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OZET

TUZLANMIS KUCUKBAS HAYVAN DERILERINDEN iZOLE EDILEN ILIMLI
HALOFIL BAKTERILERIN PROTEOLITIK AKTIVITELERININ
ARASTIRILMASI

Calismamizda 1limli  halofil Marinococcus tarijensis, Staphylococcus equorum,
Chromohalobacter canadensis, Halomonas eurihalina test mikroorganizmalar1 olarak
kullanilmistir. Bu mikroorganizmalarin proteolitik aktiviteleri % 2 jelatin iceren agar
besiyerinde farkl sicakliklarda (24°C, 30°C, 37°C), farkli pH degerlerinde (7, 8, 9) ve farkli
tuz konsantrasyonlarinda (% 5, % 10) incelenmistir. Bu mikroorganizmalarinin proteolitik
aktiviteleri koloniler etrafinda olusan seffaf zonlara gore tayin edilmistir. [limli halofil test
bakterilerinin % 5 tuz konsanstrasyonunda, tim pH degerlerinde (7, 8, 9) ve 37°C’de 120
saatlik inkiibasyon periyodunun sonunda olusturduklar1 seffaf zon ¢aplarinin biiytikliikleri 4
cm ile 6 cm arasinda Ol¢iilmistiir. En biiyiik seffaf zon ¢ap1 hem Staphylococcus equorum
hem de Marinococcus tarijensis’te saptanirken, en kiigiik seffaf zon ¢ap1 Halomonas
eurihalina’da % 5 tuz konsantrasyonunda 120 saatlik inkiibasyon periyodunda belirlenmistir.
Ayrica 1limh halofil bakterilerin proteaz aktiviteleri spektrofotometrik yontem kullanilarak
% 2 jelatin ve % 5 tuz iceren sivi besiyerinde pH 7, pH 8 ve pH 9’da 6, 12, 24, 48, 72, 96
saatlik  inkiibasyon periyotlarinda incelenmistir.  Chromohalobacter  canadensis,
Staphylococcus equorum, Halomonas eurihalina ve Marinococcus tarijensis’in en yiksek
proteaz aktiviteleri sirastyla 250.2 U/ml, 246.2 U/ml, 227.4 U/ml, 200.2 U/ml olarak
Olcililmiistiir. Sonug olarak, 1limli halofil bakteriler tarafindan {iretilen proteaz enzimlerinin,

deri iiretiminde kullanilma potansiyeli olabilir.
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ABSTRACT

EXAMINATION OF THE PROTEOLYTIC ACTIVITIES OF MODERATELY
HALOPHILIC BACTERIA ISOLATED FROM SALTED SHEEP SKINS

Moderately  halophilic  Marinococcus tarijensis,  Staphylococcus equorum,
Chromohalobacter canadensis, Halomonas eurihalina were used as test
microorganisms in this study. Proteolytic activities of these microorganisms were
examined on agar medium containing 2 % gelatin at different temperatures (24°C,
30°C, 37°C), different pH values (7, 8, 9) and different salt concentrations (5 %, 10
%). Proteolytic activities of the these microorganisms were determined according to
clear zones around the colonies. The diameters of clear zones of moderately halophilic
test bacteria were measured in the range of 4 cm to 6 cm at 120 hours of incubation
period, 37°C and 5 % salt concentration with pH 7, pH 8, pH 9. While the largest clear
zone diameters were observed for both Marinococcus tarijensis and Staphylococcus
equorum, the smallest clear zone diameter was detected at Halomonas eurihalina on
the agar medium containing 5 % salt, after 120 hours of incubation period. In addition,
protease activities of the moderately halophilic bacteria were determined
spectrophotometrically in liquid medium containing 2 % gelatin and 5 % salt with pH
7, pH 8, pH 9 at 37°C for 6, 12, 24, 48, 72, 96 hours of incubation period. The highest
protease activities of Chromohalobacter canadensis, Staphylococcus equorum,
Halomonas eurihalina and Marinococcus tarijensis were measured as 250.2 U/mL,
246.2 U/mL, 227.4 U/mL, 200.2 U/mL, respectively. As a conclution, the protease
enzymes produced by moderately halophilic microorganisms may have potential usage

in leather production.
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SEMBOLLER

pl : Mikrolitre

°C : Santigrat derece
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1. GIRIS
1.1.Giris ve Amag

Deri endustrisinde daha diizgun, purizsuz ve parlak yuzey gortnimine sahip kaliteli deri
elde etmek amaciyla derilerin 1slatilmasi, deri killarmin dokiilmesi, derideki kirecin ve
yaglarin giderilmesinde, sama isleminde ve atik isleme asamalarinda proteaz enzimleri
yaygin olarak kullanilmaktadir (Toptas, 2004; Choudhary ve ark., 2004; Birbir ve ark,
2016). Deri isleme basamaklarindan kire¢ gidermede ve banyolama basamaklarinda
derideki dekorin proteinlerini uzaklastirmak i¢in kullanilan alkali proteazlar derileri
yumusak ve esnek hale getirmekte ve derinin fiziksel ozelliklerini bozmamaktadir
(Mozersky ve ark, 2002; Birbir ve ark, 2016). Kire¢ giderme sonrasi sama isleminde pH 8
- 9°da aktif olan hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal proteolitik enzimler kullanilarak
derilerdeki kollajen ve elastin fibrillerinin hareketliligi saglanir, deri tizerinde kalan killar
ve fibril yapida olmayan proteinler uzaklastirilmaktadir. Kullanilan proteaz enzimleri
sayesinde derinin sir¢a yiizeyi piriizsiiz bir hale gelmektedir (Rao, 1998; Toptas, 2004,
Aslan, 2009). Deri endiistrisinde kullanilmak tizere mikrobiyal proteazlari igeren pek ¢ok
ticari iiriin bulunmaktadir. Deri 1slatma ve kil giderme basamaklarinda pankreatik tripsin,
bakteriyel lipazlar ve proteazlar, deri kiregleme asamasi i¢in mikrobiyal lipaz ve proteaz
karigimlart endiistriyel olarak iiretilmektedir (Toptas, 1998). Deri islentisinde proteaz
enzimlerinin kimyasallarin (sodyum siilfit gibi) yerine kullanilmasiyla ¢evreye verilen
zarara da engel olunmaktadir (Choudhary, 2004). Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda deri
endiistrisinde kullanilan tuzlarda ve tuzlanmis derilerde, deri endiistrisinde kullanilma
potansiyeli olan proteaz Ureten halofil bakterilerin ve arkelerin oldugu sonucu elde
edilmistir (Birbir ve ark., 2004; Birbir ve ark., 2007; Berber ve Birbir, 2010; Bailey ve
Birbir, 1993; Birbir, 1997; Birbir ve ark, 2008). Deri endiistrisinde kullanilan tuzlardan ve
tuzlanmis derilerden izole edilen proteaz iireten halofil izolatlar, deri endiistrisi agisindan
oldukca 6nemli endustriyel mikroorganizmalar olabilir. Derinin farkl islenti sathalarinda
degisik pH’larda, degisik tuz konsantrasyonlarinda ve farkli sicakliklarda aktivite
gosterecek bakteriyel proteazlara olduke¢a ihtiyag bulunmaktadir. Farkli pH, farkli tuz ve
farkli sicakliklarda iireme potansiyeline sahip, derilerden izole edilen 1limli halofil
bakterilerin irettikleri proteaz enzimlerinin deri endiistrisinde kullanim potansiyeli
olacagini diisiinmekteyiz. Bu nedenle bu ¢alismanin amaci, 6zellikle derinin farkl islenti

basamaklarinda kullanilabilecek proteazlarin, tuzlanmis kiigilkbas hayvan derilerinden
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izole edilerek molekiiler ve klasik yontemlerle tanimlanmig 1limli halofil bakteri izolatlar
tarafindan tretilip tiretilmediklerini incelemektir. Calismamizda 6zellikle bazik ve asidik
ortamlarda g¢alisacak proteaz iireticilerinin saptanmasi ile bu mikroorganizmalarin deri
endiistrisindeki farkli deri isleme basamaklarinda kullanilabilirligi belirlenmistir. Bu
Yiiksek Lisans tezinden elde edilen sonuglarin, hem deri endiistrisi agisindan hem de
endustriyel 6nemi olan proteaz iireten 1limli halofil bakteriler hakkinda da 6nemli bir bilgi

kaynag1 olusturacagini diisiinmekteyiz.

1.2. Proteaz Enziminin Ozellikleri

Enzimler biyokimyasal tepkimelerde yiiksek ©Onem tasiyan, aktivasyon enerjisini
diisiirmeleri dolayisiyla reaksiyonlar1 hizlandiran; protein yapisina, katalitik ve anabolik
aktivitelere sahip biyolojik Kkatalizorlerdir (Koolman ve Réhm, 2002). Enzimler,
yapilarinda bulunan aktif bolgeleri ile reaksiyona girecegi substrata gegici bir sire
baglanmaktadir. Bu aktif merkez ile substrat arasinda anahtar ile kilit benzeri bir iliski
vardir. Substrat ile enzim uygun bir sekilde baglandiktan sonra, substrat enzim tarafindan

tirtin veya triinlere doniistiiriilmektedir (Pant ve ark., 2015).

Enzimler alti temel smifa ayrilarak simiflandirilmistir. Bunlar; hidrolazlar, transferazlar,
liyazlar, izomerazlar, ligazlar ve oksirediiktazlardir. Bu enzim smiflari, enzimlerin
katalizledikleri tepkimelerin turine ve substratlarina gore belirlenmistir (Koolman ve
Réhm, 2002).

Hidrolaz enzim grubu peptid baglari, P-N baglari, ester baglari, glikozit baglari, anhidrit
baglari, asitanhidrit baglari, C-O baglari, C-N baglar1 ve C-C baglarmi su varliginda
katalize etmektedir. Hidrolaz smifina ait enzimler proteazlar, esterazlar, lipazlar,
amilazlar, fosfatazlar ve karbohidrazlardir. Hidroliz tepkimeleri, canlilarin hiicre bazindaki

metabolizmalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir (Yenigin, 2000).

Proteaz enzimi, hidrolaz enzim sinifi igerisinde bulunmaktadir. Proteinleri ve hatta
kendilerini katalitik olarak parcalayan proteaz enzimleri, insan genomunun tahmini %
2'sini olusturan en biiylik tek enzim ailesidir (Schilling ve Overall, 2008; Marnett ve

Craik, 2005). Canlilardaki proteaz enzimleri genellikle pankreas ve midede Uretilmektedir
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ve sindirim sisteminde ¢okca bulunmaktadir. Ayrica canli metabolizmasinda gergeklesen
hidroliz reaksiyonlar1 i¢in gerekli proteaz enzimleri, canli viicudunun farkli kisimlarinda
da Uretilmektedir. Kanin pihtilagsmasi siirecinde ve bagisiklik sisteminin aktiflesmesinde
serin proteazlar, hiicre hidrolizinde metallo proteazlar gérev almaktadir. Birgok hormonun
islevleri proteaz enzimi ile diizenlenmektedir. Virlisler, canliliklarini siirdiirmede ve
gelismelerinde gerekli proteazlari kodlamaktadirlar.  Picorna virilisii serin proteazi,
adenovirls sistein proteaz ve retroviriis aspartil proteazi kodlamaktadir (Fersht, 1998).
Yapisal ve fonksiyonel gesitlilik sayesinde proteazlar, hiicre i¢i protein geri
doniistimiinden besinlerin sindirimine ve bagisiklik sistemine kadar bir ¢ok kritik isleve

sahip olmaktadir (Li ve ark., 2013).

Proteazlar, proteinlerin hidrolizini katalizleme yetenekleri sebebiyle enzimler igerisinde
onemli bir grubu olusturmaktadir. Proteaz enzimi, besinlerle alinan proteinin polipeptit
zincirlerindeki peptid baglarini hidrolize ederek islev goérmektedir. Proteazlar, buyik
polipeptit molekdllerini, kucik peptidler ile serbest aminoasitlere hidrolize etmektedir.
Proteaz enzimleri, hidrolize ettikleri proteinlerin biyukltklerine gore peptidaz (proteaz) ve
polipeptidaz olarak ikiye ayrilmaktadir (Van Qua ve ark., 1981; Fersht, 1998). Proteazlar
aktif merkezlerine goOre iki biiyikk gruba ayrilmaktadir. Bunlar endopeptidazlar ve
ekzopeptidazlardir. Ekzopeptidazlar (ekzoproteazlar) polipeptit zincirinin karboksil (-
COOH) ve amino (-NH2) ug¢larindaki peptit baglarini, endopeptidazlar (endoproteazlar) ise
polipeptit zincirinin orta ve i¢ kisimlarindaki peptit baglarin1 hidrolize etmektedir (Rao,
1998). Proteaz enzimleri, her bir {iyesi i¢in ortak ve tutarl karakteristik 6zelliklere sahiptir
ve ortak Ozelliklerinin yami sira baglanabildikleri aminoasit c¢esidine ve Kkatalitik
mekanizmalarina gore alti alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar endoproteazlar olarak bilinen
Aspartil proteaz, Sistein proteaz, Metallo proteaz, Serin proteaz, Treonin proteaz ve
Glutamik proteazdir ( Lopez-Otin ve Bond, 2008). Proteaz enziminin pek ¢ok farkli bi¢im
ve fonksiyonunun olmasina ragmen, peptit baginin koparilmasinin altinda yatan tema tiim
proteazlarda ayni olarak; peptid baginin (C=0) polarizasyonu ve ayni zamanda hidrolize
yol acan karbonil karbonuna saldirmak i¢in bir niikleofilik grubun aktivasyonudur (Li ve

ark., 2013).



Endoproteazlar sporlanma ve farklilasma, protein dongiisii, enzimlerin ve hormonlarin
olgunlagmasi ve hiicresel protein havuzunun onarimi ve korunmasi gibi ¢esitli hiicresel ve

metabolik sirecler icin 6nemlidir (Kalisz, 1988).

Aspartil proteazlar, diisiikk pH degerlerinde aktivite gosterdikleri igin asit endopeptidazlar
olarak da bilinmektedir. Ortam pH’inin 3 ve 4 oldugunda maksimum aktiviteye sahip
olmaktadirlar. Aspartil proteazlar; pepsin, retropepsin ve pararetroviriis enzimleri olarak
¢ gruba ayrilmaktadir. Katepsin D ve rennin (kimosin) enzimleri de asit
endopeptidazlardandir. Mikrobiyal aspartil proteaz kaynaklari iki kisma ayrilmaktadir.
Pepsin benzeri aspartil proteazlar Neurospora, Aspergillus, Rhizopus ve Penicillium
cinslerine ait tirler tarafindan Uretilmektedir. Rennin benzeri aspartil proteazlar ise Mucor
ve Endothia cinslerine ait mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmektedir (Fersht, 1998;
Barett, 1995; Rao, 1998).

Glutamik proteazlar, aktif haldeki bir su molekilini niikleofil olarak kullanip substratinin

peptid baglarin1 koparmaktadir. Glutamik proteazlara memeli canlilarda rastlanmamistir

(Lopez-Otin ve Bond, 2008).

Treonin proteaz, substratin peptid bagina saldirirken aktif merkezinde bulunan treonin

aminoasit kalintisini niikleofil olarak kullanmaktadir ( Lopez-Otin ve Bond, 2008).

Sistein proteazlar, baska bir isimlendirme ile tiyol proteazlar olarak da bilinmektedirler.
Aktif merkezlerinde histidin, sistein ve aspartik asit aminoasitlerini bulunduran sistein
proteazlar, hicre igi proteinlerin doniisiim reaksiyonlarini katalize etmektedirler. Sistein
proteazlar hem Okaryotlarda hem de prokaryotlarda gorilur ve yan zincir 6zgulliklerine
dayanarak papain benzeri sistein proteazlar, tripsin benzeri sistein proteazlar, glutamik
aside 0zgiil olan sistein proteazlar ve digerleri olmak {izere dort gruba ayrilmaktadir. En
cok bilinen sistein proteazi papaindir, papaya meyvesinden elde edilmektedir. Papain
enzimi, 212 aminoasidin olusturdugu tek bir polipeptit zinciridir. Incir bitkisinden elde
edilen fisin, kividen elde edilen aktinidin ve ananastan elde edilen bromelain bitkisel
kaynakli diger sistein proteazlardir. Clostridium histolyticum 'un sentezledigi Clostripain
ve Streptococcus cinsi bakterilerin {rettigi Streptopain bakteri kaynakli sistein
proteazlardandir. Memeli canlilarin lizozom organelleri icerisinde katepsin B1 ve B2 tiyol

proteazlar1 bulunmaktadir. Sistein proteazl ‘- genellikle ndtral pH’ta optimum aktivite
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gOsterir ancak lizozomal sistein proteazlari asidik pH’ta aktif olmaktadir (Rao, 1998;
Barett, 1994; Fersht, 1998, Stryer, 1981; Bugg, 1996).

Serin proteazlar, aktif merkezlerinde serin aminoasidi bulunduran, genellikle pH 7 ile 11
arasinda optimum aktiviteye sahip enzimlerdir. Serin proteazlar virlsler, 6karyotlar ve
bakteriler arasinda ¢ok yaygin olarak bulundugundan hayati Onem tasidigi One
strtlmektedir. Subtilisin enzimi, Bacillus tlrleri tarafindan sentezlenen bir serin proteaz
enzimidir.  Subtilisin, Escherichia D-Ala-D-Ala peptidaz A, kimotripsin  ve
karboksipeptidaz C birbirinden tamamen ilgisiz temel yapilara sahip serin proteaz
enzimleridir. Bu da serin proteazlar igin en az dort ayri evrimsel kdken oldugunu
gostermektedir (Bugg, 1996; Barett, 1994; Fersht, 1977; Gorind ve ark., 1981; Brenner,
1988).

Metallo proteazlar, aktivite gosterebilmeleri igin iki degerlikli bir katyona ihtiyag
duymalar1 ile tanimlanmaktadir. Bu katyon genellikle ¢inko metali oldugundan c¢inko
proteinazlar olarak da karakterize edilmektedir. Metallo proteazlar etki ettikleri spesifik
bolgelere gore dort gruba ayrilmaktadir. Bunlar; nétral, alkali, Myxobacter | ve
Myxobacter 1l dir. Kollajenaz, elastaz ve termolizin birer noétral metallo proteazdir.
Matriks metalloproteazlar ise dokularin farklilasmasi ve yeniden olusturulmasi sirasinda
hiicre dis1 matriksin bozunmasinda gorev alan enzimlerdir. Metallo proteazlar, EDTA gibi
metal iyonlarinin stabilize edilmesinde kullanilan kimyasal bilesikler tarafindan inhibe
edilmesiyle tanimlanmaktadir (Fersht, 1998; Browner ve ark., 1995; Weaver ve ark.,
1977).

Ekzopeptidazlar (ekzoproteazlar) polipeptit zincirinin karboksil(-COOH) ve amino(-NH>)
uglarindaki peptit baglarini hidrolize etmektedir (Rao, 1998).

Aminopeptidazlar; bir aminoasidin, bir dipeptidin ya da bir tripeptidin protein veya peptit
substratlarinin ~ amino  (-NH2) uglu  kismindan ayrilmasin1  katalizlemektedir.
Aminoproteazlar hayvanlarda, bitkilerde, bakterilerde ve mantarlarda bulunmakla birlikte
bir¢gok hiicre fonksiyonunu yerine getirmek i¢in bazi organellerde, sitoplazmada ve

membran bileseni olarak bulunmaktadir (Taylor, 1993; Watson, 1976).



Karboksipeptidazlar; bir aminoasidin veya bir dipeptidin polipeptit zincirinin karboksi (-
COOH) uglu kismindan serbest birakilmasimi katalize etmektedir. Mantarlardan elde
edilen bircok ticari proteaz enzimi, karboksi proteaz icermektedir. Sindirim sisteminde
bulunan karboksi proteazlar tripsin, kimotripsin, elastaz gibi serin proteazlarla birlikte
hareket etmektedir (Reed, 1993; Rao, 1998).

1.3. Proteaz Enziminin Elde Edildigi Kaynaklar ve Kullanim Alanlari

Endustriyel 6neme sahip olan enzimler genellikle bakteriler ve mantarlardan elde
edilmektedir (Madigan ve ark., 2012). Bunun sebebi ise mikroorganizmalarin kolayca
temin edilebilmeleri, ucuz besiyerlerinde hizlica {ireyebilmeleri, farkli kimyasal
reaksiyonlarda kullanilabilmeleri, ytliksek iirlin vermeleri, genetik manipulasyona yatkin
olmalar1 ve diisik maliyetli olmalaridir. Endiistriyel uygulamalarin bazilarinin
gerceklesmesi igin yiiksek 1s1 gerekmektedir ve bu reaksiyonlarda enzimlerin kullanilmasi
ile biiyiik enerji tasarrufu saglanarak endiistriyel islemlerin maliyeti oldukca diismektedir

(Wiseman, 1995; Hasan ve ark., 2006; Birbir ve ark, 2016).

Enzimler insan ve hayvan gidalarinda, ilaclarda, deri endiistrisinde, igeceklerde, kozmetik
urunlerinde, deterjanlarda, tekstil Gretiminde, seliloz ve kagit yapiminda, biyo-yakit
endiistrisinde, ziraat alaninda ve biyoteknolojik c¢alismalarda yayginca kullanim alani
bulmaktadir (Birbir ve ark, 2016). Genellikle yaygin olarak kullanilan endiistriyel
enzimler proteazlar, amilazlar, lipazlar, invertazlar, glikoz oksidazlar, glikoz izomerazlar,
pektinazlar, rennin, laktazlar, DNA polimerazlar, selulazlar ve nikleazlardir (Madigan ve
ark., 2012; Binod ve ark., 2013). Bu enzimlerden &zellikle proteazlar en fazla miktarda

uretilen enzim grubudur (Madigan ve ark., 2012).

Mikrobiyal proteazlar, en 6nemli hidrolitik enzimler arasindadir ve Diinya ¢apinda tiretilen
enzimlerin toplaminin yaklagik % 60’11 olusturmaktadir. Proteolitik enzimlerin, canli
yapisindaki metabolik yolaklardaki roliinlin yanisira endiistriyel uygulamalarda da
kullanigli oldugunun farkedilmesi sonucu proteazlara olan ilgi ticari anlamda giderek
artmaktadir. Mikrobiyal proteaz enzimleri 1914 yilinda ilk kez deterjan katki maddesi
olarak piyasaya suruldiikten sonra gesitli endustrilerde genis bir kullanim alan1 bulmustur
(Gupta ve ark., 2002).



Proteaz enzimleri deterjan, yiyecek, ilag, deri, ipek endiistrilerinde, bira yapiminda,
organik sentezlerde, atiklarin muamelesinde, biyoremediasyon calismalarinda ve X-ray
filmlerde kullanilan giimiisii geri kazanmak i¢in proteaz enzimi kullanilmaktadir (Banerjee
ve ark., 1999; Godfrey ve West, 1996 ; Kumar ve Takagi, 1999; Gupta, Beg ve Lorenz,
2002; Van Qua ve ark., 1981). Ayrica yiyecek endiistrisinde siitiin pihtilastirilmasinda,
yeni dogan mamalarinda ve aroma verici olarak, biskiivi ve kurabiye yapiminda, kagit ve

kagit hamuru endiistrisinde biyofilm onleyici olarak kullanilmaktadir (Kirk ve ark., 2002).

Uygun spesifiklikte, farkli pH ve farkli 1silarda aktif olabilen, metal iyonlarina ve
surfaktanlara karst dayanikli enzimlere endiistrilerde gereksinim duyuldugundan,
arastiricilar siirekli olarak farkli organizmalardan yeni proteolitik enzimler iizerine yogun
olarak caligmalar yapmaktadir. Proteaz enzimi bakteri, mantar ve maya gibi cesitli
mikroorganizmalardan ve ayrica memeli dokularindan iretilmektedir (Haddar ve ark.,
2009). En c¢ok uretilen ticari alkalin proteazlar Bacillus cinslerine ait tirlerden izole
edilmektedirler (Sloma ve ark., 1991; Ferrero ve ark., 1996; Kumar, 2002; Guangrong ve
ark., 2006; Setyorini ve ark., 2006; Venugopal and Saramma, 2007; Rao ve ark., 2007,
Mukherjee ve ark., 2008; Shivanand ve Jayaraman, 2009; Rao ve ark., 2009; Gaur ve
Gupta, 2012).

Bacillus circulans'tan elde edilen alkalin serin proteaz, deri isleme ve deterjan
endistrisinde cevre dostu uygulama potansiyeli ile karakterize edilmistir (Rao ve ark.,
2009).

Gilimiis metali, ¢cok farkli amaglar i¢in kullaniminin yanisira agirlikli olarak fotograf
endiistrisinde kullanilmaktadir. Atik X-1g51mm1 veya fotograf filmleri jelatin icerdiginden
Uzerinde yayilmis olan siyah metalik giimiis metalinin geri kazanimi i¢in miikkemmel bir
kaynak olusturmaktadir. Jelatinin enzimatik hidroliziyle X-1s1n1 filmlerinden giimiisiin
basarili bir sekilde geri kazanimimin, Bacillus subtilis tlrline ait alkali proteaz enzimiyle
saglanabildigi bildirilmistir (Puri, 2001; Oyama ve ark., 2005).

Kiimes hayvanlar1 isleme endustrisinden ve deri endustrisinden ortaya ¢ikan atiklar,
keratin agisindan zengin olmakla beraber polipeptitler, ¢cok sayida hidrojen bagi ve

hidrofobik etkilesimler igermektedir. Alkali proteazlar ve keratinaz enziminin kullanimiyla
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hem atik aritiminda kullanilan kimyasallarin ¢evreye etkilerinden korunulmakta hem de
hidrolitik aktivite sonucu agiga ¢ikan oksijen, sucul yasam formlarmin oksijen ihtiyacini
karsilamaktadir (Hou ve ark., 2006; Gupta ve Khare, 2007). Tiiylerin ve killarin hidrolizini
saglayan keratinaz enzimlerinin bakteriyel kaynagimin Bacillus tiirleri oldugu bildirilmistir

(Okazaki ve ark., 2000)

Ipek boceginin iirettigi kozanm yapisinda iki gesit protein bulunmaktadir. Bunlar; iplik
yapisinda olan fibroin ve bu iplik yapisimi1 bir arada tutan sericin proteinleridir. Alkali
proteolitik enzimlerin uygulanmasiyla ipek proteini olan sericin, iplik yapisina zarar
vermeden hidrolize edilmektedir. Yuksek konsantrasyonlarda proteaz enzimiyle ile
muamele edilen ipek proteinlerinin iplik iizerinde zararh bir etki birakmayip aksine ipek
ipliklerin, geleneksel yoOntemlerle islenmis halinden daha saglam yapida kaldig

gosterilmistir (Kamal ve ark., 2017).

Etin daha yumusak ve daha lezzetli hale getirilmesinde elastaz enzimi; yanik ve yaralarin

tedavisinde uygulanan genis spektrumlu antibiyotiklerin birlesiminde subtilisin enzimi

kullanilmaktadir (Kamal ve ark., 2017).

Deterjan katki maddesi olarak kullanilan proteazlardan bazilar1 sunlardir; Bacillus
amyloliquefaciens tarafindan iiretilen n6traz enzimi optimum olarak pH 6-7 arasinda ve
50°C’de caligmaktadir, Novozymes tarafindan ticari olarak saglanmaktadir; Bacillus
licheniformis tarafindan iiretilen maksataz enzimi optimum olarak pH 8.5-9 arasinda ve
60°C’de c¢alismaktadir, Genencor International tarafindan ticari olarak saglanmaktadir;
Bacillus lentus tarafindan iretilen purafekt enzimi optimum olarak pH 10 ve 55°C’de
caligmaktadir, Genencor International tarafindan ticari olarak saglanmaktadir; Bacillus
halodurans tarafindan fiiretilen esperaz enzimi optimum olarak pH 8.5-11 arasinda ve
60°C’de c¢alismaktadir, Novozymes tarafindan ticari olarak saglanmaktadir; Bacillus
clausii tarafindan tretilen properaz enzimi optimum olarak pH 9-11 arasinda ve 50°C’de
caligmaktadir, Genencor International tarafindan ticari olarak saglanmaktadir (Jones,
2004).

Banerjee ve arkadaglar1 (1999), Bacillus brevis'in bir termofilik ve alkalofilik susundan bir

alkalin proteaz izole etmistir. Enzim, pH 10.5 ve 37°C'de maksimum aktivite gostermistir.
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Proteazlarin ayrica, Pseudomonas (Jelluoli ve ark., 2008; Rahman ve ark., 2006; Dutta ve
Banerjee, 2006; Gaur ve ark., 2010; Patil ve Chaudhari., 2009), Salinivibrio (Karbalaei-
Heidari ve ark., 2007), Listeria (Shumi ve ark., 2004) ve Enterococcus cinslerine ait
tirlerden de (Sato ve ark., 2004) izole edildigi bildirilmistir (Gaur ve Gupta, 2012).

Halofilik proteazlar Bacillus, Virgibacillus, Chromohalobacter ve Halobacillus gibi ¢ok
sayida bakteri cinslerine ait tiirlerden izole edilmektedir. Bu halofilik proteazlar, NaCl
varhiginda ve pH 5-10 arasindaki ortamlarda optimal aktivite gostermektedir. Ayrica 40 °C
ile 75°C arasindaki sicakliklara dayanabilmekte ve organik ¢Oziiciilerin varliginda stabil
kalabilmektedir. Halofilik serin proteaz enzimleri Natronomonas pharaonis, Natrialba
magadii ve Natrococus occultus tiirlerinden elde edilmistir (Enache ve Kamekura, 2010;
Setati, 2010).

1.4. Dericilik, Derinin Yapisi ve Dericilikte Deri Isleme Basamaklar

Hayvan derileri, insanligin ¢ok eski tarihlerinde soguk havanin etkilerinden korunma
amaciyla giyinme esyast ve cadir yapiminda kullanilmistir. Deri kullaniminin insanlik
tarihindeki ilk belgesi, M.O. 20.000 yillarinda Ispanya’daki Altimira Magarasi'nda
cizilmis duvar resimlerinde insanlarin sirtlarinda goriilen hayvan postlaridir (Yildiz, 1993).
Kazilarda bulunmus bazi kabartma ve yontularda soylu smifa ait insanlarin hayvan
postlarimi giyindiklerini gosteren ¢izimler, Anadolu topraklarinda deri islemeciliginin

varligmm M.O. 3000 yillarina dayandigin1 gostermektedir (Tiirktas, 2004).

Osmanli Imparatorlugu’nun varoldugu yillarda el emegine dayanan dericilik zanaati biiyiik
gelisme gostermistir. 1900’14 yillarda gelisen teknolojiyle birlikte dericilikte de
makinelerin kullanimi1 Tirkiye’nin dericilikte geriden gelmesine sebep olmus ancak
1990’11 yillarin ortalarindan itibaren modern teknoloji kosullarini yakalayan Tiirkiye’de
dericilik i¢in Organize Sanayi Bolgeleri acilmistir. Tiirkiye’deki baglica deri iiretiminin
yapildigi bolgeler Tuzla (Istanbul), Menemen (izmir), Corlu (Tekirdag), Usak, Bursa,
Gonen (Balikesir), Gerede (Bolu), Isparta, Hatay, Kula’da (Manisa) bulunan isletmelerdir.
Tiirkiye, kii¢iikbas hayvanlarin derilerinin islenmesi bakimindan 6énemli Ureticilerden biri

olmustur. Hayvanlardan elde edilen derilerin hammadde olarak kullanildigi dericilik



sektoriinde hayvan derileri, giyim esyalarimin yanisira ayakkabi, ¢anta, kemer, valiz,
eldiven ve sandik gibi iirlinlerin yapiminda kullanilmaktadir (Anonim, 2016).

Deri, organizmalarin dis kismin1 kaplayan, viicut icerisindeki homeostasiye 1s1y1
ayarlayarak katkida bulunan, iizerindeki dogal mikrobiyotasi sayesinde canliy1r disardan
gelecek zararli mikroorganizmalara karsi koruyan ortii tabakasidir. Derinin yapisini
olusturan dokular; derinin en dis ylizeyini saran ve dermis tabakasindaki kan damarlarinca
beslenen ¢ok tabakal1 yassi epitel doku; keratin, kollajen ve elastin gibi proteinleri yogun
miktarda iceren diizensiz sik1 bag doku; derideki yag ve ter bezlerinin, killarin ¢evresinde
bulunan kas doku ve dermis tabakasinda bulunan sinir dokudur (Akay, 2011; Toptas,
1993).

Kil
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_ Ustderi Malpigi tabakasi
Epidermis)

Yag bezi
Alt deri | §
(Dermis)

Kil kokii
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Sekil 1.1. Derinin Yapis1 (http://www.biyolojisitesi.net/uniteler/sinirsistemi/derininyapisi.ntml)

Deri (¢ tabakadan (epidermis (Ust deri), dermis (6z deri) ve hipodermis (alt deri))
meydana gelir ve bu tabakalar yapisal, fizyolojik islevler ve kimyasal icerikler agisindan
farklhiliklar gostermektedir. Epidermis tabakasi apikal ve bazal olarak iki alt kisimdan
olusur, apikal kisim kendi ig¢inde stratum corneum, stratum lucidum, stratum granulosum
katlarina ayrilmaktadir. Bu katmanlarda yeni epitel doku hiicreleri olusur ve hucreler
ilerleyerek en distaki stratum corneum tabakasini olusturmaktadir (Anonim, 2007). Bazal
kistm (stratum basale) da stratum spinosum ve stratum germinativum katlarindan

olusmaktadir. Deri islentisi sirasinda epidermis tabakasi uzaklastirilmaktadir (Toptas,

1998).
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Sekil 1.2. Epidermis Tabakalart
(http://droualb.faculty.mjc.edu/Lecture%20Notes/Unit%201/Integumentary%20with%20figures.html)

Dermis, epidermis tabakasinin altinda bulunan ve bag doku yapisinda olan deri
tabakasidir. Dermis ii¢ tabakadan olusmaktadir. Bunlar; en i¢ kisimda bulunan retikiilar
tabaka, papillar tabaka ve deri islenerek yapilan ayakkabi gibi {irlinlerin disarida kalan
yiiziinii olusturan sirca tabakasidir (Toptas, 1993). Yogun olarak kollajen tip I
proteininden olusan kollajen fibrilleri igeren dermis tabakasinin papillar katmaninda kan
damarlari, sinir lifleri, kil kokleri, elastin fibrilleri, yag ve ter bezleri bulunmaktadir.
Kollajen tip | proteini bircok aminoasit ¢esidinden olusmaktadir ve igeriginde en ¢ok
bulunan aminoasitler glisin, lizin, prolin ve hidroksiprolindir (Toptas, 1998; Akay, 2011).
Kollajen fibrillerinin en 6nemli 6zelligi gerilmelere dayanikli olmasidir. Kollajen fibriller,
kaynatildigi zaman eriyerek jelatine doniismektedir. Dericilikte agir metal iyonlart ve
tannik asit ile muamele edilen kollajen yapilar dayanikli bir hale gelmektedir (Akay, 2011;
Anonim, 2007). Derinin islentisi sirasindaki kimyasal ve mekanik etmenler sebebiyle
papillar tabaka, ag seklinde kollajen ve elastin fibrilleri ile Oriilmiis olan retikiler
tabakadan ayrilabilmektedir ve buna engel olmak icin tabaklama asamasmin dogru bir

sekilde yapilmasi gerekmektedir (Toptas, 1998).

Hipodermis, derinin en alt kisminda bulunur ve kollajen fibrillerle desteklenmis olan bu
tabaka derinin ete baglandigi kismi olusturmaktadir. Bu tabakada yag hiicreleri de bolca

bulunmaktadir. Hayvan derisi yiiziiliirken hipodermis tabakasi ya hayvan iizerinde

11



birakilmaya calisilir ya da deri islentisi sirasina dermis {izerinden uzaklastirilmaktadir

(Toptas, 1998).

Derinin kimyasal igeriginin % 65’1 su, % 33’ proteinler, % 2’si yaglar, % 0.2’si
mineraller ve % 2’si karbonhidratlardan olusmaktadir. Hayvan derilerindeki suyun,
yaglarin, karbonhidratlarin ve minerallerin biiyliik bir miktar1 deri islentisi esnasinda
derilerden uzaklastirilmaktadir. Deri sanayisinde kullanilan deriler, ¢ogunlukla biiyiikbas
ve kiigiikbas hayvan derilerinden et iiretiminde yan iiriin olarak elde edilmektedir. Sigir,
koyun ve ke¢i derileri dericilikte en ¢ok kullanilan deriler olmaktadir (Anonim, 2007;
Anonim, 2012).

Hayvan derilerinin, hayvanlarin kesim isleminden sonra deri islentisi yapilana kadar
saklanmasina konservasyon denir. Konservasyon islemi, derinin havada kurutulmasiyla ya
da tuzla muamele edilmesiyle gergeklestirilmektedir. Havada kurutma yonteminde
herhangi bir kimyasal ya da etken bir madde kullanilmadan deriler hava alan bir ortamda
kurumaya birakilmaktadir. Tuzla konservasyon isleminde ise derideki su uzaklastirildiktan
sonra Uzerine tuz serpilerek kuru tuzlama ya da tuzlu su ¢ozeltisi icine koyularak salamura
seklinde deri konservasyonu yapilmaktadir (Anonim, 2007). Tirkiye’deki deri
fabrikalarinda Sereflikochisar Tuz Golii'nden elde edilen tuzlarin  kullanildigi
bilinmektedir (Birbir ve ark., 2003). Derilerin depolarda saklanmasi sirasinda tizerindeki
mikroorganizmalardan korunmasi i¢in tuzun yaninda antiseptik, dezenfektan ve

antimikrobiyal maddeler de kullanilmaktadir (Anonim, 2007).

Konservasyon sonrasi bilyiikk oranda su kaybeden deri sertlestigi ve kurudugu igin deri
islenti basamaklarmin ¢ogunlugunda su kullanilmaktadir. Islatma sirasinda derilerin
uzerinde bulunan sekilsiz proteinler, bakteriler, kan, tire, digki ve kirler ylizey aktif
maddeler, bakterisitler ve % 2-5 oraninda NaCl igeren 1slatma sivisi kullanilarak
derilerden uzaklastirilmaktadir. Islatma isleminin pH’1 10.5 degerinin {izerine ¢iktiginda
derinin i¢ kisimlarinda sismeler goriileceginden 1slatma pH’1 en fazla 10.5 olmalidir
(Toptas, 1993). Islatmanin amaci 20-30 °C’deki sicakliklarda, derilerin konservasyon
isleminden once igerdigi suyu geri kazandirmak ve tabaklama i¢in derinin

yumusatilmasini saglamaktir (Toptas, 1993; Kumar ve Mani, 2007; Anonim, 2016).
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Proteaz enzimleri ge¢miste sadece kil giderme ve sama iglemlerinde kullanilirken artik
1slatma asamasinda da kullanilmaktadir. Islatma islemi sirasinda albiimin ve globiilin gibi
fibril yapida olmayan proteinlerin deriden uzaklastirilmasi amaciyla alkali proteazlar
kullanilmaktadir. Derinin yumusatilmasi amaciyla 1slatma suyuna pankreatin de
katilmaktadir (Fogarty, 1990; Gerhartz, 1990; Crispim ve Mota, 2003).

Islatmadan sonra kil giderme ve kireglik sirasinda hayvan derileri, deri yapisindaki killarin
Na>S, NaH, S ve Ca(OH)2 gibi kimyasal maddeler ve alkali proteazlar kullanilarak
uzaklastirilmasi, derinin kollajen yapisinin gevsetilmesiyle istenilen deri yumusakligin
saglanmast ve derideki yaglarin, fibril yapida olmayan proteinlerin giderilmesi gibi
islemlere tabi tutulmaktadir. Geleneksel deri killarinin ve yiiniin giderilmesi yontemi, asir1
derecede alkali bir durumun gelistirilmesini ve ardindan kil kokunin proteinlerini
¢ozlndurmek icgin sdlfit ile muameleden ibaret olmaktadir. Kimyasallar kullanilmadan
yapilan kil giderme isleminde kullanilan proteaz enzimleri sayesinde, sodyum siilfitin
(Na2S) atik olarak ¢evreye verdigi zarardan da kurtulmak miimkiin olmaktadir (Gerhartz,
1990; Anonim, 2012; Rao, 1998; Ogino ve ark., 2008; Anonim, 2016). Kireclik
isleminden sonra derilerin pH degeri 12-13 gibi yiiksek alkali bir deger olmaktadir
(Toptas, 1993; Anonim, 2007).

Kireglik sonrast deriler lizerinde kalan killarin, kirecin ve kireglik kimyasallarinin
giderilmesi sirasinda etleme islemi de yapilarak derilerdeki dermis tabakasindan alt deri
(hipodermis) tabakasi da uzaklastirilmaktadir. Kire¢ giderme isleminde deride kirecin
sebep oldugu yuksek alkali pH degerinin, zayif asitler ile magnezyum, amonyum tuzlari
((NH4)2S04) ve boraks kullanilarak diistirilmesi saglanmaktadir (Toptas, 1993; Anonim,
2007; Anonim, 2016).

Kire¢ giderme sonrasi sama isleminde proteolitik enzimler kullanilarak derilerdeki kollajen
ve elastin fibrillerinin hareketliligi saglanir, deri iizerinde kalan killar ve fibril yapida
olmayan proteinler uzaklastirilmaktadir (Toptas, 2004; Toptas, 1993). Kullanilan proteaz
enzimleri sayesinde derinin sir¢a yiizeyi yumusak ve piirlizsiiz bir hale gelmektedir.
Kollajen olmayan proteinlerin uzaklastirlmamasi, deri yapisindaki fibril proteinlerin
birbirine yapismasina ve bu durum da deride sertlesmeye, esnemeyen bir yapiya sahip

olmasina neden olmaktadir (Deselnicu ve ark., 1994). Sama asamasinda ortam sicaklig1 20-
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37°C arasinda degismektedir. Kire¢ giderme sonrasi ortamin pH degeri disiiriiliip 8-9’a

cekilmekte ve tuz orani % 5-9 arasinda olmaktadir (Toptas, 1993; Toptas, 2004).

Yag giderme veya yag alma ismiyle bilinen deri isleme basamagi daha ¢ok kiigiikbas
hayvan derileri i¢in uygulanmaktadir. Derilerdeki yaglarin giderilmesi sadece solventler
kullanildiginda yiizeysel olurken, lipaz ve proteaz enzimleri kullanilarak yapildiginda yag
hiicreleri igerisindeki yaglar da deriden uzaklastirilabilmektedir (Choudhary ve ark.,
2004).

Piklaj asamasi ise derilerin slfirik asit (H2SOa4), formik asit (CH20>), laktik asit (C3HesOz)
ve glikolik asit (C2H403) gibi asitler ve NaCl ile muamele edilerek bir sonraki asama olan
kromla tabaklamaya hazirlanmasi islemidir. Kii¢iikbag ve biiyiikbas hayvan derilerinin
kromla tabaklanmasi sirasinda, piklaj asamasinda asitle islem gérmiis derilerin pH degeri

3 olmakta ve kromun derilere baglanmasi engellenmektedir (Toptas, 2004).

Tabaklama, ham deri yapisinin mikroorganizmalarin zararli etkilerinden korunmasi,
derinin dayanikliligini arttirarak enzimlerle ve asitlerle kollajen yapisinin bozulmasina
engel olmak igin yapilmaktadir (Dutta, 1999). Tabaklama islemi, ¢ok farkli sekillerde
yapilabilmekte ancak en ¢ok kullanilan ve en 6nemlisi Cr(SOgs)s ile yapilan kromlu
tabaklamadir. Kromla yapilan tabaklama iglemi, derinin gériiniimiinii iyilestirmektedir. Bu
asamada enzimler kullanilmaz ancak daha 6nceki basamaklarda yapilan enzimatik islemler

tabaklamanin daha etkili olmasina katki saglamaktadir (Choudhary ve ark., 2004).

Retenaj yani ikinci tabaklama, derinin kalitesini arttirmak i¢in tabaklama isleminin tekrar
edilmesi ya da farkli tabaklama maddelerinin kombinasyonlarinin birlikte kullanilmasiyla
derinin tekrar tabaklanmasi islemidir. Retenaj sonrasi istenilen renk, sertlik, yumusaklik,
esneklik, parlaklik gibi 6zelliklerin deriye kazandirilmasi islemine finisaj denmektedir.
Finisaj kaplama, zimparalama ve diizlestirme gibi mekanik yontemlerle derinin
tyilestirilmesini ve dayanikli hale getirilmesini kapsamaktadir. Bu sekilde kullanilacak
derilerin ¢esitlendirilmesi, deri goriiniimiiniin iyilestirilmesi saglanmaktadir (Anonim,

2012; Toptas, 1998; Anonim, 2016).
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1.5. Proteaz Enziminin Deri Sektoriindeki Onemi

Deri islentisi konservasyon, 1slatma, kil giderme, Kireclik, kire¢ giderme, sama, yag
giderme, piklaj, tabaklama, boyama ve finisaj adimlarin1 icermektedir (Toptas, 2004;
Aslan, 2009; Birbir ve ark., 2016). Geleneksel deri isleme yontemleri, kirlilik ve atik
problemleri yaratan sodyum siilfiir gibi tehlikeli kimyasallar1 igerisinde barindirmaktadir.
Enzimlerin kimyasallara alternatif olarak kullanilmasi, deri kalitesinin iyilestirilmesinde
ve c¢evre Kkirliliginin azaltilmasinda basarili sonuglar olusturmaktadir (Rao, 1998).
Enzimlerin deri endiistrisi acisindan 6nemi, 1910 yilinda yapilan pankreatik enzimlerle kil
giderme i¢in yapilan bir ¢alisma ile ortaya konulmasina ragmen, enzimlerin deri
endiistrisinde kullanimlar1 uzun yillar almistir. Deri endiistrisinde kaliteli deri {iretimi ve
endiistriyel atik aritimi i¢in enzimler kullanilmaktadir (Choudhary ve ark., 2004; Birbir ve
ark., 2016). Ozellikle proteazlar, lipazlar ve amilazlar deri islenti basamaklarinda

kullanilan enzimlerin basinda gelmektedir (Rohm, 1910; Choudhary ve ark., 2004).

Deri ve deri killarinin ana yapi taslari protein igermektedir. Proteazlar, derinin kollajen
olmayan bilesenlerinin selektif hidrolizi ve albiminler, globdlinler gibi fibril olmayan

proteinlerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadir (Rao, 1998).

Derileri 1slatmanin amaci deriyi sisirmektir. Geleneksel olarak, bu adim 1slatma sivisim
alkali yaparak gerceklestirilmektedir. Derilerin islatma asamasinda, fibriler olmayan
proteinlerin deriden uzaklastirilmasinda alkali pankreatik proteazlar kullanilmaktadir.
Derilerin suyu daha hizli emilmesini saglamak ve 1slatma i¢in gereken siireyi azaltmak
i¢in mikrobiyal alkali proteazlar kullanilmaktadir. Ozellikle pH 9-11 ve 28-30 °C’de aktif
olarak calisacak enzimler bu asamada tercih edilmektedir. Islatma asamasinda deriyi daha
yumusak ve esnek yapmak icin tripsin ve alkali proteazlar da kullanilmaktadir (Choudhary
ve ark., 2004; Toptas, 1998; Rao, 1998; Birbir ve ark., 2016).

Lipazlar da islatma ve kiregleme asamalarinda proteazlarla birlikte kullanilabilmektedir.
Alkali lipazlar ve proteazlarin bir arada kullanilmasiyla islemin siiresi oldukca kisalir.
Burada kullanilan proteaz enzimi ile yag hiicrelerini kusatan zarlar agilir ve bu yaglar lipaz
enzimine maruz kalir. Bu da yaglari daha hareketli hale doniistiirerek pargalanmis

iriinlerin olugmasina neden olur. Parcalanmis serbest birakilan iiriinler monogliseritler
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(eriyebilir sabunlar, emiilgatorler) olan serbest yag asitlerinden olusur (Hasan ve ark.,
2006; Birbir ve ark., 2016). Yilzey aktif maddelerine benzerlik gosteren monogliseritler,
pH 8-11 gibi alkali ortamlarda yagi deriden kolayca uzaklastirmaktadir (Hasan ve ark.,
2006; Choudhary ve ark., 2004; Toptas, 1998; Birbir ve ark., 2016).

Deri killarinin dokiilmesi igin yaglar1 ve proteinleri pargalayan enzimler bir arada
kullanilmaktadir. Bu enzimler sayesinde deri yapis1 agilarak deri killar1 uzaklastirilir
(Berber, 2009; Aslan, 2009). Kil dokme asamasinda atik su kalitesini iyilestirmek i¢in
alkali ve notral proteazlar da kullanilmaktadir (Choudhary ve ark., 2004; Birbir ve ark.,
2016).

Gunimuzde kire¢ ve sodyum klorir ile birlikte alkali proteazlar, kil giderme igin
kullanilmaktadir ve bu da iiretilen atik suyun miktarinda 6nemli bir azalmaya neden
olmaktadir. Kil giderme agsamasinda % 2-5 oraninda Bacillus licheniformis’in proteazinin
kullanilabilecegi belirtilmistir (Rao, 1998; Saran ve ark., 2013; Birbir ve ark., 2016).

Daha 6nceki sama yontemleri, proteazlarin kaynagi olarak hayvan digkilarinin kullanimina
dayanmaktaydi; bu saglik agisindan sorun olusturma potansiyeli olan glivensiz yontemler
pankreatik tripsin igeren yontemler ile degistirilmistir. Gliniimiizde tripsin, sama i¢in diger
Bacillus ve Aspergillus proteazlarinin kombinasyonu halinde kullanilmaktadir. Enzimin
secimi, elastin ve keratin gibi matriks proteinlerine olan 6zgiilliigline baglidir ve ihtiyag
duyulan enzim miktari, iretilecek olan deri tipinin yumusak veya sert olmasina gore

degismektedir (Rao, 1998).

Sama isleminde pankreas veya bakteri kokenli proteolitik enzimler kullanilir ve bu
asamanin ger¢eklesmesinde sicaklik, pH ve enzim konsantrasyonunun etkisi oldukca
onemlidir. Tripsin ve bakteriyel kaynakli alkali protezlarin kullanildigi gbre sama
basamaginda proteolitik enzimlerin ¢alismasi igin 35°C-37.8°C sicaklik ve 7.5-8.5 pH
degerleri saglanmalidir (Deselnicu ve ark, 1994; Choudhary ve ark., 2004).

Kil giderme ve sama icin enzimlerin artan kullanimi sadece kirlilik problemlerini

engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda enerji tasarrufu konusunda da etkili olmaktadir. Novo
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Nordisk firmasi, deri islenti asamalarindan sama, kil giderme ve islatmada kullanilmak

uzere Pyrase, NUE ve Aquaderm ticari proteazlarin1 Uretmektedir (Rao, 1998).

Yag giderme asamasinda, yaglari uzaklastirmak igin lipazlar ve proteazlar birlikte
kullanilmaktadir (Thanikaivelan ve ark., 2004; Mrozik ve ark., 2008; Birbir ve ark., 2016).
Atik isleme asamasinda, kromla tabaklanmis ati§in islenmesi igin tripsin ve proteolitik

enzimler kullanilmaktadir (Choudhary ve ark., 2004; Birbir ve ark., 2016).

Afsar ve Cetinkaya (2008), kiiclikbas ve biiyiikbag hayvan derilerinin 1slatma, kireglik, ve
piklaj islemlerinde proteaz enzimlerini kullanmislardir. Kire¢cleme safhasinda % 0.1-
0.2°1lik alkali proteazin, 1slatmada % 0.5’lik alkali proteazin, kireglikte % 0.5°1ik alkali

lipaz ve alkali proteaz karisimlarinin kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Mozersky ve arkadaslar1 (2002), deri islenti basamaklarindan kire¢ gidermede ve
banyolama basamaklarinda, derideki dekorini uzaklastirmak icin alkali proteazin
kullanilabilme potansiyelini arastirmiglardir. Alkali proteazla muamele edilmis derilerin
daha yumusak ve daha esnek oldugu ve derinin fiziksel Ozelliklerinin bozulmadigi
saptanmistir. Kollajenaz enzimi iiretmeyen halofillerden elde edilen proteazin 4M NaCl’de
ve hafif alkali pH da aktif oldugunu belirtmislerdir. 4M NaCl i¢eren banyolama sivilarinda
bu enzim kullanildiginda derilerin fiziksel Ozelliklerinde bir bozulma goriilmedigi,
dekorini gevsettigi ve bdylece proteoglikanin proteaz enzimleriyle derilerden kolayca

uzaklastirilabilecegini agiklamiglardir.

Daha onceki ¢alismalarda Tuz Golii’'nden toplanan tuz ve tuzlu su orneklerinden 50 adet
asir1 halofil arkenin % 80’inin proteaz; Kaldirim Tuzlas1 tuz ve tuzlu su 6rneklerinden
izole edilen 20 asir1 halofil arkenin % 70’inin proteaz; Kayacik Tuzlasi tuz 6rneklerinden
izole edilen 9 izolatin % 78’inin proteaz ve Tuzkdy Tuz Madeninden ayrimi yapilan 15
izolatin % 67’sinin proteaz irettigi belirlenmistir (Birbir ve ark., 2004; Birbir ve ark.,
2007). Ayrica deri endiistrisinde kullanilan 40 adet tuz 6rneginin tamamindan proteaz

enzimi Greten (102 - 10* kob/g) arkeler belirlenmistir (Berber ve Birbir, 2010).

A.B.D.’de yapilan bir ¢aligmada tuzlanmig deriden (131 adet) toplam olarak 332 adet asir

halofil arke izole edilmistir ve bu izolatlarin % 94’iniin proteaz enzimi Urettigi
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saptanmistir (Bailey ve Birbir, 1993). Ayrica, tuzlanmig 35 adet Fransiz ve Rus
derilerinden 85 adet asir1 halofil arke izole edilmis ve bu izolatlarin % 67’sinin proteaz
pozitif oldugu saptanmustir (Birbir, 1997). Diger bir ¢alismada, tuzlanmis 36 adet sigir
derisinin %94’iinde proteaz pozitif asir1 halofil (10%- 10° kob/g) arke saptamistir (Berber
ve Birbir, 2010).

Akpolat ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada, tuzlanmis koyun derilerinden izole
ettikleri mikroorganizmalarin % 43’linlin 1liml1 halofil bakteriler ve % 56’sinin asir1
halofil arkeler olduklarin1 gostermislerdir. Bu c¢alismada tuzlanmig kiiglikbas hayvan
derilerinden izole edilen Halococcus dombrowskii, Natrinema pellirubrum, Halorubrum
lipolyticum ve Halococcus morrhuae asir1 halofil arke tlrlerinin proteolitik aktiviteye

sahip olduklar1 saptanmistir (Akpolat ve ark., 2015).

Yapilan bagka bir calismada, Ingiltere ve Avustralya’dan ithal edilen tuzlanmis derilerden
izole edilen 1limli halofil bakterilerden Oceanobacillus picturae, Thalassobacillus
devorans, Salimicrobium halophilum ve Marinococcus halophilus tirlerinin, asir1 halofil
arkelerden ise Natrinema gari ve Natrinema pallidum tirlerinin proteolitik aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Y1lmaz, 2010).

Tuzlanmis kiiciikbag hayvan derileriyle yapilan bir ¢aligmada, koyun derilerinden izole
edilen 1liml1 halofil bakterilerin % 58’inin proteaz enzimini lirettigi saptanmistir. Bu izole
edilen 1limli halofil mikroorganizmalar 16S rRNA gen analizine gdre tanimlanarak
Gracilibacillus  dipsosauri, Salinivibrio costicola, Chromohalobacter japunicus,
Staphylococcus xylosus, Bacillus tequilensis, Bacillus safensis, Salinicoccus roseus,
Bacillus licheniformis, Chromohalobacter canadensis, Bacillus pumilus, Halomonas
halmophila, Staphylococcus equorum, Staphylococcus saprophyticus, Bacillus siamensis,
Planococcus rifietoensis, Marinococcus luteus, Marinococcus tarijensis, Halomonas
eurihalina, Chromohalobacter israelensis ve Idiomarina loihiensis tiirleri olduklar
saptanmistir. Ayni ¢alismadaki keci derilerinden izole edilen 1limli halofil bakterilerin %
72’sinin proteaz enzimini irettigi belirlenmistir. Izole edilmis olan 1limli halofil
mikroorganizmalar 16S rRNA gen analizine gore tanimlanarak Gracilibacillus dipsosauri,
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus arlettae, Bacillus pumilus, Salinicoccus

roseus, Bacillus licheniformis, Staphylococcus xylosus, Halomonas eurihalina ve
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Staphylococcus equorum tiirleri olduklar1 saptanmistir (Caglayan, 2015).

Bu arastirma sonuclari, deri endiistrisinde kullanilan tuzlarda ve tuzlanmis derilerde, deri
endiistrisinde kullanilma potansiyeli yuksek olan proteaz lreten halofil bakterilerin ve
arkelerin oldugunu gostermektedir. Deri endiistrisinde kullanilan tuzlardan ve tuzlanmis
derilerden izole edilen proteaz iireten halofil izolatlar, deri endiistrisi agisindan oldukga

onemli endustriyel mikroorganizmalar olabilir.

1.6. Inmh Halofil Mikroorganizmalar ile Tlgili Bilgiler

Halofil canlilar tuzlu ortamlarda gelisim gosterebilen organizmalardir. Bacteria ve
Archaea domainlerinde bulunan halofilik mikroorganizmalar, ribozom organellerinin
yapisinin biitiinliigii i¢cin potasyum iyonlarina ve hiicre duvarinin yapisini korumak i¢in dig
ortamda sodyum iyonlarina ihtiyag¢ duymaktadir. Hiicre duvarinin yapisinda bulunan
negatif yUkli glutamat ve aspartat gibi asidik aminoasitler, sodyum iyonlarinin
eksikliginde birbirini iterek hiicre duvarinin parcalanmasina ve hiicrenin dagilmasina

sebep olmaktadir (Madigan ve ark., 2019).

Kushner ve Kamekura’nin halofil mikroorganizmalarin optimal gelismeleri i¢in, NaCl
konsantrasyonu baz alinarak yaptiklart siniflandirmada; zayif halofillerin 0.2 ile 0.5 molar
ya da % 1 ile % 3 oranlar arasinda NaCl konsantrasyonuna, ilimli halofillerin 0.5 ile 2.5
molar ya da % 3 ile % 15 oranlar arasinda NaCl konsantrasyonuna ve asir1 halofillerin ise
2.5 ile 5.2 molar ya da % 15 ile % 30 NaCl konstrasyonuna ihtiyag duyduklari
belirtilmistir (Kushner ve Kamekura, 1988). Sicaklik ve pH ihtiyaglar1 cinsten cinse
degisiklik gostermektedir. Ayrica bu bakterilerin, katyonlar ve iyonlagsmayan bilesikler ile
yeri doldurulamayan NaF iyonlarina 6zel bir gereksinimleri vardir (Kushner ve Kamekura,
1988; Ventosa ve ark., 1998). Bu bakteriler tuzlu topraklarda, tuz godllerinde, sodal
gollerde, tuz madenlerinde, tuzlu soguk ortamlarda, tuzlanmis gidalarda yasama alani
bulmaktadir (Ventosa ve ark., 1998).

Aragtirmacilar, 1limli halofil mikroorganizmalar olan Ectothiorhodospira ve
Pseudornonas halosaccharolytica’ nin hiicre zarlarmin proteinlerinde yiliksek oranda
asidik aminoasitlerin bulundugunu bildirmislerdir (Hiramatsu ve ark., 1980; Imhoff ve

ark., 1984; Russell, 1989). Baska bir ¢alismada, 1liml1 halofil mikroorganizmalarin hiicre
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zarlarinda fosfatidilgliserol, difosfatidilgliserol ve fosfatidiletanolamin gibi lipidlerin
bulundugu gosterilmistir (Carrasco ve ark., 2007).

Halomonas ve Chromohalobacter cinsleri halofilik model mikroorganizmalar olarak
bir¢ok ¢alismada kullanilmigtir. Hatta bazi 1limli halofil mikroorganizmalar tiim halofilik
mikroorganizmalar arasinda en halofil olanlaridir ve genis araliktaki tuz
konsantrasyonlarina asir1 halofil mikroorganizmalara gore daha fazla adapte olmuslardir
(Ventosa ve ark., 1998). Bu mikroorganizma grubunun arastirilmasindaki etken,
biyoteknolojik uygulamalardaki potansiyelleri olmaktadir. Bunlar arasinda, sahip olduklari
tuzlu ortamlarda hicresel fonksiyonlarinin zarar gérmesini ve genetik materyal hasarini
onleyen cozinen uyumlu maddelerin, yiiksek tuz konsantrasyonuna adapte olmus hiicre

dis1 enzimlerin ve ekzopolisakkaritlerin tiretimi bulunmaktadir (Arahal ve Ventosa, 2006).

Iliml1 halofil mikroorganizmalarin proteaz, amilaz ve lipaz gibi gesitli hiicre dis1 enzimler
urettigi belirtilmistir (Mellado ve ark., 2004; Ventosa, 2006). Toyoda ve arkadaslari
(1997), tuzlu bir toprak 6rneginden izole edilen 1limli halofil Halomonas elongata susunun
Urettigi ¢oziinen uyumlu bir madde olan ektoinin; proteaz, amilaz, selilaz ve lipaz gibi
enzimlerin aktivitelerinin bozulmasini engelledigi ve stabilize ettigini bildirmislerdir.
Ilimli halofil mikroorganizmalardan Halomonas cinslerinin, ekzopolisakkarit iirettigi
belirlenmistir (Margesin ve Schinner, 2001). Asir1 halofil mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen enzimlerin, diisiik tuz iceren ortamlarda aktivitelerini kaybedebilmelerinin aksine
tlimli halofil mikroorganizmalarin asir1 tuzlu (4 M NaCl) ortamlarda yasayabilmek icin
iirettikleri enzimler, diisiik tuz igeren ortamlarda aktif kalabilmektedir. Iliml1 halofillerin
hidrolaz ve izomeraz siniflarina ait enzimlerinin, ylksek tuz konsantrasyonuna sahip
ortamlarda yapilarinin bozulmadigi saptanmistir (Margesin ve Schinner, 2001; Amoozegar
ve ark., 2008).

Ilimli halofil mikroorganizmalarin Gram-negatif cinsleri; Algoriphagus, Alteromonas,
Arhodomonas, Chromohalobacter, Desulfocella, Desulfohalobium, Desulfovibrio,
Halanaerobacter, Halanaerobium, Halochromatium, Roseisalinus, Haloincola,
Halomonas, Halorhodospira, Thiohalocapsa, Halospina, Halothermothrix,
Halothibacillus, Halovibrio, Idiomarina, Marinicola, Muricauda, Marinobacter,

Pseudoalteromonas, Methylarcula, Methylohalobius, Natroniella, Nitrincola, Orenia,
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Palleronia,  Psychroflexus,  Psycrobacter,  Rhodospirillum,  Rhodothalassium,
Salegentibacter, Salinimonas, Selenihalanaerobacter, Salinisphaera, Salinivibrio,
Salipiger, Spirochaeta, Sporohalobacter, Staleya, Sulfitobacter, Rhodovibrio,
Aliifodinibius, Roseovarius, Oceanicola, Glycocaulis, Ectothiorhodospira,
Thiohalomonas, Thiomicrospira, Spiribacter, Aquisalimonas ve Fodinicurvata olarak
belirtilmistir (Ventosa, 2006; Wang ve ark., 2013; Castro ve ark., 2018; Huo ve ark., 2014;
Lv ve ark.,2014; Gorlenko ve ark., 2009; Sorokin ve ark., 2007; Sorokin ve ark., 2006;

Leon ve ark., 2016; Infante-Dominguez ve ark., 2015; Infante-Dominguez ve ark., 2015a).

[liml1 halofil mikroorganizmalarin Gram-pozitif cinslerinin ise; Prauserella, Clostridium,
Marinococcus, Nocardiopsis, Pontibacillus, Saccharomonospora, Salinibacillus,
Streptomonospora,  Tenuibacillus, Tetragenococcus, Bacillus, Thalassobacillus,
Halobacillus, Filobacillus, Virgibacillus, Lentibacillus, Marinibacillus, Gracilibacillus,
Alkalibacillus, Jeotgalibacillus, Yania, Microbacterium, Dietzia, Desulfotomaculum,
Salinicoccus,  Sporosarcina,  Natronincola,  Nesterenkonia,  Salipaludibacillus,
Aquibacillus, Terribacillus, Amphibacillus, Geomicrobium, Salinithrix, Aliicoccus,
Ornithinibacillus, Saliterribacillus, Alteribacillus, Piscibacillus, Sediminibacillus,
Aquisalibacillus ve Salsuginibacillus oldugu belirlenmistir (Ventosa, 2006; Amoozegar ve
ark., 2018; Amoozegar ve ark., 2014; Liu ve ark., 2010; Pugin ve ark., 2012; Echigo ve
ark., 2010; Zarparvar ve ark., 2014; Amoozegar ve ark., 2014a; Bagheri ve ark., 2013;
Amoozegar ve ark., 2013; Didari ve ark., 2012; Amoozegar ve ark., 2009; Carrasco ve
ark., 2008; Marquez ve ark., 2008).

Bu c¢alismada kullamilan dort test izolati Marinococcus,  Staphylococcus,
Chromohalobacter ve Halomonas cinslerine ait mikroorganizmalardir. Marinococcus
tarijensis, Staphylococcus equorum, Chromohalobacter canadensis ve Halomonas
eurihalina tiirlerine ait tuzlanmis koyun derilerinden izole edilmis bu izolatlar daha dnceki
caligmalarda 16S ribozomal RNA gen analizi metodu ve geleneksel biyokimyasal testlerle

tanimlanmustir (Birbir ve ark., 2015; Caglayan, 2015; Caglayan ve ark., 2017).
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Marinococcus Cinsi

Marinococcus cinsinin gunimize kadar tanimlanmis 5 tlrl bulunmaktadir. Bunlar;
Marinococcus halotolerans, Marinococcus luteus, Marinococcus salis, Marinococcus
halophilus ve Marinococcus tarijensis’dir (Euzéby, 1997; http://www.bacterio.net/, Erisim
Tarihi Subat 2019). Gram-pozitif olan bu bakterilerin, hiicre duvarindaki peptidoglikan
yapisinda mezo-diaminopimelik asit ve izoprenoid kinon (quinone) bulunmaktadir.

Marinococus tarijensis, Bolivya - Tarija’da bulunan bir tuz madeninden alinan tuz
kristalinden (Balderrama-Subieta ve ark., 2013), Marinococcus halotolerans, Cin -
Qinghai’den alinan tuzlu toprak 6rneklerinden (Li ve ark., 2005), Marinococcus luteus,
Cin — Xinjiang ‘daki bir tuz gélinden (Wang ve ark., 2009) ve Marinococcus salis
Surajbari - Hindistan’da bulunan bir tuzladan (Vishnuvardhan ve ark., 2017) izole

edilerek tanimlanmustir.

Marinococcus tarijensis

Ilimli halofil Marinococus tarijensis bakterisi, Bolivya - Tarija’da bulunan bir tuz
madeninden alinan tuz kristalinden izole edilip tanimlanmistir. Optimum olarak % 5 NaCl
(9/ml) konsantrasyonunda, 37 - 40 °C’de ve pH 7.6’ da gelisebilmektedir. Toplam GC
oran1 % 48.6’dir (Balderrama-Subieta ve ark., 2013). Marinococus tarijensis, % 10 tuz
iceren kompleks agar besiyerinde sari renkte koloniler olusturan, gram pozitif, kokoid
seklinde morfolojik yapiya sahip, % 10 tuz iceren ortamlarda, 37 °C de ve pH 7’ de
optimum iireme gosteren, endospor olusturmayan, hareketli ve flagellaya sahip, pozitif
katalaz reaksiyonu gosteren, oksidaz reaksiyonu ve metil-red reaksiyonu negatif olan
mikroorganizmadir. Triptofandan indol olusturmayan, Voges-Proskauer reaksiyonu
negatif olan, sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanamayan, nitrati nitrite indirgeyen fakat
N2 gaz1 olusturmayan, HoS Uretmeyen ancak peptondan amonyak olusturabilen, D-glukozu
kullanabilen, D-galaktoz, D-trehaloz, D-melibiyoz, D-mannoz, L-ramnoz, L-arabinoz, D-
sellobiyoz ve metanol gibi farkli karbon kaynaklarini kullanarak asit tiretebilen, dulsitol,
D-ksiloz, D-sorbitol, riboz, salisin, Myo-inositol, ksilitol, benzoat, propiyonat, fruktoz, D-
melezitoz, format, tartarat, propanol, bitanol ve maltoz gibi karbon kaynaklarini
kullanamayan, L-arginin, L-glisin ve L-Alanin dekarboksilasyon testleri pozitif, L-sistein

L-tirozin, L-prolin ve L-hidroksiprolin dekarboksilasyon testleri negatif olan bakteri
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thradur. Marinococus tarijensis’in amilaz, DNaz, deliilaz, kazeinaz, lipaz, reaz, pullunaz,
ksilinaz, lesitinaz, fosfolipaz, f-galaktosidaz enzim reaksiyonlar1 negatif ve proteaz enzim

reaksiyonu pozitiftir (Birbir ve ark., 2015; Caglayan, 2015; Caglayan ve ark., 2017).

Staphylococcus Cinsi

Staphylococcus cinsinin simdiye kadar tanimlanmig 51 turli bulunmaktadir ve tip sus
olarak Staphylococcus aureus kabul edilmektedir (Euzéby, 1997; http://www.bacterio.net/,
Erisim Tarihi Subat 2019). ilk kez Rosenbach tarafindan 1884 yilinda tanimlanmistir
(Schleifer ve Bell, 2015). Hicreleri kireseldir ve 0.5 - 1.5 um ¢apindadir. Tekli olarak,
ciftler halinde ve tetrat seklinde bulunabilmektedir. Hucreleri hareketsizdir ve Gram
reaksiyonu pozitiftir. Hiicre duvari, peptidoglikan ve teikoik asit icermektedir.
Peptidoglikan icinde bulunan diamino asit, L-lizindir. Genellikle kapsiil olusturmaz veya
siirlt kapsiil olusumu goriilmektedir. Staphylococcus cinsinin DNA igeriginde G+C
miktart % 27 - 41°dir (Schleifer ve Bell, 2015). Staphylococcus cinsine ait ttrler fakultatif
anaerobtur ancak Staphylococcus aureus subsp. anaerobius ve Staphylococcus
saccharolyticus aerobik kosullarda daha hizli ve bol miktarda tiremektedir (Schleifer ve
Bell, 2015). Staphylococcus cinsine ait turler insanlarda, diger memelilerde ve kuslarda
deri, deri bezleri ve mukoz membranda yasayabilmektedir. Konak ve nis tercihleri tiirlere
ve alt tiirlere gore ¢esitlilik gostermektedir. Bazi1 Staphylococcus tirleri et, sut, peynir gibi
cesitli hayvansal Urtinlerden ve gevresel kaynaklardan (toprak, kum, toz, hava veya su)
izole edilebilmektedir. Tuza karsi toleranshdirlar ve kanli besiyerinde iyi gelisme
gosterirler. Bazi tiirler insan veya hayvanlarin firsat¢1 patojenleridir (Kloos ve Schleifer
1975; Sneath ve ark., 1986).

Staphylococcus equorum

Staphylococcus equorum iki adet alt tiire sahiptir. Bunlar; Staphylococcus equorum subsp.
equorum (Schleifer ve ark., 1985) ve Staphylococcus equorum subsp. linens ‘tir (Place ve
ark., 2003). Staphylococcus equorum ilk olarak at derisinden izole edilmistir.
Staphylococcus equorum subsp. linens ise kirmizi lekelere sahip bir peynirin yilizeyinden
izole edilmistir (Schleifer ve Bell, 2015). Staphylococcus equorum, katalaz pozitif, 0.5 -
1.8 pum ¢apinda koloniler olusturan, kloramfenikol ve novobiyosin antibiyotiklerine kars1

direngli, optimum tireme gosterdigi sicaklik 30 °C olarak saptanmis mikroorganizmadir
23


http://www.bacterio.net/

(Schleifer ve ark., 1985). Staphylococcus equorum, % 10 tuz iceren kompleks agar
besiyerinde krem renkte Kkoloniler olusturan, gram pozitif, kokoid seklinde morfolojik
yapiya sahip, % 10 tuz igeren ortamlarda, 37 °C de ve pH 7°de optimum (reme gosteren,
endospor olusturmayan, hareketsiz, pozitif katalaz ve metil-red reaksiyonlar1 gosteren,
oksidaz reaksiyonu negatif olan mikroorganizmadir. Triptofandan indol olusturmayan,
Voges-Proskauer reaksiyonu negatif olan, sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanmayan,
nitrat1 nitrite indirgeyen fakat N2 gazi olusturmayan, H>S (retmeyen ancak peptondan
amonyak olusturabilen laktoz, sukroz ve D-glukozu kullanabilen, D-galaktoz, D-trehaloz,
D-melibiyoz, D-mannoz, L-arabinoz, D-ksiloz, D-sellobiyoz ve riboz gibi farkli karbon
kaynaklarimi kullanarak asit tiretebilen, dulsitol, D-sorbitol, metanol, salisin, Myo-inositol,
L-ramnoz, ksilitol, benzoat, propiyonat, fruktoz, D-melezitoz, format, tartarat, propanol,
bltanol ve maltoz gibi karbon kaynaklarin1 kullanamayan, L-arginin, L-glisin, L-Alanin,
L-prolin ve L-hidroksiprolin dekarboksilasyon testleri pozitif, L-sistein ve L-tirozin
dekarboksilasyon testleri negatif olan bakteri tlradur. Staphylococcus equorum’un
proteaz, Ureaz, lesitinaz ve B-galaktosidaz enzim reaksiyonlari pozitif, amilaz, DNaz,
selllaz, kazeinaz, lipaz, pullunaz, ksilinaz ve fosfolipaz enzim reaksiyonlar1 negatiftir
(Birbir ve ark., 2015; Caglayan, 2015; Caglayan ve ark., 2017).

Chromohalobacter Cinsi

Chromohalobacter cinsinin ginimize kadar tanimlanmis 8 tiirii bulunmaktadir.
Chromohalobacter beijerinckii (Peconek ve ark., 2006), Chromohalobacter canadensis
(Huval ve ark., 1996; Arahal ve ark., 2001), Chromohalobacter israelensis (Huval ve ark.,
1996; Arahal ve ark., 2001), Chromohalobacter japonicus (Sanchez-Porro ve ark., 2007),
Chromohalobacter nigrandesensis (Prado ve ark., 2006), Chromohalobacter marismortui
(Elazari-Volcani,1940; Ventosa ve ark.,1989), Chromohalobacter salexigens (Arahal ve
ark.,2001) ve Chromohalobacter sarecensis (Quillaguaman ve ark., 2004) tarleri
Chromohalobacter cinsine ait turlerdir (Euzéby, 1997; http://www.bacterio.net/, Erisim
Tarihi Subat 2019). Chromohalobacter cinsine ait tirler Gram negatif, ¢omak seklinde
hicrelere ve 0.6 — 1.2 um ¢apinda kolonilere sahip, hareketli ve spor olusturmayan iliml
halofilik mikroorganizmalardir. Ureme icin tuz gereklidir, bu cinse ait trler icin optimum
tuz oran1 % 8 - 10 arasindadir. Optimum gelisme kosullari, 30 — 37 °C, 7.5 pH ve % 8 - 10

oraninda tuz miktaridir. Chromohalobacter cinsine ait mikroorganizmalar aerobiktir,
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katalaz reaksiyonlar1 pozitif, oksidaz reaksiyonlar1 ise negatiftir (Huval ve ark., 1995;
Arahal ve ark., 2001). Chromohalobacter cinsinin tip susu Chromohalobacter
marismortui ‘dir (Elazari-Volcani, 1940; Ventosa ve ark., 1989). Chromohalobacter
cinsine ait ¢ogu tiir jelatini hidrolize edemez ancak bazi tiirlerin de jelatini sindirebildigi

bildirilmistir (Sanchez-Porro ve ark., 2007).

Chromohalobacter canadensis

Chromohalobacter canadensis’in ilk tip izolati Kanada’dan izole edilmistir (Matheson ve
ark., 1976). Chromohalobacter canadensis tirii 15°C - 30°C arasindaki sicaklik
degerlerinde % 3 - 25 NaCl igeren ortamda gelisme gosterirken, 45°C ‘de % 8 - 32 NaCl
iceren ortamda gelismektedir. Optimum gelisme kosullar1 % 7.5 NaCl, 30°C ve pH 5 ile 9
arasindadir (Huval ve ark., 1996; Arahal ve ark., 2001). Chromohalobacter canadensis, %
10 tuz iceren kompleks agar besiyerinde beyaz renkte koloniler olusturan, gram negatif,
comak seklinde morfolojik yapiya sahip, % 7.5 - 10 tuz iceren ortamlarda, 30°C - 37°C’de
ve pH 7’de optimum (reme gosteren, endospor olusturmayan, hareketli ve flagellaya
sahip, pozitif katalaz reaksiyonu gosteren, oksidaz  ve Voges-Proskauer reaksiyonlari
negatif olan mikroorganizmadir. Triptofandan indol olusturabilen ve metil-red reaksiyonu
pozitif olan, sitrat1 tek karbon kaynagi olarak kullanmayan, nitrat1 nitrite indirgeyen fakat
N2 gaz1 olusturmayan, H»S iliretmeyen ancak peptondan amonyak olusturabilen laktoz ve
D-glukozu kullanabilen, D-galaktoz D-melibiyoz, D-mannoz, L-arabinoz, D-ksiloz,
metanol, D-melezitoz, D-sellobiyoz ve maltoz gibi farkli karbon kaynaklarini kullanarak
asit Uretebilen, dulsitol, D-sorbitol, salisin, Myo-inositol, L-ramnoz, ksilitol, benzoat, D-
trehaloz, propiyonat, fruktoz, format, tartarat, propanol, sukroz, riboz ve bitanol gibi
karbon kaynaklarini kullanamayan, L-arginin, L-glisin, L-Alanin, L-tirozin, L-prolin ve
L-hidroksiprolin dekarboksilasyon testleri pozitif, L-sistein dekarboksilasyon testi negatif
olan bakteri turtdir. Chromohalobacter canadensis’in proteaz ve lipaz enzim
reaksiyonlar1 pozitif, amilaz, DNaz, p-galaktosidaz, seliilaz, ureaz, lesitinaz, kazeinaz,
pullunaz, ksilinaz ve fosfolipaz enzim reaksiyonlar1 negatiftir (Birbir ve ark., 2015;

Caglayan, 2015; Caglayan ve ark., 2017).
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Halomonas Cinsi

Halomonas cinsine ait tirler, Olii Deniz ve Kanada'dan (Huval ve ark., 1995), nehir
agizlarindan (Hebert ve Vreeland, 1987), Antarktika'dan (Franzmann ve ark., 1987; James
ve ark., 1990), Biiyiikk Tuz Golii, Utah’dan (Fendrich, 1988), Bonaire Adasi, Hollanda
Antilleri’ndeki bir tuz tesisinden (Vreeland ve ark., 1980) ve Pasifik Okyanusu’ndan
(Baumann ve ark., 1983) izole edilmistir ve simdiye kadar tanimlanmis 94 tiirii
bulunmaktadir (Euzéby, 1997; http://www.bacterio.net/, Erisim Tarihi Subat 2019).
Halomonas halodenitrificans tiiriiniin kokoid morfolojisi diginda tiim Halomonas turleri
comak seklinde hiicrelere sahip, hareketli, beyaz ya da sar1 renkli kolonilere sahip Gram
negatif, katalaz ve oksidaz reaksiyonlar1 pozitif olan mikroorganizmalardir. Halotolerant
ve 1liml1 halofil olarak tanimlanan Halomonas tlrleri % 0.1 — 32.5 oranlar1 arasinda NaCl
iceren ortamlarda gelisme gostermektedir. Halomonas elongata tlrl, ozmotik soka maruz
kaldiginda plazmolize ugrayabilmektedir ancak plazmoliz olmus mikroorganizmalar
canliliklarin1 kaybetmezler ve sahip olduklari ektoin gibi organik ozmotik bilesiklerin
artmasiyla hiicre i¢i dengeyi sagladiktan sonra gelismeye devam etmektedir (Vreeland,
2005). Halomonas cinsine ait tdrler Gretikleri halofilik enzimler, ¢dzinen uyumlu
bilesikler ve ekzopolisakkaritler sebebiyle biyoteknolojik agidan dikkat c¢eken
mikroorganizmalardir (Ventosa ve Nieto, 1995).

Halomonas eurihalina

Halomonas eurihalina, Quesada ve arkadaslar1 (1990) tarafindan Ispanya’da Alicante
yakinlarinda bulunan tuzlu bir kaynaktan izole edildiginde Volcaniella eurihalina olarak
isimlendirilmistir. Ancak Mellado ve arkadaglar1 (1995) yaptiklar1 ¢alismada, bu
mikroorganizmanin Halomonas cinsinin genetik Ozelliklerini tasidigimi 16S rRNA
yontemiyle gostermislerdir ve adini Halomonas eurihalina olarak yenilemislerdir. Iliml
halofil bir mikroorganizma olan Halomonas eurihalina, % 7.5 NaCl 32 °C’deki sicaklikta
72 saat boyunca tretildiginde, 4 - 5 mm ¢apinda opak, krem renkli ve mukoid yapida
kolonilere sahip oldugu goriilmiistiir. Na* iyonlarina gereksinim duyar ve kiiltiir ortaminda
NaCl, Na;SOs veya NaBr tuzlarindan Na* iyonlari saglanabilmektedir (Quesada ve ark.,
1990). Quesada ve arkadaslar1 1993 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada, Halomonas
eurihalina bakterisinin F2-7 susunun % 7.5 NaCl ve 32 °C’deki sicaklik degerinde, yuksek
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iyonik dayanikliliga, termostabiliteye ve asidik pH degerlerinde ¢ozeltilerin viskozitesini
artirma kapasitesine sahip ve psOdoplastik davranis sergileyen bir ekzopolisakkarit
iirettigini saptamislardir. Bu 6zellikler, gida endiistrisinde 6zellikle pH'in genellikle asidik
oldugu ortamlarda bir katki maddesi olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bejar ve
arkadaglar1 (1998), Halomonas eurihalina suslarindan yiiksek oranda elde ettikleri
ekzopolisakkaritlerin onemli miktarlarda siilfat igerdigini saptamistir. Silfat iceren
polisakkaritler, ila¢ endistrisinde i¢in antikoagtllan (Nishino ve ark., 1989), antitimoral
(Inoue ve ark., 1988) ve antiviral (Okutani, 1992) gibi uygulama alani bulmaktadir.
Halomonas eurihalina, % 10 tuz igeren kompleks agar besiyerinde krem renkte koloniler
olusturan, gram negatif, comak seklinde morfolojik yapiya sahip, % 10 tuz igeren
ortamlarda, 37 °C’de ve pH 7’de optimum iireme gosteren, endospor olusturmayan,
hareketli ve flagellaya sahip, pozitif katalaz ve oksidaz reaksiyonlari gosteren, Voges-
Proskauer reaksiyonu negatif olan mikroorganizmadir. Triptofandan indol olusturamayan
ve metil-red reaksiyonu pozitif olan, sitrati tek karbon kaynagi olarak kullanmayan, nitrat
nitrite indirgeyen fakat N. gazi olusturmayan, H,S Uretebilen ve peptondan amonyak
olusturabilen, laktoz, sukroz ve D-glukozu kullanabilen, D-galaktoz, D-trehaloz, D-
mannoz, D-sellobiyoz, L-arabinoz, propiyonat, salisin, metanol, bitanol, fruktoz ve maltoz
gibi farkli karbon kaynaklarini kullanarak asit tiretebilen, dulsitol, D-sorbitol, D-ksiloz,
D-melezitoz, Myo-inositol, L-ramnoz, ksilitol, benzoat, format, tartarat, propanol, D-
melibiyoz ve riboz gibi karbon kaynaklarini kullanamayan, L-arginin, L-glisin, L-tirozin
ve L-prolin dekarboksilasyon testleri pozitif, L-sistein, L-Alanin ve L-hidroksiprolin
dekarboksilasyon testleri negatif olan bakteri tiriidir. Halomonas eurihalina ‘mn proteaz,
Ureaz ve lipaz enzim reaksiyonlari pozitif, amilaz, DNaz, -galaktosidaz, seliilaz, lesitinaz,
kazeinaz, pullunaz, ksilinaz ve fosfolipaz enzim reaksiyonlar1 negatiftir (Birbir ve ark.,
2015; Caglayan, 2015; Caglayan ve ark., 2017).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullanilan Besiyeri, Cozelti ve Kimyasallar
2.1.1. Kullanilan Besiyerleri

%10 Tuz Igeren Kompleks Sivi Besiyeri, % 10 Tuz igeren Kompleks Agar, % 5 Tuz
Iceren Kompleks Srvi Besiyeri, % 5 Tuz Igeren Jelatin Agar, % 10 Tuz Iceren Jelatin
Agar, % 5 Tuz igeren Jelatinli S1v1 Besiyeri.

2.1.1.1. % 10 Tuz i¢ceren Kompleks Sivi Besiyeri

Maya OZUt . ...l S g
PH ... 0. A0 48 . 4 4o ... 7.0

121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Ventosa ve ark., 1982; Caglayan ve ark.,
2017).

2.1.1.2. % 10 Tuz iceren Kompleks Agar

Maya OZUt ...l 5 g
N TP 20g

121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Ventosa ve ark., 1982; Caglayan ve ark.,
2017).

2.1.1.3. % 5 Tuz iceren Kompleks Siv1 Besiyeri

Maya OZUt ... 5 )
DIStIlE SU oot e 500 M

% 5 tuz iceren Kompleks Sivi Besiyerlerinin pH degerleri 7, 8 ve 9 olarak ayarlandiktan
sonra 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Ventosa ve ark., 1982; Caglayan ve

ark., 2017).
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2.1.1.4. % 5 Tuz iceren Jelatin Agar

Maya OZUt .....ooviiei e 5 O
Agar PP A |
Jelatin PP I -
D-glikOZ ool L €
Distile SU .o e 500 M

% 5 Tuz iceren Jelatin Agar Besiyerlerinin pH’ lart 7, 8 ve 9 olarak ayarlandiktan sonra
121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Bese, 1974; Birbir ve ark., 2015;
Caglayan, 2015; Sanchez-Porro, 2015).

2.1.1.5. % 10 Tuz iceren Jelatin Agar

Maya OZUt ......ooveeiineiie el 5 O
D-glikoz ol 1 G
Agar el A A A ... O
Jelatin ... ... . A . ... ...

% 10 Tuz igeren Jelatin Agar Besiyerlerinin pH’ lar1 7, 8 ve 9 olarak ayarlandiktan sonra
121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Bese, 1974; Birbir ve Caglayan, 2015;
Caglayan, 2015; Sanchez-Porro, 2015).

2.1.1.6. % 5 Tuz Iceren Jelatinli Siv1 Besiyeri

Maya OZUt ......oooviineeiiei e a2 050
Jelatin e 20
D-gliKOZ o e :01g
DIStile SU ..o S0 M

% 5 Tuz iceren Jelatinli Siv1 Besiyeriyerlerinin pH’ lar1 7, 8 ve 9 olarak ayarlandiktan
sonra 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Bese, 1974; Birbir ve ark., 2015;
Caglayan, 2015; Sanchez-Porro, 2015).
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2.1.2. Kullanilan Cézelti ve Kimyasallar

% 30 Tuz iceren Tuzlu Su (TS30), % 10 Tuz iceren Tuzlu Su (TS10), 1.8N NaOH
Cozeltisi, %10 Triklorasetik Asit Cozeltisi (TCA), 100 mM Tris-HCI Tampon Cozeltisi,
% 1 Azokazein Cozeltisi, % 5 NaCl igeren Tuzlu Su Cozeltisi, Frazier Ayraci, Bradford
Reaktifi, % 95 Etil Alkol Cozeltisi, Iyot Cozeltisi, Safranin Cozeltisi , % 0,25 Kristal
Viyole Cozeltisi.

2.1.2.1. % 30 Tuz iceren Tuzlu Su (TS30)

NaCl e e 234 g
MQCl2 .6H20 o2 39 0
MOSO4.TH20 o e B1 G
CaCl; e A A Ay A 1
NaHCO3 Lo T A A AT . ........:025¢
NaBr e i A A ... ......07Q
Distile su AN A ... 1000 mi

Butlin maddeler ¢ozundukten sonra tuzlu su cozeltisi filtre kagidi ile siiziilmiistiir
(Ventosa ve ark., 1982; Sanchez-Porro ve ark, 2003).

2.1.2.2. %10 Tuz iceren Tuzlu Su (TS10)

DiStile SU  .ooiiniiii e 667 M
121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir (Ventosa ve ark., 1982; Sanchez-Porro ve
ark, 2003).

2.1.2.3. 1.8 N NaOH Cozeltisi

NaOH PPN &3 -4
DIStILE SU oot e 250 m]

2.1.2.4. % 10 Triklorasetik Asit Cozeltisi (TCA)

TriKIorasetik ASIt oo e 10 m
Distile Su 290 M
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Hazirlanan % 10’luk ¢oOzeltiden 10 ml alinarak distile su ile tlizeri 100 ml’ye

tamamlanmistir (Secades, P. ve Guijarro J. A., 1999).

2.1.2.5. 100 mM TrisHCI Tampon Cozeltisi

MQCL.6H20 .o 1012 g
Distile Su e 1000l o]

Bir miktar distile su icerisinde TrisHCI karistirilarak ¢6zdiiriildiikten sonra MgCl..6H20
bu karisima eklenmistir. Tampon ¢ozeltilerinin pH’ lar1 7, 8 ve 9 olarak ayarlandiktan

sonra son hacim 1000 m1’ye tamamlanmistir (Secades, P.ve Guijarro J. A., 1999).

2.1.2.6. % 1 Azokazein Cozeltisi

Azokazein ... Ay A ... . ]lg
100 mM TrisHCI Tamponu (pH 7,8,9) ........oiiviiiiiiiiiiiiiieieen...2 100 ml
Uc farkli pH’da hazirlanan tampon ¢ozeltiler icerisinde azokazein ¢dzdiiriildiikten sonra

son hacimleri 100 ml’ye tamamlanmistir (Secades, P.ve Guijarro J. A. 1999).

2.1.2.7. % 5 NaCl iceren Tuz Cozeltisi

NaCl PP S ] I 4
Distile Su ..o e e 1000 M
NaCl, distile su icerisinde ¢ozduruldikten sonra belirli miktarlarda deney tuplerine

paylastirtlmigtir ve 121°C’de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

2.1.2.8. Frazier Ayiraci

DSt SU oo i 80 m

2.1.2.9. % 95 Etil Alkol Cozeltisi

DISTILE SU .o e S m
Bl ALKOL .o 295 M
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guijarro%20JA%5Bauth%5D
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2.1.2.10. iyot Cozeltisi

Potasyum 1yOdilir ......oovviiii e 2 G

Iyot i 1 g
Potasyum iyodr ile iyot toz haline getirilmistir ve 300 ml distile su igerisinde eritilmistir
(Harley ve Prescott, 2002).

2.1.2.11. Safranin Cozeltisi

% 95 Etil Alkol COZeltisi .....coovvvveiiiiiiiiiiiiiiciiiiiieeieeeeeeent 100 ml
Safranin PPN o X ¢
Distile Su e enee e 90 M

Stok olarak hazirlanmis safranin ¢ozeltisi distile su ile 1:10 oraninda sulandirilmistir

(Harley ve Prescott, 2002).

2.1.2.12. % 0,25 Kristal Viyole Cozeltisi

% 85’lik Kristal Viyole — ....c.oiiiiii e 2 8

% 95 Etil AIKOl COZEItiST ....vvivnniiiiie i i eeneen .2 20 m
Amonyum oksalat PP PPRPPRPRR | R o X o
Distile Su PR <10 1 111 |

Amonyum oksalat distile su icerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra iizerine %85’lik Kristal

Viyole ile % 95 Etil Alkol Cozeltisi karisimi eklenmistir (Harley ve Prescott, 2002).

2.2. Cahismamizda Kullanmilan Ilmh Halofil Mikroorganizmalar

Marmara Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Bitki Hastaliklart ve Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Kiltir Koleksiyonunda bulunan, tuzlanmis kiiglikbas hayvan derilerinden
izole edilip geleneksel ve molekiiler yontemle tanimlanan 1liml1 halofil mikroorganizmalar

bu calismada test izolatlar1 olarak kullanilmistir (Birbir ve ark., 2015; Caglayan, 2015).
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Tablo 2.1. Calismamizda kullanilan 1limli halofil mikroorganizmalarin izolat kodu, 16S
rRNA dizisi uzunlugu, benzerligi ve filogenetik olarak benzedigi tir.

izolat Kodu Uzunluk (bp) Filogenetik Olarak Benzedigi Tiir  Benzerlik(%6)

GAM3 1400 Marinococcus tarijensis 99.64
GA7 1348 Staphylococcus equorum 100
TR6 1377 Chromohalobacter canadensis 99.85
BL5 1372 Halomonas eurihalina 99.20

2.3. Kullanilan Laboratuvar Ekipmanlari

Fen Edebiyat Fakiiltesi Bitki Hastaliklart ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda bulunan Distile Su Cihazi (GFL), Terazi (Sartorius Analytic), Etiiv (Niive
EN500), Otoklav (Web MLW), Pasteur Firin1 (Kermanlar), Vorteks Tiip Karistiricisi
(Niive), Mikroskop (Olympus), Santrifiij (Sigma), Buzdolab1 (Argelik), Calkalamali Etiiv
(Edmund Buhler), pH Metre (WTW), Biyogivenlik Kabini, Helios Zeta UV-Vis Cift
Yollu Spektrofotometresi Thermo (Waltham, MA, USA), Su Banyosu ve Ceker Ocak’tan

caligmamiz siiresince faydalanilmstir.

2.4. Yapilan Calismalar

Calismamizin basamaklar1 asagidaki asamalardan olugmustur;

1. Iliml1 halofil izolatlarin s1v1 besiyerinde {iretilmesi,

2. Iliml1 halofil izolatlarin saf kiiltiir olup olmadiklarinin incelenmesi,

3. Iliml1 halofil izolatlar tarafindan iiretilen proteaz enzimlerinin aktivitelerinin farkli tuz
konsantrasyonlarinda, farkli pH ve farkli sicaklik degerlerinde agarli besiyerinde
arastirilmasi,

4. Optimum kosullarda sivi besiyerinde iiretilen bakteri izolatlarnin proteaz enzimi
uretimlerinin spektrofotometrik yontemle saptanmasi,

5. Bradford metodu ile protein miktarinin belirlenmesi.

2.4.1. Ihmh halofil izolatlarin s1v1 besiyerinde iiretilmesi

Fen Edebiyat Fakiiltesi Bitki Hastaliklar1 ve Mikrobiyoloji Anabilim Dali Mikrobiyoloji
Laboratuvart kiiltiir koleksiyonunda skim milk’de -20°C’deki saklanan 1limli halofil

izolatlardan alinarak ayri ayrt pH’t 7 olan steril % 10 tuz iceren Kompleks Sivi
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Besiyerlerine ekimleri yapilmis ve 24 saat etlivde bekletilmistir.

2.4.2. Ilhmh halofil izolatlarin saf kiiltiir olup olmadiklarinin incelenmesi

S1v1 besiyerine ekimleri yapilan test izolatlarinin 24 saatlik kiiltiirlerinden pH’1 7 olan %
10 Tuz iceren Kompleks Agar Besiyerine azaltma ydntemiyle ekim yapilmistir ve ekimleri
yapilan izolatlar 37°C de 24 saat etiivde bekletilmistir. izolatlarin kontamine olup olmadig:
hem besiyerindeki koloniler incelenerek hem de Gram boyama yontemiyle hazirlanan
preparatlarda kontrol edilmistir. 24 saat etiivde bekletilmis bakteri kolonilerinden 6ze ile
alinmis ve steril distile su igerisinde sulandirilip lam {izerine yayilmistir. Is1 ile muamele
edilerek bakteriler lam Uzerinde sabitlenmistir. Hazirlanan preparat tzerine kristal viyole
dokiilmiis ve 1 dakika bekletildikten sonra distile su ile kristal viyole uzaklagtirilmisgtir.
Daha sonra preparat iizerine iyot ¢ozeltisi dokiiliip 1 dakika bekletilmistir. Distile su ile
iyot ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra 20 saniye boyunca % 95 etil alkol gozeltisi ile
preparat dekolorize edilmistir. Distile su ile alkol uzaklastirilmistir. Ardindan safranin
cozeltisi ile 1-2 dakika muamele edilip distile su ile yikanan preparat havada kurumaya
birakilmistir. Daha sonra preparat immersiyon objektif ile mikroskopta incelenmistir
(Madigan ve ark., 2012). Ilimli halofil mikroorganizmalardan Marinococcus tarijensis ve
Staphylococcus equorum Gram (+), Chromohalobacter canadensis ve Halomonas

eurihalina Gram (-) reaksiyon gostermistir.

2.4.3. IThhmh halofil izolatlar tarafindan iiretilen proteaz enzimlerinin aktivitelerinin
farkh tuz konsantrasyonlarinda, farkhh pH ve farkh sicakhk degerlerinde agarh

besiyerinde arastirilmasi

Kiigiikbas hayvan derilerinden izole edilen izolatlarin proteaz enzimi tretimleri, farkli tuz
konsantrasyonlarinda jelatin agar besiyerinde ayr1 ayri test edilmistir. Kompleks sivi
besiyerinde izolatlar Uretildikten sonra, her bir izolatin bakteri konsantrasyonlart 0.5
No’lu McFarland (108 kob/ml) tiipiine gore ayarlanmistir. Bu tiplerden 2 pl alarak ayri
ayr1 % 5 ve % 10 tuz iceren farkli pH degerlerine (7, 8, 9) sahip steril Jelatin Agar
besiyerlerine konulmustur ve bu petriler farkli sicakliklarda (24 °C, 30 °C ve 37 °C) 120
saat sureyle etlivde inkiibe edilmistir. izolatlarin proteaz aktiviteleri, 120 saat sire
boyunca 24 saatlik inkiibasyon sirelerinin sonunda kontrol edilmistir. Her kontrolde

petrinin iizerini Ortecek kadar Frazier ayiraci dokiilmiistiir. Ayira¢ dokiildiikten sonra
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kolonilerin etrafinda gozlenen seffaf bdlgeler pozitif proteolitik aktivite olarak
degerlendirilmistir ve cetvelle bu zon caplar1 Ol¢llmistiir (Caglayan, 2015; Sanchez-
Porro ve ark., 2003; Sanchez-Porro, 2005).

2.4.4. Optimum Kkosullarda sivi besiyerinde iiretilen bakteri izolatlarimin proteaz

enzimi Uretimlerinin spektrofotometrik yontemle saptanmasi

Proteaz enzimi tiretiminin en yliksek oldugu tuz konsantrasyonu, pH ve sicaklik
kosullarinda siv1 jelatin besiyerinde iiretilen 1limli halofil izolatlarin farkli inkiibasyon
strelerinde proteaz enzimi Uretimleri spektrofotometrik yontemle saptanmistir. Bu amagla,
thmli halofil test izolatlar1 ayr1 ayr1 % 5 tuz igeren ve pH 7, 8, 9 olarak ayarlanmis
kompleks agar besiyerlerine 06zeyle ekilerek 24 saat slreyle 37°C’deki etiivde
bekletilmistir. Agarli besiyerinde iireyen saf 1limli halofil test izolatlar1 ayr1 ayr1 % 5 tuz
iceren ve pH 7, 8, 9 olarak ayarlanmis kompleks siv1 besiyerlerine inokdile edilerek 24 saat
sureyle 37°C’deki  etiivde  bekletilmistir.  Daha  sonra izolatlarin  bakteri
slispansiyonlarindan ayr1 ayri1 alinarak steril % 5 tuzlu su bulunan tiipe konulmus ve
bakteri yogunlugu 0.5 No’lu McFarland (108 kob/ml) tiipiine gére ayarlanmistir. Bakteri
yogunlugunun ayarlandigi bu bakteri slispansiyonlarindan ayri ayr1 100 pl alinarak 9.9 ml
steril jelatin iceren sivi besiyerlerine konulmustur. Daha sonra bu bakteri
slispansiyonlarindan da 10 ml alinarak 90 ml jelatin igeren steril sivi besiyerlerine

konulmus ve bakteri kiiltiirleri 100 ml’ye tamamlanmustir.

Test izolatlarinin deney Oncesi bakteri sayilarini belirlemek amaciyla, bu besiyerlerinden
100 pl alinarak diliisyonlar yapildiktan sonra % 5 NaCl iceren ve pH 7, 8, 9 olarak
ayarlanmis steril jelatin agar besiyerlerine ayr1 ayr1 3 tekrarh olarak ekilerek 37 °C’ de 24
saat etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda izolatlarin deney &ncesi bakteri

sayilar1 hesaplanmistir.

Bakteri ekimleri yapilan sivi jelatin besiyerleri 37°C’de 6, 12, 24, 48, 72, 96 saat sureyle
etiivde inkiibe edilmistir. Bu sirecte besiyerlerinden inkiibasyon streleri sonunda 1 ml
alinarak ayr1 ayr steril eppendorf tiiplerine konulmustur. Test izolatlarina ait eppendorf
tlpleri 1500 rpm’de 5 dakika santrifujlenerek bakteriler cokturildikten sonra ekstraseluler
proteaz iceren Ust fazlar enzim tayini igin ayrilmistir. Ug ayrnn pH’ta (pH 7,8,9) test

izolatlarmin proteolitik aktivite tayinleri azokazein substrati kullanilarak yapilmistir. Ug
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ayri pH’ta hazirlanan enzim c¢alisma ¢ozeltisi (pH 7,8,9) ile yapilan aktivite tayin
caligmalarinda 120 pl enzim igeren list faz ayr1 ayn tiiplere konularak iistiine 480 pl
azokazein ¢ozeltisi (%1 azokazein (g/ml) ve 5 mM MgCI; iceren 100 mM Tris tamponu
(pH 7,8,9)) eklenmis ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon, ortama 600 pl
%10’luk triklorasetik asit eklenerek durdurulmustur ve 30 dakika buzun {stiinde
bekletilmistir. Daha sonra ornekler 14000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Satrifiij isleminden sonra 800 pl Ust faz alinarak tizerine 200 pl 1.8 N NaOH eklenerek
karistirilmis ve ardindan ¢ozeltinin absorbansi spektrofotometrede 420 nm’de okunmustur.
Tim ¢alismalar ti¢ kontrollii olarak yapilmistir. Bir Unite proteaz aktivitesi 30 dakikada,
37 °C’de ve 420 nm’de 0.01 lik absorbans artigina neden olan miktar olarak tanimlanmigtir

(Secades ve Guijarro, 1999).

Tablo 2.2. Proteaz enziminin spektrofotometrik 6l¢limii i¢in hazirlanan ¢ozeltilerin igerigi.

Proteaz Bakteri Substrat Triklorasetik  NaOH Trisma-
Olgumii Siipernatanti (Azokazein) asit base
Bakteri 120 pl 480 pl 600 pl 200 pl -

Ornegi

Kor - 480 pl 600 pl 200pl 120l

2.4.5. Bradford metodu ile protein miktarinin belirlenmesi

Iliml1 halofil bakteriler farkli pH degerlerine sahip (7, 8, 9), % 5 tuz igeren jelatinli sivi
besiyerlerine ayr1 ayri ekilmis ve 37°C’deki etiive konularak inkiibasyona birakilmistir. Bu
besiyerlerinden 6, 12, 24, 48, 72, 96 saatlik inkubasyon sireleri sonunda 1ml alinarak ayri
ayr steril eppendorf tiiplerine konulmustur. Test izolatlarina ait eppendorf tiipleri 1500
rpm’de 5 dakika santrifijlenerek bakteriler ¢okturildikten sonra ust fazlar Bradford
metoduyla protein tayini i¢in ayrilmistir. 798 pl steril distile su iceren tupler Gizerine 200
pl Coomassie Brillant Blue boyasindan (BIO-RAD Quick StartTM Bradford 1x Dye
Reagent) konulduktan sonra 2 pl iist faz sivilari ayr1 ayn tiiplere eklenmistir. Tipler 10
dakika oda sicakliginda inkibe edildikten sonra 595 nm’de spektrofotometrede

okunmustur (Bradford, 1976). Tiim ¢alismalar ii¢ kontrollii olarak yapilmistir.

Standart grafik icin 2 mg/ml ovalbimin stok cozeltisi distile su kullanilarak asagidaki

tabloya gore seyreltilmis ve tiiplerin iize-ne 200 pl Bradford reaktifi eklenmistir.
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Hazirlanan c¢ozeltiler oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra absorbansi

spektrofotometrede 595 nm’de dl¢lilmiistiir.

Tablo 2.3. Bradford metodu standardi i¢in hazirlanan ¢ozeltilerin igerigi.

Tup | Ovalbimin Stok Bradford Distile Su (ul) | Spektrofotometrede
No. Cozeltisi (ul) Reaktifi (ul) Okunan Absorbans (A°)
1 0 200 800 0
2 20 200 780 0.111
3 40 200 760 0.192
4 60 200 740 0.258
5 80 200 720 0.318

Ustteki tabloya gore hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslar1 spektrofotometrede dlciildiikten
sonra protein miktarlari ile okunan absorbans degerleri kullanilarak alttaki grafik ¢izilmis

ve denklem elde edilmistir.

o
w
o

y = 0.0345x + 0.045)

(A°)

o
)
&

o
()

o
[EEY
6,

-

o©
i

Agsorbans 595 nm
P

o

0 2 4 6 8 10
Protein Miktar1 (Lg/ml)

Sekil 2.1. Ovalbiimin (BSA) ile hazirlanan standart grafik.

Ustteki grafikte y = 0.0345x + 0,0475 denkleminde bulunan “y” degeri yerine bakteri
cozeltilerini igeren orneklerin Olgllen absorbans degerleri konularak besiyerlerindeki

protein miktarlar1 (denklemdeki x degeri) pg cinsinden hesaplanmaistir.
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3.BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda 1limli halofil izolatlar tarafindan {iretilen proteaz enziminin farkli tuz
konsantrasyonlarinda (% 5 ve % 10) , farkli pH (7, 8 ve 9) ve farkli sicaklik degerlerinde
(24°C, 30°C ve 37°C) jelatin igeren agarli besiyerinde aktiviteleri arastirilmistir.
Izolatlarin proteaz aktiviteleri her inkiibasyon periyodu (24, 48, 72, 96, 120) sonunda

olusturduklart zon caplar1 dlgiilerek saptanmistir.

Proteaz aktivitesinin tayini i¢in kazein ve jelatin maddelerinin siklikla kullanildig: yapilan
caligmalarda goriilmektedir (Gupta ve ark., 2005; Hameed ve ark., 1996; Birbir ve ark.,
2007; Cui ve ark., 2015; Sanchez-Porro ve ark., 2003; Amoozegar ve ark., 2007; Birbir ve
ark., 2004; Birbir ve ark., 2003). Bizim c¢alismamizda da test izolatlarinin proteaz

aktivitelerinin saptanmasinda jelatin kullanilmistir.

Izolatlarin 24°C” deki, pH’1 7 olan ve % 5 tuz igeren jelatin agar besiyerlerindeki
sonuglarina gére Chromohalobacter canadensis 120 saatlik periyodun sonunda 4.4 cm ile
en biiylik zon ¢apina sahip bakteri olurken, Halomonas eurihalina’nin ise 2.7 c¢m ile en
kiiciik zon olusturan bakteri olarak tespit edilmistir. Marinococcus tarijensis ve
Staphylococcus equorum mikroorganizmalart sirasiyla 4.3 cm ve 4.2 c¢cm zon gapi
olusturmustur. (Tablo 3.1).

Izolatlarm % 5 tuz igeren, pH degeri 8 olarak ayarlanmus jelatin agar besiyerinde ve 24°C’
deki etiivde 120 saat boyunca bekletildikten sonra zon caplart Olgiildiigiinde,
Chromohalobacter canadensis ve Marinococcus tarijensis bakterileri 4.5 cm ile en fazla
zon ¢apina sahipken, Halomonas eurihalina’nin ise 2.9 cm zon ile en az zon ¢apina sahip
bakteri oldugu saptanmistir. Staphylococcus equorum bakterisi bu slrenin sonunda 4 cm

zon ¢apina sahip olmustur (Tablo 3.1)

Marinococcus tarijensis bakterisi 24°C” deki, pH’1 9 olan ve % 5 tuz iceren jelatin agar
besiyerlerindeki 120 saatlik inkiibasyon sonunda 4.8 cm ile en biiyilk zon ¢apina sahip
olurken, Halomonas eurihalina olusturdugu 2.6 cm zon ¢apiyla en kii¢iikk zon ¢apina sahip
bakteri olmustur. Staphylococcus equorum ve Chromohalobacter canadensis sirasiyla 4.3

cm ve 4.2 cm zon olusturmuslardir (Tablo 3.1).

39



Tablo 3.1. Izolatlarin % 5 tuz igeren jelatin agar besiyerinde, 24°C’de farkl1 inkiibasyon

strelerinde zon gaplari.

Inkiibasyon Siireleri (saat)
ve
pH izolatlar Zon Caplar1 (cm)
Degerleri
24 48 72 96 120
Marinococcus 1.1 2.0 2.6 3.4 4.3
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 1.1 2.1 2.9 3.5 4.2
pH 7 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.4 2.4 34 3.7 4.4
canadensis (TR6)
Halomonas 0.3 0.9 2.0 2.2 2.7
eurihalina (BL5)
Marinococcus 1.0 2.0 3.0 4.1 4.5
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 1.3 2.2 3.2 3.7 4.0
pH 8 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.8 2.5 3.4 3.8 4.5
canadensis (TR6)
Halomonas 0.6 1.6 2.1 2.6 2.9
eurihalina (BL5)
Marinococcus 0.9 1.8 2.9 3.9 4.8
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 1.4 2.3 3.1 4.0 4.3
pH 9 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.3 2.3 3.0 3.9 4.2
canadensis (TR6)
Halomonas 0.5 1.5 2.1 2.4 2.6
eurihalina (BL5)

Marinococcus tarijensis ve Staphylococcus equorum 4.8 cm ve 4.3 cm zon ¢aplariyla
24°C “deki ve % 5 tuz igeren besiyerindeki sonuglar icerisinde en fazla proteaz aktivitesini
pH 9°da gostermislerdir. Halomonas eurihalina ise tiim pH degerlerinde diger bakterilere
kiyasla daha az proteaz aktivitesine sahip olmus, en ¢ok proteaz aktivitesini ise 2.9 cm zon
capiyla pH 8’deki besiyerinde gostermistir. Chromohalobacter canadensis izolat1 da en

cok proteaz aktivitesini pH 8’deki besiyerinde gostermistir. (Tablo 3.1).
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Chromohalobacter canadensis 24°C’deki ve % 10 tuz iceren, pH degeri 7 olarak
ayarlanmig jelatin agar besiyerinde 120 saatlik deney periyodunun sonucunda sahip
oldugu 3.0 cm zon c¢apiyla en fazla proteaz aktivitesi gosteren bakteri olmustur.
Halomonas eurihalina ise 1.9 cm zon ¢apina sahip olarak en az proteaz aktivitesi gosteren
bakteri olmustur. Staphylococcus equorum ve Marinococcus tarijensis sirasiyla 2.8 cm ve

2.4 cm zon ¢aplariyla Chromohalobacter canadensis 1 takip etmislerdir (Tablo 3.2).

Iliml1 halofil izolatlardan Chromohalobacter canadensis, % 10 tuz igeren, pH degeri 8
olarak ayarlanmis jelatin agar besiyerinde ve 24°C’lik etiivde 120 saatlik deney
periyodunun sonucunda 3.4 cm zon ¢api1 olusturarak en fazla proteaz aktivitesi gosteren
bakteriyken, Marinococcus tarijensis 2.6 cm zon ¢ap1 olusturarak en az proteaz aktivitesi
gosteren bakteri olmustur. Staphylococcus equorum ve Halomonas eurihalina ise sirayla

2.8 cm ve 2.7 cm zon gap1 olusturmuslardir (Tablo 3.2)

Izolatlarin % 10 tuz igeren, pH degeri 9 olarak ayarlanmis jelatin agar besiyerinde ve
24°C’ deki etiivde 120 saat boyunca bekletildikten sonra zon caplar olgiildiigiinde,
Chromohalobacter canadensis’in 3.0 cm zon ¢apiyla en fazla proteaz aktivitesi gosteren,
Staphylococcus equorum’un ise 1.5 cm zon g¢apina sahip olarak en az proteaz aktivitesi
gosteren bakteriler olduklar1 goriilmektedir. Marinococcus tarijensis ve Halomonas

eurihalina sirasiyla 2.4 cm ve 2.1 cm zon ¢ap1 olusturmuslardir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. izolatlarm % 10 tuz iceren jelatin agar besiyerinde, 24°C’de farkli inkiibasyon

strelerinde zon gaplari.

Inkiibasyon Siireleri (saat)
ve
pH Izolatlar Zon Caplar1 (cm)
Degerleri
24 48 72 96 120
Marinococcus 0.5 0.8 1.7 2.1 2.4
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 0.5 0.9 1.8 2.3 2.8
pH 7 equorum (GA7)
Chromohalobacter 0.5 1.1 2.0 2.5 3.0
canadensis (TR6)
Halomonas 0.2 0.3 0.6 1.6 1.9
eurihalina (BL5)
Marinococcus 0.5 1.2 1.9 2.4 2.6
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 0.4 0.9 1.9 2.4 2.8
pH 8 equorum (GA7)
Chromohalobacter 0.7 1.5 2.3 2.7 3.4
canadensis (TR6)
Halomonas 0.3 0.5 1.4 2.2 2.7
eurihalina (BL5)
Marinococcus 0.3 0.6 1.5 2.1 2.4
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 0.5 0.5 0.8 1.0 1.5
pH 9 equorum (GA7)
Chromohalobacter 0.6 1.0 2.0 2.6 3.0
canadensis (TR6)
Halomonas 0.3 0.4 1.2 15 2.1
eurihalina (BL5)

Marinococcus tarijensis, Halomonas eurihalina ve Chromohalobacter canadensis iliml
halofil izolatlar1 24°C ‘deki ve % 10 tuz igeren besiyerindeki sonuglar igerisinde en fazla
proteaz aktivitesini pH 8’de gostermislerdir. Bununla birlikte Staphylococcus equorum
izolati, 120 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda en Yyiiksek proteaz aktivitesini pH 7 ve pH 8

degerlerinde gostermistir (Tablo 3.2).
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Iliml1 halofil izolatlardan Chromohalobacter canadensis ve Staphylococcus equorum % 5
tuz igeren, pH degeri 7 olarak ayarlanmis jelatin agar besiyerinde ve 30°C’ deki 120
saatlik periyodun sonunda sahip olduklar1 4.9 cm ile en fazla proteaz aktivitesi gosteren
bakteriler olurken Halomonas eurihalina ise 3.1 cm zon ¢apina sahip olarak en az proteaz
aktivitesi gosteren bakteri olmustur. Marinococcus tarijensis izolati 4.8 cm zon

olusturarak proteaz aktivitesi gostermistir (Tablo 3.3).

Chromohalobacter canadensis ilimli halofil izolat1 30°C” deki, % 5 tuz iceren ve pH
degeri 8 olarak ayarlanmis jelatin agar besiyerinde 120 saatlik deney periyodunun sonunda
sahip oldugu 5.2 cm ile en fazla proteaz aktivitesi gosteren bakteri olurken Marinococcus
tarijensis ise 4.6 cm zon gapina sahip olarak en az proteaz aktivitesi gosteren bakteri
olmustur. Halomonas eurihalina ve Staphylococcus equorum sirasiyla 5.1 ve 4.8 cm zon

cap1 olusturarak proteaz aktivitesi gostermislerdir (Tablo 3.3).

Marinococcus tarijensis bakterisi, % 5 tuz igeren, pH degeri 9 olarak ayarlanmis jelatin
agar besiyerinde ve 30°C’ deki etiivde, 120 saatlik deney periyodunun sonunda 4.8 cm ile
en fazla proteaz aktivitesi gosteren, Halomonas eurihalina ise olusturdugu 3.5 cm zon
capiyla en az proteaz aktivitesi gosteren bakteri olmustur. Staphylococcus equorum ve
Chromohalobacter canadensis 4.0 cm c¢apinda zon olusturarak proteaz aktivitesi

gostermisglerdir (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Izolatlarin % 5 tuz igeren jelatin agar besiyerinde, 30°C’de farkl: inkiibasyon

strelerinde zon gaplari.

Inkiibasyon Siireleri (saat)
ve
pH izolatlar Zon Caplar1 (cm)
Degerleri
24 48 72 96 120
Marinococcus 1.6 2.3 3.3 4.4 4.8
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 1.6 2.5 2.7 4.3 4.9
pH 7 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.7 2.6 3.6 4.4 4.9
canadensis (TR6)
Halomonas 0.5 1.3 2.1 2.8 3.1
eurihalina (BL5)
Marinococcus 1.3 2.7 3.7 4.1 4.6
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 1.6 2.4 3.7 4.0 4.8
pH 8 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.7 2.7 4.1 4.5 5.2
canadensis (TR6)
Halomonas 0.9 1.9 2.2 2.9 5.1
eurihalina (BL5)
Marinococcus 0.8 1.9 2.4 4.2 4.8
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 1.5 2.4 3.1 4.0 4.0
pH 9 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.0 2.4 3.2 34 4.0
canadensis (TR6)
Halomonas 0.8 1.7 2.3 2.6 3.5
eurihalina (BL5)

Tim izolatlarm 30°C ‘deki ve % 5 tuz igeren besiyerindeki sonuglar igerisindeki zon
caplar1 degerlendirildiginde Halomonas eurihalina ve Chromohalobacter canadensis en
iyi proteaz aktivitesini pH 8’de, Staphylococcus equorum pH 7’de ve Marinococcus
tarijensis ise pH 7 ve pH 9 ‘da gostermislerdir (Tablo 3.3).
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Chromohalobacter canadensis 30°C sicaklikta, pH 7’de ve % 10 tuz igeren besiyerinde
120 saatlik deney sonunda sahip oldugu 3.3 cm zon ¢apiyla en fazla proteaz aktivitesi
gosteren bakteri olurken Halomonas eurihalina ise 1.9 cm zon ¢apina sahip olarak en az
proteaz aktivitesi gosteren bakteri olmustur. Staphylococcus equorum ve Marinococcus
tarijensis sirasiyla 3.1 ve 2.9 cm zon ¢aplariyla proteaz aktivitesi gostermislerdir (Tablo
3.4).

Izolatlardan Chromohalobacter canadensis 30°C sicaklikta, pH 8’de ve % 10 tuz iceren
besiyerinde 120 saatlik periyodun sonucunda 3.7 cm zon ¢ap1 olusturarak en fazla proteaz
aktivitesi gosteren bakteriyken, Marinococcus tarijensis ve Halomonas eurihalina ise 2.7
cm zon c¢api olusturarak en az proteaz aktivitesi goOsteren bakteriler olmuslardir.

Staphylococcus equorum’un 2.9 ¢cm zon gapi olusturdugu goriilmektedir (Tablo 3.4).

Izolatlarin 30°C’de, % 10 tuzda ve pH 9°da 120 saatlik inkiibasyon siiresince proteolitik
zon olusumlar incelendiginde, Chromohalobacter canadensis sahip oldugu 2.9 ¢cm zon
capiyla en fazla proteaz aktivitesi gosteren bakteri olmustur. Staphylococcus equorum’un
ise 2 cm zon capina sahip olarak en az proteaz aktivitesi gosteren bakteri oldugu
gorulmektedir. Marinococcus tarijensis ve Halomonas eurihalina sirasiyla 2.7 cm ve 2.5

cm zon ¢api olusturmuslardir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. izolatlarm % 10 tuz iceren jelatin agar besiyerinde, 30°C’de farkli inkiibasyon

strelerinde zon gaplari.

Inkiibasyon Siireleri (saat)
ve
pH Izolatlar Zon Caplar1 (cm)
Degerleri
24 48 72 96 120
Marinococcus 0.8 1.4 1.9 1.9 2.9
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 0.9 1.6 1.7 2.6 3.1
pH 7 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.1 1.3 2.1 2.4 3.3
canadensis (TR6)
Halomonas 0.2 0.5 1.0 1.1 1.9
eurihalina (BL5)
Marinococcus 1.0 1.6 2.1 2.7 2.7
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 0.5 1.2 1.8 2.6 2.9
pH 8 equorum (GA7)
Chromohalobacter 0.8 1.4 2.3 3.1 3.7
canadensis (TR6)
Halomonas 0.1 0.9 1.2 2.5 2.7
eurihalina (BL5)
Marinococcus 0.5 0.5 1.5 2.5 2.7
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 0.3 0.4 0.7 1.9 2.0
pH 9 equorum (GA7)
Chromohalobacter 0.2 1.0 2.0 2.5 2.9
canadensis (TR6)
Halomonas 0.5 1.0 1.7 2.0 2.5
eurihalina (BL5)

Tim izolatlarin 30°C sicakliktaki ve % 10 tuz igeren besiyerindeki sonuglart
degerlendirildiginde Halomonas eurihalina ve Chromohalobacter canadensis en iyi
proteaz aktivitesini pH 8’de, Staphylococcus equorum ve Marinococcus tarijensis pH 7°de

gostermislerdir (Tablo 3.4).
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Izolatlarin 37°C’de, % 5 tuz igeren ve pH’1 7 olan besiyerinde 120 saatlik inkiibasyon
sliresince proteolitik zon olusumlari incelendiginde, Marinococcus tarijensis 5.2 cm zon
cap1 olusturarak en fazla proteaz aktivitesi gosterirken Halomonas eurihalina ise 4.0 cm
zon c¢apma Sahip olarak en az proteaz aktivitesi goOsteren bakteri olmustur.
Chromohalobacter canadensis ve Staphylococcus equorum sahip olduklar1 5.1 cm zon

capiyla proteaz aktivitesi gostermislerdir (Tablo 3.5).

Marinococcus tarijensis ve Staphylococcus equorum 37°C sicaklikta, % 5 tuz iceren ve
pH’1 8 olan besiyerinde 120 saatlik periyodun sonunda sahip olduklari 6.0 cm
blyukllkteki zon ¢aplariyla en fazla proteaz aktivitesi gosteren bakterilerdir. Halomonas
eurihalina ise 4.2 cm zon gapimna sahip olarak bu kosullarda en az proteaz aktivitesi
gosteren bakteri olmustur. Chromohalobacter canadensis olusturdugu 5.7 cm zon gapiyla

proteaz aktivitesi gostermistir (Tablo 3.5).

Izolatlarm % 5 tuz iceren ve pH’1 9 olan besiyerinde, 37°C sicaklikta 120 saatlik
inkiilbasyon siiresince zon ¢aplar1 incelendiginde, Marinococcus tarijensis ve
Staphylococcus equorum bakterileri 5.5 cm zon caplariyla en fazla proteaz aktivitesini
gosterirken, Halomonas eurihalina’nin olusturdugu 4.1 cm zon capiyla en az proteaz
aktivitesi gosteren bakteri oldugu saptanmistir. Chromohalobacter canadensis 5.4 cm

capinda zon olusturarak proteaz aktivitesi gostermistir (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Izolatlarin % 5 tuz igeren jelatin agar besiyerinde, 37°C’de farkl inkiibasyon

strelerinde zon gaplari.

Inkiibasyon Siireleri (saat)
ve
pH izolatlar Zon Caplar1 (cm)
Degerleri

24 48 72 96 120
Marinococcus 2.4 34 4.0 4.5 5.2

tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 2.2 3.3 3.9 4.4 5.1

pH 7 equorum (GA7)
Chromohalobacter 2.6 3.3 4.6 5.0 5.1

canadensis (TR6)
Halomonas 1.4 2.1 2.3 3.6 4.0

eurihalina (BL5)
Marinococcus 2.2 3.2 4.3 4.7 6.0

tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 2.0 2.9 4.1 4.6 6.0

pH 8 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.1 3.3 4.1 4.9 5.7

canadensis (TR6)
Halomonas 1.0 2.1 3.1 3.9 4.2

eurihalina (BL5)
Marinococcus 2.0 3.4 4.0 55 55

tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 2.1 3.0 4.0 5.1 55

pH 9 equorum (GA7)
Chromohalobacter 2.2 3.1 4.1 5.1 54

canadensis (TR6)
Halomonas 1.4 2.1 3.0 3.7 4.1

eurihalina (BL5)

Marinococcus tarijensis, Staphylococcus equorum, Halomonas eurihalina ve

Chromohalobacter canadensis izolatlarinin 37°C” deki ve % 5 tuz igeren besiyerindeki

sonuglar icerisinde en iyi proteaz aktivitesini pH 8’de gdstermislerdir (Tablo 3.5).
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Staphylococcus equorum 37°C sicaklikta, % 10 tuz igeren ve pH’1 7 olan besiyerinde 120
saatlik periyodun sonunda sahip oldugu 4.7 cm ile en fazla proteaz aktivitesi gosteren
bakteri olmustur. Halomonas eurihalina ise 120 saatin sonunda 3.7 cm zon ¢apina sahip
olarak en az proteaz aktivitesi gosteren bakteri olmustur. Marinococcus tarijensis ve
Chromohalobacter canadensis olusturduklari sirasiyla 4.4 ve 4.3 cm zon caplaryla

proteaz aktivitesi gostermislerdir (Tablo 3.6).

Izolatlardan Marinococcus tarijensis % 10 tuz igeren, pH’1 8 olan besiyerinde ve 37°C’lik
etuvdeki 120 saatlik periyodun sonunda 4.7 cm zon ¢apiyla en fazla proteaz aktivitesi
gosteren bakteri olurken Halomonas eurihalina ise 4.0 cm zon capina sahip olarak bu
kosullarda en az proteaz aktivitesi gosteren bakteri olmustur. Chromohalobacter
canadensis ve Staphylococcus equorum 120 saatlik inkiibasyon periyodu sonunda sirasiyla

olusturduklar1 4.6 ve 4.3 cm zon ¢aplariyla proteaz aktivitesi gostermislerdir (Tablo 3.6).

Izolatlarin % 10 tuz igeren ve pH’1 9 olan besiyerinde, 37°C sicaklikta 120 saatlik
inklibasyon siiresince zon ¢aplari incelendiginde, Chromohalobacter canadensis 4.1 cm
zon olusturarak en fazla proteaz aktivitesi gosteren, Halomonas eurihalina olusturdugu 3.5
cm zon ¢apiyla en az proteaz aktivitesi gosteren bakteri olmustur. Marinococcus tarijensis
ve Staphylococcus equorum bakterileri sirasiyla 4.0 ve 3.9 ¢cm ¢apinda zon olusturarak

proteaz aktivitesi gostermislerdir (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6. Izolatlarin % 10 tuz iceren jelatin agar besiyerinde, 37°C’de farkl1 inkiibasyon

strelerinde zon gaplari.

Inkiibasyon Siireleri (saat)
ve
pH Izolatlar Zon Caplar1 (cm)
Degerleri
24 48 72 96 120
Marinococcus 1.0 2.1 3.0 4.1 4.4
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 1.5 2.6 3.3 4.0 4.7
pH 7 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.2 2.2 3.2 4.0 4.3
canadensis (TR6)
Halomonas 1.0 1.8 2.9 3.1 3.7
eurihalina (BL5)
Marinococcus 1.5 2.2 3.0 35 4.7
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 1.4 2.8 3.1 3.7 4.3
pH 8 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.8 2.3 3.3 3.9 4.6
canadensis (TR6)
Halomonas 1.1 1.8 2.6 3.1 4.0
eurihalina (BL5)
Marinococcus 1.2 2.0 3.0 34 4.0
tarijensis (GAM3)
Staphylococcus 0.2 1.5 2.6 3.1 3.9
pH 9 equorum (GA7)
Chromohalobacter 1.4 2.2 3.1 3.6 4.1
canadensis (TR6)
Halomonas 1.0 1.6 1.8 3.0 3.5
eurihalina (BL5)

Iliml1 halofil izolatlarin 37°C sicakliktaki ve % 10 tuz igeren besiyerlerindeki proteolitik
zon olusumlarina goére Marinococcus tarijensis, Chromohalobacter canadensis ve
Halomonas eurihalina en iyi proteaz aktivitesini pH 8’de, Staphylococcus equorum ise
pH 7°de gostermislerdir (Tablo 3.6).

Calismamiza benzer olarak Caglayan ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar1 arastirmada

tuzlanmis koyun ve kegi derilerinden izole ettikleri ilimli halofil bakterilerin proteaz

aktivitelerini % 2 jelatin igeren besiyerindeki seffaf zonlar belirleyerek tayin etmislerdir.
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Calismamizda 1liml halofil izolatlarin % 5 tuz konsantrasyonunda, farkli pH degerlerinde
(7, 8 ve 9) ve 37°C sicaklikta jelatin igeren sivi besiyerinde proteaz enzimi aktiviteleri 96
saat sliresince spektrofotometrik ydntemle arastirilmistir. izolatlarin proteaz aktiviteleri
her inkiibasyon periyodu (6, 12, 24, 48, 72, 96) sonunda olgtilmiistiir ve 1liml1 halofil test

izolatlarin proteaz aktivitelerinin inkiibasyon siiresi boyunca arttig1 gozlenmistir.

Test izolatlarmin % 5 tuz konsantrasyonunda, pH’1t 7 olan siv1 jelatin besiyerinde ve
37°C’de 6, 12, 24 saatlik inkiibasyon periyotlarinda diisiik olan proteaz aktivitelerinin
oldukga yavas arttig1, 48. saat sonunda ise birden artig gosterdigi dikkat ¢ekmektedir. TUm
izolatlarin proteolitik aktivitelerinin 96. saat sonunda 200.2 — 250.2 (U/ml) arasinda

degistigi goriilmektedir (Tablo 3.7).

Marinacoccus tarijensis (GAM3), Staphylococcus equorum (GA7), Chromohalobacter
canadensis (TR6) ve Halomonas eurihalina (BL5) test bakterilerinin pH 7°deki 96 saatlik
deney sonuglarmma gore en fazla proteaz aktivitesi gosteren bakterinin 250.2 U/ml
degeriyle Chromohalobacter canadensis oldugu, en az proteaz aktivitesi gosteren izolatin
ise 200.2 U/ml degeriyle Marinacoccus tarijensis bakterisinin oldugu Sekil 3.1°de

gortlmektedir.
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Inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 3.1. izolatlarin % 5 tuz igeren, pH’1 7 olan sivi jelatin besiyerinde, 37°C’de 96

saatlik inklibasyon sliresince proteaz aktiviteleri (U/ml).
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[limli halofil test bakterilerinin % 5 tuz konsantrasyonunda, pH’1 8 olan sivi jelatin
besiyerinde ve 37 °C’ de Olgulen proteaz aktivitelerinin 6, 12, 24 saatlik inkiibasyon
periyotlarinda yavas arttigi, 48. saat sonunda ise Halomonas eurihalina haricindeki
izolatlarin birden artis gosterdigi, Halomonas eurihalina’nin proteaz aktivitesinin ise 72.
saatin sonunda aniden arttigi Tablo 3.7’de goriilmektedir. Bu izolatlarin 96. saatin
sonundaki proteolitik aktivitelerinin 152.1 — 198.8 (U/ml) degerleri arasinda degistigi
gortlmektedir (Tablo 3.7).

Marinacoccus tarijensis (GAM3), Staphylococcus equorum (GA7), Chromohalobacter
canadensis (TR6) ve Halomonas eurihalina (BL5) test bakterilerinin pH 8’deki 96 saatlik
deney sonuglarina gore en fazla proteaz aktivitesi gosteren bakterinin 198,8 U/ml
degeriyle Chromohalobacter canadensis oldugu, en az proteaz aktivitesi gosteren izolatin
ise 152,1 U/ml degeriyle Marinacoccus tarijensis bakterisinin oldugu Sekil 3.2’de

gortlmektedir.
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Sekil 3.2. izolatlarin % 5 tuz igeren, pH’1 8 olan siv1 jelatin besiyerinde, 37°C’de 96

saatlik inklbasyon siresince proteaz aktiviteleri (U/ml).
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Test izolatlarinin % 5 tuz konsantrasyonunda, pH’1 9 olan siv1 jelatin besiyerinde ve 37°C’
deki proteaz enzimi aktivitelerinin 96 saat sonunda en yiksek proteaz aktivitesi
Chromohalobacter canadensis ve Staphyloccoccus equorum izolatlarinda oldugu
gorilmektedir. Tiim izolatlarin 96. saatin sonundaki proteolitik aktivitelerinin 15.40 -

PR

89.10 (U/ml) degerleri arasinda degistigi saptanmistir (Tablo 3.7).

Marinacoccus tarijensis (GAM3), Staphylococcus equorum (GA7), Chromohalobacter
canadensis (TR6) ve Halomonas eurihalina (BL5) test bakterilerinin pH 9°daki 96 saatlik
deney sonuclarina gore cizilen grafikte en fazla proteaz aktivitesi gosteren bakterinin
89,10 U/ml degeriyle Chromohalobacter canadensis oldugu, en az proteaz aktivitesi
gosteren izolatin ise 15,40 U/ml degeriyle Halomonas eurihalina bakterisinin oldugu Sekil

3.3’te goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Izolatlarin % 5 tuz igeren, pH’1 9 olan siv1 jelatin besiyerinde, 37°C’de 96
saatlik inkiibasyon siresince proteaz aktiviteleri (U/ml).
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Tablo 3.7. Izolatlarin %35 tuz igeren siv1 jelatin besiyerinde, 37°C’de farkli inkiibasyon
surelerinde proteaz aktiviteleri (U/ml).

Inkiibasyon Siireleri (saat)
ve

pH Izolatlar Proteaz Aktiviteleri (U/ml)

Degeri

6 12 24 48 72 96

Marinococcus
tarijensis (GAM3) | 18.45 | 18.75 | 32.86 | 169.5 | 180.2 | 200.2
Staphylococcus
pH 7 equorum (GA7) 1455 | 18.26 | 28.50 | 163.0 | 235.1 | 246.2
Chromohalobacter
canadensis (TR6) | 15.73 | 17.0 | 25.90 | 162.2 | 228.6 | 250.2
Halomonas
eurihalina (BL5) | 16.36 | 16.63 | 19.25 | 76.0 | 201.1 | 227.4
Marinococcus
tarijensis (GAM3) | 17.10 | 17.53 | 21.83 | 90.90 | 115.8 | 152.1
Staphylococcus
pH 8 equorum (GA7) 16.60 | 19.0 | 26.55 | 98.13 | 169.0 | 182.3
Chromohalobacter
canadensis (TR6) | 15.56 | 19.95 | 26.50 | 104.9 | 171.6 | 198.8
Halomonas
eurihalina (BL5) | 13.60 | 14.35 | 18.60 | 19.23 | 112.2 | 153.7
Marinococcus
tarijensis (GAM3) | 13.16 | 14.16 | 14.46 | 15.26 | 29.56 | 40.06
Staphylococcus
pH 9 equorum (GA7) 1453 | 14.63 | 15.25 | 44.63 | 81.35 | 82.50
Chromohalobacter
canadensis (TR6) | 14.93 | 16.30 | 17.30 | 44.83 | 84.50 | 89.10
Halomonas
eurihalina (BL5) 13.0 | 13.30 | 13.33 | 13.40 | 14.06 | 15.40

Iliml1 halofil izolatlarin en iyi proteaz aktivitesini pH’1 7 olan jelatinli siv1 besiyerinde
gosterdikleri Tablo 3.7°de gorilmektedir.
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Sanchez-Porro ve arkadaslar1 (2003a), Ispanya’da bulunan bir tuzladan izole ettikleri
Pseudoalteromonas cinsine ait CP76 izolatiyla yaptiklar1 ¢alismada proteaz aktivitesi
tayini i¢cin % 50 siit, % 0.5 maya 6ziitli, % 1 pepton igeren ve toplam tuz miktar1 % 10
olan besiyeri kullanmislardir. Calismanin sonuglarmma goére 1limli halofil bir
mikroorganizma olan CP76 test izolatinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda proteaz
aktivitesi 69.7 U/ml olarak 6l¢iilmiis ve mikroorganizma bu aktiviteyi 1 M NaCl, pH 8.5
ve 55 °C’deki kosullarda gostermistir.

Birbir ve arkadaslar1 (2008), yaptiklar1 ¢alismada Tuz Golii, Kaldirim Tuzlasi, Kayacik
Tuzlas1 ve Tuzkdy Tuz Madeni’nden izole edilen pH’1 7 olan, % 25 tuz igeren jelatinli sivi
besiyerinde ve 40 °C’de 21 giin streyle Uretilen Haloarcula, Halobacterium, Halorubrum
ve Natrinema cinslerine ait halofilik arke tirlerinin proteaz aktivitelerini belirlemiglerdir.

Kayacik Tuzlasi’ndan izole edilen izolatlarin proteaz aktiviteleri 83.3 - 84.4 U/ml, Tuz
Goli’'nden izole edilen izolatlarin proteaz aktiviteleri 80.0 - 83.3 U/ml, Tuzkdy Tuz
Madeni’nden izole edilen izolatlarin proteaz aktiviteleri 82.0 - 83.4 U/ml ve Kaldirim
Tuzlasi’ndan izole edilen izolatlarin proteaz aktiviteleri ise 81.1 - 83.8 U/ml olarak

Olctilmiistiir.

Cui ve arkadaslar1 (2015), Cin’deki bir denizden izole ettikleri ilimli halofil SDI11
izolatinin proteaz aktivitesini 3 g/l et 6zitd, 10 g/l pepton ve 7 g/l NaCl iceren ve pH’1 8.5
olan besiyerinde 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 171.9 U/ml olarak tespit

etmislerdir.

2013 yilinda Iran’daki bir tuz géliinden izole edilen Salinivibrio cinsine ait MS-7 test
izolat1 ile yapilan bir calismada, test izolat1 1 litrede 10 g pepton, 5 g maya Ozutu, 5 g
maltoz, 81 g NaCl, 7 g MgCl, 9.6 g MgS0Og4,0.36 g CaClz, 2 g NaHCO:s iceren, pH’1 8 olan
besiyerinde ve 50 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu test izolatinin en yiiksek proteaz
aktivitesi 49.3 U/mg olarak ol¢iilmistiir (Karbalaei-Heidari ve ark., 2013).

Bacillus cereus MCM B-326 izolatiyla yapilan bir ¢aligsmada, ticari olarak deri islentisinin
sama asamasinda kullanilmak iizere iiretilmis ComBate enzimi ve sigir giibresinin proteaz
aktiviteleri farkli substratlarla aktivite dl¢iimii yapilarak karsilastirilmustir. igerisinde 1 g

nisasta, 1 g soya 0zutl, 0.3 g CaCOs igeren ve pH’1 9 olan besiyerinde 36 saat boyunca
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uretilen Bacillus cereus MCM B-326 izolat1 13.000 xg’de santrifiij edildikten siipernatant
amonyum siilfat ile ¢oktiiriilerek kismen saflastirilmis ve proteaz aktivitesi kazein, azocoll
ve hide powder azure (HPA) substratlar1 ile ol¢iilmiistiir. Azocoll ve HPA substratlari
clastaz benzeri enzimler igin Onerilen proteaz substratlaridir. Bacillus cereus MCM B-326
izolatinin proteaz aktivitesi kazein substratiyla 947.69 U/g, azocoll ile 1935 U/g ve HPA
substratiyla 310 U/g olarak oOlgiilmiistir. MCM B-326 izolatinin proteaz aktivitesi,
ComBate enzimi ve s1gir giibresinin proteaz aktivitelerinden oldukca yiiksek bulunmustur.
Calismada Bacillus cereus MCM B-326 izolatinin {irettigi proteaz enzimi, 3 cm X 3cm
boyutlarinda bir bufalo derisine uygulanmigtir. Bacillus proteazinin deriye uygulanmasi

sonucu yumusak, piiriizsiiz ve diizglin kaygan yapida bir deri elde edilmistir (Zambare ve
ark., 2010).

Pakistan’daki bir deri imalathanesinin atiklarindan izole edilen Bacillus subtilis, % 0.48
kazein, % 6 jelatin, 3 ml % 20 gliserol igeren ve pH’1 8.3 olan besiyerinde ve 37 °C’lik
etiivde iiretilmistir. Daha sonra bakteri sayis1 1.9x10° (kob/ml) olarak ayarlanip tekrar 1
litre olarak hazirlanan ayni besiyerinde 72 saat boyunca bekletilmis ve enzim aktivitesi
kazein substrati kullanilarak 6lciilmiistiir. Optimum proteaz aktivitesi 5.9x107 (kob/ml)
bakteri sayis1 ve pH 8.3 degeri i¢in 112 U/ml olarak 48.saatte saptanmistir. Saflastirilmis
900, 1800 ve 2700 U/ml miktarlarindaki Bacillus subtilis proteazi, killar1 giderilmis ve
kireg giderme islemi yapilmis 40 g’lik ke¢i derilerine sama asamasinda 1 saat boyunca
uygulandiktan sonra yapilan incelemede deri dokusunun yiiksek oranda kayganlastig1, deri
iizerinde kalan kil kokleri ve ¢Okmiis proteinlerin uzaklastirilmasinin  kolaylastigi
gozlenmistir. Cekme makinesi kullanilarak yapilan kalite testinde derilerin gerilme
mukavemeti, kopma mukavemeti ve yarilma mukavemeti Ol¢iiliip derilerin uzama

yiizdesinin arttig1 saptanmistir (Hameed ve ark., 1996).
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Calismamizda 1liml halofil izolatlarin % 5 tuz konsantrasyonunda, farkli pH degerlerinde
(7, 8 ve 9) ve 37°C sicaklikta jelatin igeren sivi besiyerlerindeki protein miktarlar
Bradford yontemiyle 96 saat siiresince spektrofotometrik olarak incelenmistir. Izolatlari
iceren besiyerlerindeki protein miktarlar1 her inkiibasyon periyodu (6, 12, 24, 48, 72, 96)
sonunda O6l¢iilmiistiir (Tablo 3.8).

Iliml1 halofil test bakterilerinin % 5 tuz konsantrasyonunda, pH’1 7 olan sivi jelatin
besiyerinde ve 37°C’de 6lgiilen protein miktarlarin 6 ve 12 saatlik inkiibasyon periyotlari
boyunca yavas yavas azaldigi, 24. saat sonunda ise Halomonas eurihalina izolatina ait
besiyeri haricindeki besiyerlerinde birden azalma oldugu goriilmistiir. Staphylococcus
equorum ve Chromohalobacter canadensis izolatlarina ait besiyerlerindeki proteinlerin 48.
saatin sonunda, Marinococcus tarijensis ve Halomonas eurihalina bakterilerine ait
besiyerindeki proteinlerin ise 72. saatin sonunda tamamen tikendikleri Tablo 3.8’de

gortlmektedir.

Marinacoccus tarijensis (GAM3), Staphylococcus equorum (GA7), Chromohalobacter
canadensis (TR6) ve Halomonas eurihalina (BL5) test bakterilerinin pH 7’deki deney
sonuglarina gore ¢izilen grafikte 72 saatlik periyodun sonunda izolatlara ait besiyerlerinde
proteinlerin tiikendigi goriilmiistir (Sekil 3.4).

6 7 pH 7
= 57
=
24
= H GAM3
-
g 3 B GA7
=
s 5 mBL5
E TR6
°
1™
-

0 1 1 1 1 1 1
Deney 6.saat 12.saat 24.saat 48.saat 72.saat

Oncesi Inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 3.4. izolatlarn % 5 tuz igeren, pH’1 7 olan siv1 jelatin besiyerinde, 37°C’de 72

saatlik inkiibasyon siiresince protein miktarlar1 (ug/ml).
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Imli halofil test bakterilerinden Staphylococcus equorum ve Chromohalobacter
canadensis’in % 5 tuz konsantrasyonunda, pH’1 8 olan s1v1 jelatin besiyerinde ve 37°C’ de
Olglilen protein miktarlarmin 12 saatlik inkibasyonun sonunda aniden azaldigi,
Halomonas eurihalina ve Marinococcus tarijensis izolatlarina ait besiyerlerinde yavas
yavas azalma gosterdigi Tablo 3.8 de gorilmektedir. Marinacoccus tarijensis bakterisine
ait besiyerindeki protein miktari ise 24. saatin sonunda birden azalmaya baslamis ve 48.

saatin sonunda tamamen bitmistir.

Marinacoccus tarijensis (GAM3), Staphylococcus equorum (GA7), Chromohalobacter
canadensis (TR6) ve Halomonas eurihalina (BL5) test bakterilerinin pH 8’deki deney
sonuglarina gore 48 saatlik periyodun sonunda Chromohalobacter canadensis ve
Marinacoccus tarijensis izolatlarina ait besiyerlerinde proteinlerin tamamen bittigi
saptanmigtir. Protein miktar1 72. saatte tekrar Olciildiiglinde tiim besiyerlerindeki

proteinlerin proteaz aktivitesinin artigina bagli olarak tiikkendigi goriilmistiir (Sekil 3.5).

5 -
pH 8
~ 4.5 A
g 4
? 3.5 A
S
g 37 B GAM3
Z W GA7
2 -
= 15 mBL5
= 15 1
2 TR6
N 1 A
S
a, 05 -
0 I T T T T T __I
Deney 6.saat 12.saat 24.saat 48.saat 72.saat
Oncesi Inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 3.5. izolatlarn % 5 tuz igeren, pH’1 8 olan siv1 jelatin besiyerinde, 37°C’de 72

saatlik inkiibasyon siiresince protein miktarlar1 (ug/ml).
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Ilimli halofil test bakterilerinin % 5 tuz konsantrasyonunda, pH’1 9 olan siv1 jelatin
besiyerinde ve 37°C’de 6l¢iilen protein miktarlarinin 6 ve 12 saatlik inkiibasyon periyotlari
boyunca yavas yavas azaldigi, 24. saat sonunda ise Staphylococcus equorum ve
Chromohalobacter canadensis bakterilerine ait besiyerlerinde birden azalma gosterdigi
Tablo 3.8°de gorulmektedir.

Marinacoccus tarijensis (GAM3), Staphylococcus equorum (GA7), Chromohalobacter
canadensis (TR6) ve Halomonas eurihalina (BL5) test bakterilerinin pH 9’daki deney
sonuglarma gore 72 saatlik periyodun sonunda Halomonas eurihalina izolatina ait olan
besiyeri haricindeki diger besiyerlerinde proteinlerin tamamen bittigi saptanmistir. Protein
miktar1 96. saatte tekrar Olciildiglinde tiim besiyerlerindeki proteinlerin proteaz

aktivitesinin artigina bagli olarak tiikendigi goriilmistir (Sekil 3.6).

6 -
pH 9
& s
=
£
- B GAM3
s 3
= HGA7
= 5. ®BL5
.E
] TR6
T 1
=
(=™
0 - ————
Deney 6.saat 12.saat 24.saat 48.saat 72.saat 96. saat
Oncesi .o .
Inkiibasyon Suresi (saat)

Sekil 3.6. izolatlarm % 5 tuz igeren, pH’1 9 olan siv1 jelatin besiyerinde, 37°C* de 96

saatlik inkiibasyon siiresince protein miktarlart (pug/ml).
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Tablo 3.8. izolatlarin % 5 tuz iceren siv1 jelatin besiyerinde, 37°C°de farkli inkiibasyon

strelerinde protein miktarlar: (pg/ml).

Inkiibasyon Siireleri (saat)
ve
pH izolatlar Protein Miktarlar1 (ng/ml
Degeri Deney
Oncesi | 6 12 | 24 | 48 | 72 | 96
Marinacoccus -
tarijensis (GAM3) 425 | 3.64 | 3.14 | 1.38 | 0.07 -
Staphylococcus i i -
OH 7 equorum (GA7) 486 | 454 | 3.75 | 2.04
Chromohalobacter -
canadensis (TR6) 465 | 457 | 2.28 | 0.77 - -
Halomonas -
eurihalina (BL5) 543 | 523 | 514 | 425 | 1.03 -
Marinacoccus -
tarijensis (GAM3) 433 | 425 | 3.06 | 1.52 - -
Staphylococcus i -
OH 8 equorum (GA7) 457 | 3.72 | 0.74 | 0.68 | 0.07

Chromohalobacter -
canadensis (TR6) 407 | 378091074 - -

Halomonas -
eurihalina (BL5) 4.88 399 | 361 | 355 | 141 -

Marinacoccus -
tarijensis (GAM3) 5.00 488 | 430 | 3.64 | 0.16 -

Staphylococcus _ -
pH 9 equorum (GA7) 457 451 | 439 | 210 | 0.30

Chromohalobacter -
canadensis (TR6) 451 |393|372|094 045 | -

Halomonas
eurihalina (BL5)

529 | 468 | 451 | 430 | 393 | 1.35 }

Iliml1 halofil bakterilere ait protein tayini sonuglarina gore pH’lar1 7 ve 8 olan jelatinli s1v1
besiyerlerindeki proteinlerin, pH’1 9 olan besiyerlerindeki proteinlerden daha once

tilkenmis oldugu bu sonuglara bakilarak sdylenebilmektedir (Tablo 3.9).
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SONUC VE ONERILER

Deri iglenti basamaklarindan islatma asamasinda % 5 oraninda tuz igeren islatma sivisi
kullanildigi, ortam pH’min 7 - 10.5 arasinda oldugu ve 1slatmanin 20°C - 30°C arasindaki
sicakliklarda yapildigr bilinmektedir (Toptas, 2004). Dericilikteki kire¢ giderme sonrasi
enzimlerle derinin muamele edildigi sama asamasi 20°C - 37°C arasindaki sicakliklarda
gerceklesmektedir. Bu asamada kullanilan tuz orant % 5 - 9 oraninda degisirken, ortam
pH’1 8 - 9 olmaktadir (Toptas, 2004). Calismamizda kullanilan iliml1 halofil bakterilerin %
5-10 tuz konsantrasyonunda, pH 7, 8, 9° da ve 24°C, 30°C, 37°C sicaklik degerlerinde
proteaz enzimi irettikleri saptanmistir. Deri islentisinde tuz kullanilmasi sebebiyle 1limli
halofil mikroorganizmalarin irettigi proteaz enzimlerinin, tuz igeren ortamlarda aktif
olmalar1 1slatma ve sama asamalarinda bu enzimlerin kullanim potansiyelleri oldugunu

gostermektedir.

Farkli tuz konsantrasyonlarinda, farkli pH’larda ve farkli sicakliklarda aktif olan ve 1liml
halofil bakterilerden elde edilen proteaz enzimleri deri endiistrisi agisindan énemlidir. Bu
calisma, tuzlanmis deriler iizerinde yasayan ilimli halofil mikroorganizmalarin sahip
olduklar1 proteaz enzimlerinin, endiistriyel {iiretim acisindan uygun olabileceklerini
gostermektedir. Bu sebeple, ilimli halofil tiirlerin {irettigi proteaz enzimlerinin, deri
endiistrisindeki  deri islenti sathalarinda kullanilmak i{izere endiistriyel olarak

iretilebilecegi diisiinmekteyiz.
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