en uygun inokiiliim hacminin %20 oldugunu

tespit etmislerdir.

Calismamizda enzim iiretimi iizerine inokiiliim hacminin etkisini belirlemek
i¢in yaptigimiz ¢alismada en yiiksek proteaz aktivitesi 1.521 U/mg ile 2.5 ml’ lik
SSF ortamina ilave edilen bakteri miktarinda elde edilmistir. Proteaz {iretiminde
ekim miktar1 2.5 ml’ nin Ustline ¢iktiginda enzim aktivitesinde azalmanin oldugu
goriilmiistiir. Inokiiliim hacmi artinldiginda ortamdaki bakteri yogunlugunu
artirdigindan dolay1 bu bakterilerin sentezledigi ikincil metabolitlerde artacaktir. Bu
metabolitlerin  artis1  proteaz  {iretimini  indiikleyebildigi  diisiintilmektedir.
Literatiirlerde yapilan incelemelerde enzim aktivitesi lizerindeki inokiiliim hacminin

farkli olmasi kullanilan bakterilerin farkli olmasindan kaynaklandig: diisiiniilebilir.

Baysal ve Uyar;® Bacillus sp.’den SSF yoéntemiyle alkalin proteaz iiretmek
icin bugday kepegi ve mercimek kaugunu kullandiklarinda bugday kabugunda nem
oranint %30; mercimek kabugunuda ise %40 nem oraninda maksimum alkalin

proteaz iiretimini gerceklestirdiklerini raporlamislar.

Mankai va ark'? Streptomyces sp.CN902 ile SSF teknigini kullanarak alkalin

proteaz iiretmek icin ezilmis hurma cekirdegi ve bugday kepegini karistirdiklarinda

63



nem orant %60 oldugu durumda enzim iiretiminde maksimum verim elde ettiklerini

tespit etmislerdir.

Calismamizda nem oraninin enzim tiretimi iizerindeki etkisini incelemek i¢in
SSF’ 1i ortama 2 gr dan 5.5 gr ‘a kadar degisen miktarlarda piring sap1 ilave
edilmistir. 2 gr’ dan 3.5 gr ‘a kat1 substrati artirdigimizda proteaz iiretiminde de artis
oldugu gozlenmis, 3.5 gr ile 5.5 gr arasinda enzim iiretiminde belirgin bir degisiklik
gozlenmemistir. Maksimum enzim iiretimi 1.730 A(420 nm) ile 5 gr ‘da yani %50’
lik nem oraninda tespit edilmigtir. Substrat miktar1 az iken aktivitenin diisiik

olmasinin sebebi ortamda kat1 substrain yetersizliginden kaynaklandigi diisiintilebilir.

Rao ve ark.® Bacillus sp.’den alkalin proteaz iretmek icin SSF besiyerine
ilave edilen azot kaynaklari arsinda en yiiksek proteaz aktivitesinin maya

ekstraktinda elde edildigi goriilmiistiir.

Gaur ve ark.'” izole ettikleri Bacillus sp.’den alkalin proteaz iiretmek i¢in
kullandiklart %1 oranindaki azot kaynaklar1 arasinda maksimum enzim aktivitesinin

NH4CI’ da tespit ettiklerini raporlamiglardir.

Rai ve ark.” Bacillus subtilis’ ten SSF yontemiyle alkalin proteaz iiretmek igin
%1 oraninda kullandiklar1 azot kaynaklar1 arasinda proteaz aktivitesini en yiiksek et

ekstraktinda tespit ettiklerini raporlamiglardir.

Slama ve ark''? Streptomyces sp.CN902 bakterisinden alkalin proteaz iiretmek
icin kullandiklar1 %1 oranindaki azot kaynaklarindan sadece amonyum siilfatin

kontrolden daha fazla proteaz iiretimini gerceklestirdigi tespit edilmistir.

64



Calismamizda enzim aktivitesi lizerinde %1 oranindaki azot kaynaklarinin
etkisini incelemek i¢in amonyum siilfat, amonyum nitrat, sodyum sitrat, iire,
bakteriyolojik peptone, maya ekstraktr ve casamino asit kullanilmistir. Bu kaynaklar
SSF ortamina ilave edilip proteaz aktiviteleri incelendiginde maksimum enzim
aktivitesinin 1.805 A(420 nm) ile casamino asit oldugu gorilmiistiir. Casamino
asitten sonra iire ve amonyum nitratinda kontrolden daha fazla enzim aktivitesine
sahip oldugu tespit edilmistir. Pepton ve sodyum sitratin kontrol ile
karsilastirildiklarinda enzim iiretimi tizerindeki etkilerinin ayni oldugu goriilmiistiir.
Kontrolden daha az enzim iiretimine amonyum siilfat ve maya ekstraktinda

rastlanmustir.

Calismamizda kullandigimiz azot kaynaklarindan enzim iiretimini en fazla
artiran casamino asittir. Bu sonu¢ Dodia ve ark. yaptigi calisma ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Dodia ve ark. karbon kaynaklar1 {izerinde yaptiklar1 ¢alismada ise
glikozun proteaz tretimini baskiladigini tespit etmislerdir. Bizim ¢aligmamizda ise
fruktoz baskilayict olmustur. Bu tiir farkliliklarin goriilmesinin nedenin kullanilan

besiyerinin farkli olmasindan kaynaklandigini diisiinebiliriz.

Azot kaynaklarinin se¢imi enzim iiretimi ilizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Bakteriler biiylime ve enzim iretimi igin farkli organik ve inorganik azot
kaynaklarini tercih ederler. Genelde kompleks azot kaynaklar1 proteaz {iretimi igin

daha fazla tercih edilmektedir.
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Mankai ve ark.'? Streptomyces sp.CN902 ile SSF yontemini kullanarak
alkalin proteaz liretmek icin yaptiklar1 calismada kullandiklart %1 oranindaki karbon

kaynaklarinin tiimii kontrolden daha diisiik deger elde ettiklerini tespit etmislerdir.

Adhikari ve ark.® Bacillus subtilis ile SSF yontemi yardimiyla alkalin proteaz
tiretmek i¢in kullandiklart karbon kaynaklar1 arasinda sadece maltozun kontrolden

daha fazla proteaz iiretmine neden oldugunu dile getirmislerdir.

Sathish ve ark.> Amycolatopsis sp.RSP 3 ile yaptiklari ¢alismada Rifamycin
B iiretmek i¢in SSF besiyerine ilave ettikleri karbon kaynaklari arasinda en iyi

aktiviteyi glukoz ve ksiloz da tespit etmislerdir.

Darmwal ve ark.' izole ettikleri Bacillus sp.” den alkalin proteaz iiretmek i¢in
kullandiklart %1 oranindaki karbon kaynaklar1 arasinda proteaz aktivitesi en yliksek

glukozda tespit etmislerdir.

Rao ve ark.® Bacillus sp.’den alkalin proteaz iiretmek icin %0.5 -2 oramida
kullandiklar1 karbon kaynaklar1 arasinda maksimum aktivitenin ksiloz ve maltoz da

tespit etmislerdir.

Calismamizda enzimlerin {retimi tizerine karbon kaynaklarinin etkisi
arastirildi. %1 oraninda kullandigimiz karbon kaynaklar1 arasinda enzim iiretiminde
en yiiksek aktiviteyi 1.808 A(420 nm) ile sukroz da elde edilmistir. Sukrozdan sonra
maltoz ve glikoz da proteaz iiretmini olumlu etkiledikleri tespit edilmistir. Enzim

iiretiminde en diisiik aktivite ise fruktozda elde edilmistir.

Piring sap1 substrat olarak kullanildiginda ortama eklenen karbon

kaynaklarinin (glikoz, fruktoz, galaktoz, laktoz, sukroz, maltoz ve nisasta) ve azot
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kaynaklarinin (amonyum siilfat, amonyum nitrat, {ire, pepton, maya 0ziitii, casamino
asit ve sodyum sitrat) proteaz sentezini artirmalart bu maddelerin Bacillus
licheniformis’e besin olusturmasi ve enzim iiretimini olumlu yonde etkiledigini dile

getirebiliriz.
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Sekil 4.1. Proteaz iiretimi lizerine farkli substratlarin etkisi
Pk: pirin¢ kabugu, Bk: bugday kabugu, Ak: arpa kabugu,

Ps: piring sap1, Bs: bugday sap1

1,76
1,74
1,72

1,7

1,68
OSeri1

1,66

A (420 nm)

7]

1,62

1,6 T .
1000 1500 2000

Substrat Partikiil Biiyiikligi (pm)

Sekil 4.2. Proteaz iiretimi iizerine substratin partikiil biiyiikliigiiniin etkisi
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Sekil 4.4. Proteaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisi
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Sekil4.5. Proteaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisi
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Sekil 4.6. Proteaz stabilitesi tizerine sicakligin etkisi
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Sekil 4.7. Proteaz aktivitesi ilizerine deterjanlarin etkisi
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Sekil 4.8.Proteaz iiretimi lizerine ekim miktarinin etkisi
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Sekil 4.9. Proteaz tiretimi {izerine nem oraninin etkisi
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Sekil 4.10. Proteaz iiretimi lizerine % 1 azot kaynaklarinin etkisi
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Sekil 4.11. Proteaz iiretimi lizerine % 1 karbon kaynaklarinin etkisi
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SONUCLAR ve ONERILER

Biyoteknoloji, ¢ok cesitli alanlarda gelisme gdsteren ve giiniimiizde
molekiiler biyolojik yontemlerde yaygin sekilde kullanimiyla birlikte, giderek
molekiiler biyoteknoloji seklinde transformasyon geciren, yeni ve gelecege
damgasinin vuracak bir alandir. Ticari alanda kullanilan iiriinlerin iiretilmesi ile ilgili
calismalarin giderek hiz kazanmasi sonucu, Onemi her gecen giin daha da
artmaktadir. Biyoteknolojik uygulamalar genellikle ¢evreye zarar vermeyen, enerji
ihtiyac1 az olan teknikleri kullanirlar. Enzim teknolojisinin giderek gelismesi,
tirtinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi
nedeniyle biyoteknolojinin endiistriyel enzimlerle ilgili yapilan c¢esitli arastirmalar,

daha da énem kazanmaktadir'.

Son yillarda endiistride klasik yontemler yerine enzimlere dayali siireglerin
kullanimi giderek agirlik kazanmaktadir. Cesitli endiistriyel alanlarda kullanilan
enzimlerin, yillik toplam satig tutar1 2 milyar $ ° in tizerindedir. Enzimlerin
kullanildig1 endiistriyel islemler daha ucuz ve kaliteli iiriin elde edilmesine olanak
saglamaktadir. Alkali proteazlar genis pH ve sicaklik araliklarinda kararh
olduklarindan bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadir ve bu nedenle enzim
pazarinda oldukca biiylik bir paya sahiptir. Mikroorganizmalardan iiretilen alkalin
proteazlar yiiksek pH ve yliksek sicakliga dayanikli olmalarindan dolay:1 deterjanlara
katki maddesi olarak eklenmekte sicak su ile daha etkin temizlik saglayacak yikama
olanag1 vermektedir. Dolayisiyla tekstil ve deterjan endiistrisinde 6zellikle termofilik
ve alkalofilik mikroorganizmalarin {irettigi proteaz {reticilerinin taranmasi,

izolasyonu ve nitelendirmesine yonelik ¢alismalar yogunlagmustir °.
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Mikroorganizmalar kullanilarak SSF ¢ li ortamda enzim iiretme c¢aligmalari
son yillarda giderek artmaya ve SmF ‘e alternatif bir teknik haline gelmeye
baslamistir. Diinya genelinde artan tarimsal atiklarin tekrar kullanilmalar1 ekolojik ve
ekonomik olarak oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir. Birgok tarimsal atigin hayvan
yemi vb. alanlarda kullanildig1 bilinmektedir. Fakat SSF teknigi kullanilarak bu
atiklardan ekonomik yarar saglamak miimkiin hale gelmektedir. SSF teknigiyle
endiistriyel enzimler haricinde tipta tedavi amagh kullanilan antibiyotikler iiretmek

de miimkiin hale gelmistir °.

Calismamizda Bacillus licheniformis ATCC 14580 ‘den SSF yontemiyle kati
substrat olarak piring sap1 kullanilarak biyoteknoloji alaninda biiyiik bir 6neme sahip
olan proteaz iiretimini gergeklestirdik. Boylece SSF teknigiyle tarimsal ve zirai
atiklarin mikrobiyolojik siiregte tekrar kullanimi miimkiin hale gelmekte ve bu
atiklardan elde edilen mikrobiyal enzimler endiistriyel alanda genis bir kullanim

alanina sahip olmaktadirlar.

Calismamizda kullandigimiz piring sap1 iilkemizde bol bulunmasindan dolay1
Bacillus licheniformis ATCC 14580’den enzim iiretilmesinde kullaniminin hem iilke
ekonomisi i¢in yararlt olmakta hem de piring sapinin ¢evreye verdigi kirliliginin

giderilmesi bakimindan 6nem arzetmektedir.
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