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OZET
Yiiksek Lisans

Cesitli Substratlardan Proteolitik Bacillus Cinsi Uyelerinin izolasyonu,
Karakterizasyonu ve Alkali Proteaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Umut KOVANCILAR

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. A.Usame TAMER

Bu calismada alkali proteaz iireten bakterilerin izolasyonu gerceklestirilmis
ve bu enzimce en aktif (ekonomik agidan degerli) suslarinin elde edilmesi
amaglanmistir. Izmir, Manisa ve Aydin illerindeki (14 farkli istasyondan) toprak
ornekleri alinmistir. Izolasyonda diliisyon ve petri plaka yontemleri kullanilmustir.
Kazein hidroliz zonlarina gore secilen izolatlara biyokimyasal testler ve bazilarina
API testleri uygulanmustir.

Bacillus cinsine ait oldugu ongoériilen 2 izolat (S9-UKM ve S11-UKM)
secilmis ve enzim aktivitesinin belirlenmesinde spektrofotometrik  yontem
uygulanmistir. Bu uygulama esnasinda inkiibasyon siiresi, ortam sicakligi ve ortam
pH’1 degistirilmis, farkli karbon ve farkli azot kaynaklar1 denenmistir.

S9-UKM Izolat1 i¢in en yiiksek proteaz aktivitesi 3’ncii giiniin sonunda
30°C’de, pH 8.0’de, karbon kaynag: fruktoz ve azot kaynag: olarak ise skim milk
kullanildiginda elde edilmigtir. S11-UKM izolati ise en yiiksek proteaz aktivitesini
3’ncili giinlin sonunda, 33%C’de pH 7.2°de, karbon kaynagi olarak maltoz, azot
kaynagi olarak ise maya ekstresi kullanildiginda elde edilmistir.

Proteazlarin kullanim alanlar1 ge¢misten giliniimiize olduk¢a gelisme
gostermistir. Hemen hemen her alanda siklikla kullanilmakta olup ve gelecekte de
onemleri daha da artacaktir.

Elde edilen bulgular sonucunda ayni cinse ait bakterilerde {iretilen alkali
proteaz tiretim parametrelerinde farkliliklarin bulunabilecegini gosterilmistir. Bu tip
caligmalarla en uygun iiretici organizmanin tespit edilmesinin 6nemi ortaya
konmustur.

Anahtar Kelimeler: Alkali Proteaz, Bacillus cinsi, Izolasyon.

2018, 67 Sayfa
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

Isolation, Characterization and Determination of Alkaline Protease Activity of
Bacillus Genus from the Various Proteolytic Substrates

Umut KOVANCILAR

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Department

Supervisor: Prof. Dr. A.Usame TAMER

In this study, we were performed isolation of the alkaline protease producer
bacteria and the most active enzyme producer strains (economically valuable) was
intended to obtain. The soil samples were collected from 14 different stations which
is inside the Izmir, Manisa and Aydin provinces border. We used dilution and petri
plate method was for bacteria isolation. Biochemical tests and API test kits were
applied to the izolates, which was selected according to the hydrolyzed casein zones.

2 isolates (S9-UKM and S11-UKM) were selected, which was predicted to be
involved in Bacillus genus, and spectrophotometric method was used to
identification of the enzyme activity. During the study, different incubation time,
medium temperature, medium pH, carbon and nitrogen sources was tried.

Maximum protease activity for S9-UKM isolate was reached at the end of the
third day and in the conditions of 30°C, pH 8.0, fructose as carbone source and skim
milk as nitrogen source. Also, maximum protease acitivity for S11-UKM isolate was
reached at the end of the third day and in the conditions of 33°C, pH 7.2, maltose as
carbone source and yeast extract as nitrogen source.

Usage of proteases area have increased quite progressively. Proteases are
used almost in every area and importance of these enzymes will increased in the
future.

The results obtained from the study, it is shown that there may be differences
in the parameters of alkaline protease production among the same bacterias, which is

in the same genus. With this type of studies, importance of detection of the most
suitable organism putted forward.

Key Words: Alkaline protease, Bacillus, Isolation

2018, 67 pages
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1. GIRIS

Endiistriyel mikrobiyolojide degerli ticari triinleri iiretebilmek veya onemli
kimyasal reaksiyonlar1 gerceklestirebilmek i¢in tipik olarak biiyiik Olgekte iiretilen
mikroorganizmalar kullantlir. Endiistriyel mikrobiyolojik prosesler,
mikroorganizmalarin kendisi i¢in en uygun kosullarda gerceklestirebildigi metabolik
reaksiyonlarin pek ¢ok durumda ilgilenilen f{iriiniin olabildigince c¢ok iiretimi
amaciyla gelistirilmis seklidir. Bu yiikksek verimli iiretim i¢in kullanilan
organizmalar; bakteriler, mayalar ve kiifler basta olmak iizere daha ¢ok prokaryotik

hiicre yapisindaki canlilardir [1].

Endiistriyel islem i¢in segilen organizmanin da basta ilgili maddeyi en yliksek
verimle iiretebilmesinin yaninda; biiyiik 6l¢ekli kiiltiirlerde tireme ve iiriin olugturma
yeteneginde olmali, biiyiik fermentdrlere (endiistriyel fermentasyonun gergeklestigi
tank) kolayca inokiile (asilama) edilebilmesi i¢in, tercihen spor ve diger bazi
formlarin1 meydana getirebilmeli, bunlarin yan1 sira hizli ve kolay tiremeli, istenilen
{iriinii en kisa zamanda meydana getirebilmelidir. Uretim i¢in kullanilan organizma

kesinlikle patojen olmamalidir [1].

Mikroorganizmalardan elde edilen endiistriyel fiiriinlerin baslicalar1 alkolli
icecekler, enzimler, antibiyotikler, hormonlar, alkoloidler, organik asit ve diger 6zel

baz1 kimyasallardir.

Her organizma az ya da ¢ok miktarda iiretilen ve hiicresel yasam siireglerinde
yer alan yiiksek cesitlilikte enzimlere sahiptir. Bazi enzimler ¢ok fazla miktarda
tiretilir ve hiicreden dis ortama salinir. EKzoenzim adi verilen bu enzimler ortamdaki

seliiloz, protein ve nisasta gibi ¢éziinmeyen polimerleri par¢alamada kullanilirlar.

Enzimler tipik olarak tek kimyasal fonksiyonel gruplar1 hedeflediklerinden ve
tek bir molekiil tizerindeki benzer fonksiyonel gruplari ayirabildiginden, 6zellikle
yararli biyokatalizérlerdir. Onemli mikrobiyal enzimler; proteaz, amilaz, invertaz,
glukoz oksidaz, glukoz izomeraz, pektinaz, rennin, selliilaz, lipaz, laktaz, DNA
polimerazdir. Diinya genelinde enzim satiglarinin yarisindan c¢ogunu olusturan
bakteriyal proteazlar endiistriyel enzimlerin en biiylik smiflarindan biri haline

gelmistir. Genis biyokimyasal cesitlilikleri, mikroorganizmalarin hizli gelismeleri,



hiicre kiiltiirleri i¢in limitli alanlarin yeterli olmasi ve genetik maniipiilasyonlar ile
yeni enzimlerin meydana getirilmesini sagladigi i¢in mikrobiyal proteazlar enzim
kaynagi olarak tercih edilmektedir. Gida endistrisinde kullanilabildigi gibi
deterjanlarin yapisina da katilir. Ayrica derilerin terbiyesinde (keratin ve benzeri
maddeleri uzaklastirmada) de kullanilir. Bu yontem ¢ok daha g¢evrecidir. Bunlar
ayrica ilag ve preparatlarin yapiminda da kullanilir. Fotograf filmlerinde bulunan
glimiisiin geri kazanimi i¢in de proteazlardan yararlanilir. Kiiglikbas hayvanlarin
artik tliylerini proteaz ile muamele ederek biiylikbas hayvanlar i¢cin yem olarak

kullanilmasi saglanabilir [1,2,3].

Birgok farkli sektorde kullanilan proteazlar icerisinde genellikle tercih edilen
proteaz ¢esidi ‘alkali proteazlar’dir. Bu iki 6nemli 6zelliginden dolay1 protein bazli
lekeleri ¢ikarmak icin deterjanlarin yapisinda kullanilir. Hiicre dist iiretilen ve
fermentasyon besiyerine direkt olarak salgilanan mikrobiyal proteazlar
tiretilmelerindeki kolaylik nedeni ile bitkisel ve hayvansal proteazlara goére tercih

edilmektedirler [2].

Bacillus cinsine ait tiirler alkali proteaz iireticisi bakterilerin baginda gelir. Bu
cins iginde de en ¢ok kullanilanlar1 B.licheniformis, B.subtilis, B.amyloliquefaciens
ve B.mojavensis tiirleridir. Pseudomonas sp. tiirleri de alkali proteaz {ireticisi
bakterilerdendir. Arastirmalara gore ticari alanda en biiyiik ilgi Bacillus sp. izerinde

yogunlagmaktadir [3].

Bu ¢alismada alkali proteaz iireten Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu, en
verimli suslarin proteince zengin ortamlar yardimi ile belirlenmesi, fermentasyon
sonucunda bu suslar tarafindan meydana getirilen enzimin miktarinin; inkiibasyon
siiresi, ortam sicakligi, pH ve kullanilan karbon/azot kaynaklar1 degistirilerek
spektrofotometrik yontem ile tespit edilmesi ve farkli parametrelerde denemeler

yapilarak en yiiksek verimlilikte enzim {iretiminin elde edilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bacillus Cinsinin Ozellikleri

Cubuk seklinde diiz ya da diize yakin hiicrelerdir. Cok biiyiik bir kism1 gram
pozitif ve peritrik flagella ile hareketlidir. Aerobik ya da fakiiltatif anaerobturlar.
Cogu Bacillus tiyesinde oksijen terminal elektron alicisidir. Ekstrem ortam sartlarina

gore dayanikli bir endospor meydana getirirler [2].

Bacillus cinsinin koloni morfolojisi ¢esitlilik gosterir. Biiyilik bir kism1 beyaz
ya da krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi tiirlerde sar1, agcik pembe, portakal rengi
ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanmaktadir (Bacillus mycoides
kolonileri ise agarli besi ortami tiizerinde rizoid seklinde yayilir). Bacillus cinsi
tiyelerinin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek sicaklik
derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C’de ve ortam pH’s1 7.0 civarinda
iyi tirerler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker veya alkol igceren; azot kaynagi

olarak amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler [2].

Bacillus cinsi tiyeleri uygun olmayan sartlarda spor olusturma yetenegindedir.
Olusturdugu endospor ise; silindirik oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olabilir.
Bununla beraber sporlar hiicre igerisinde sentral ya da subterminal olarak
yerlesebilir. Bacillus’larin hiicre duvari, hiicre ylizeyini tamami ile Orten yiizey
katmani parakristalin olusturur. Bacillus’lar genellikle kapsiil bulundurur. Tipik
yagsam alanlar1 toprak olmasma ragmen dogada ¢ok genis olarak yayilig gosterirler
(havada, suda, siit ve siit iriinlerinin igerisinde ve daha bircok gida maddesinde
bulunurlar). Katalaz pozitif olup ve sekerli ortamlarda asit iiretirler. Bacillus’larin
bazi tiirleri gidalar i¢in 6nemlidir. Baz1 Bacillus’lar proteolitik enzimler iiretirler ve
buda peynir yapiminda kullanilir. Baz1 tiirleri ise bocek patojenidir. Birkag tiirii ise

polipeptit sinifinda antibiyotik tiretir [4].

Bacillus cinsi mikroorganizmalar gram boyama uygulamasina pozitif sonug
veren, ortam sartlarina dayanikli bir endospor olusturabilen, ¢ubuk (basil) seklinde,
aerob veya fakiiltatif anaerob olan mikroorganizmalardir [7]. Fakat yash kiiltiirler
gram (-) gibi goriilebilir. Bacillus cinsi mikroorganizmalarin ayirt edilmesinde

kullanilan temel 6zellikleri Tablo 2.1.’de verilmistir.



Tablo 2.1. Bacillus Tiirlerinin Temel Ozellikleri [1]

Ozellikler Bacillus cinsi Ozellikler Bacillus cinsi
Cubuk sekli + Zoruril‘lu anaerob D
ureme
Hiicre capt <2.5um Fakultfltlf anaerob D
ureme
Filament varligi - Homolakiik D
fermentasyon
Hareket yetenegi + Sulfatlr_l siilfite -
reaksiyonu
Endospor olusumu + Katalaz aktivitesi +
Gram reaksiyonu + Nltra.i.tm.mmte D
rediiksiyonu
Oksidaz aktivitesi - G+C orani (% mol) 32-69
Glukozdan asit +
olusumu

Not: D, degisken

Bacillus cinsine ait sporlar vejetatif hiicre formlarina gore deterjanlara, besin
yetersizligine, 1stya, UV’ye, radyasyona, dezenfektanlara ve hidrojen peroksit (H20,)
gibi okside edici ajanlarla muameleye karsi olduk¢a direnglidir. Vejetatif
hiicrelerdeki endosporun yeri, tiiriin 6zelligine bagli olarak sentral, subterminal ve
terminal olmak tizere ii¢ farkli pozisyonda olabilir. Ayrica hiicre igerisinde bulunan
endospor yine tiriin Ozelligine bagl olarak hiicrede deformasyon meydana
getirebilir. Sporlar elipsoidal, kiiresel, oval, muz veya silindir gibi sekillerde olabilir.
Bacillus sporlar1 distan i¢e dogru gidildikge ekzosporium, korteks, dis spor zarfi, i¢
spor zarfi ve 6z kisimlarindan olusur. Spor protoplast1 ve 6ziindeki diisiik su icerigi,
spor zarfindaki kalsiyum ve dipiklonik asit gibi yiiksek mineral seviyesi, azaltilmig
spor gecirgenligi ve spor kromozomunun asitle ¢Oziinebilen bir grup proteinle
doyurularak DNA hasarinin 6nlenmesi yiiksek direncinin en 6nemli nedenleridir.
Ekstrem kosullarda spor olusturabilme yeteneklerine bagli olarak diisiik
sicakliklardan (kutuplar vb.), yiiksek sicakliklara (kaplicalar, volkanik alanlar vb.),
asidik, alkali veya tuzlu ortamlara kadar ¢ok ¢esitli habitatlarda yasayabilmektedirler.
Bu nedenle hemen her ortamdan izole edilebilmislerdir [7].

Logan ve ark., 1999°da yaptiklar1 ¢calismaya gore Bacillus tiirlerinin teshisi ve
tiirler arasindaki farkliliklarinin tespiti i¢in spor ve sporangium morfolojilerini temel

almiglardir. Buna gore Bacillus tiirleri 3 grupta toplanmustir [9].
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Birinci grup Bacillus cinsi tiyeleri kendi i¢lerinde A ve B olmak iizere ikiye
ayrilir. Bu her iki grupta sporangia gelismemistir. Sporlar elips veya silindirik sekilli,
sentral veya terminal konumludur. Gram pozitiflerdir. Iki grup arasindaki fark ise A
alt grubunda hiicre genisligi 1mp’dan kiigiik, B alt grubunda ise Imp’dan biiyiiktiir.
A alt grubuna 6rnek olarak Bacillus megaterium ve Bacillus cereus, B alt grubuna
ornek olarak ise Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus

firmus ve Bacillus coagulans verilebilir [9].

Ikinci grupta yer alan Bacillus genusu iiyelerinde sporangia kismen
gelismistir. Sporlar elips sentral ya da terminaldir. Bu grupta yer alan Bacillus
tirlerine 6rnek olarak; Bacillus circulans, Bacillus alvei, Bacillus brevis, Bacillus

laterosporus verilebilir [9].

Ugiincii grupta yer alan Bacillus tiirlerinde de sporangia gelismistir. Sporlar
kiiresel, subterminal veya terminal konumludur. Bacillus sphaericus bu gruba 6rnek

olarak verilebilir [9].

Bacillus cinsinin iiyelerinin hemen hepsi patojen degildir. Iki tiirii insanlarda
ve hayvanlarda hastalik olusturan basillerdir. Bunlar Bacillus anthracis ve Bacillus
cereus tiirtidiir. Bacillus subtilis ise toz, toprak, giibre, bitki-hayvan kalintilari ile siit
ve siit tirtinleri ve suda bulunan bir bakteri tiirlidiir. Siit ve siit i¢eren iirlinlerin,
ekmegin, sebze ve meyvelerin bozulmasinda etkendir. Bacllus subtilis kiiltiir
stizlintlilerinden elde edilen subtilin adi verilen bu maddenin bazi bakterilerin
bulunduklar1 ortamda gelisimlerini baskiladig1 belirlenmistir. Bu tiir saprofit 6zellik
gostermekle birlikte dogrudan dogruya ya da dolayl yollar ile goz igerisine girmesi
sonucunda panoftalmi, iridosilit gibi gbz yangilari meydana getirebilir. Bacillus

subtilis besin zehirlenmelerine de yol agabilmektedir [10].

Bacillus tiirlerinin bir¢ogu tabiatta genellikle saprofit olarak bulunmaktadir.
Bacillus tiirleri dogada ciiriiyen organik materyallerde, toz, toprak, yesil sebzelerde,
suda ve bazi tiirlerde de normal viicut florasinda bulunmaktadir. Bazi ftiirler,
memelilerde, bitkilerde ve bdceklerde zorunlu patojen veya firsatgr enfeksiyon
etkenidirler [9]. Bacillus tiirleri arasinda Bacillus anthracis ve Bacillus cereus insan

ve hayvanlarda enfeksiyon olusturmalari acisindan en 6nemli tiirlerdir. Bunlarin



disinda kalan Bacillus tiirleri insanlarda veya hayvanlarda nadiren enfeksyon
etkenidirler [10].

Bacillus tiiri mikroorganizmalar endiistriyel olarak kullanilan hemen biitiin
enzim tiplerini iiretebildiklerinden oldukca énemlidirler. Ozellikle yiiksek sicaklik ve
pH’larda tireyebilen bir Bacillus cinsinin iiretecegi proteaz enzimleri, deterjanlara
katki maddesi olarak eklenmekte ve sicak su ile daha etkin temizlik saglayacak

yikama imkani1 verebilmektedir [8,9].
2.2. Proteaz Kaynaklari

Proteazlar biitlin canli organizmalar i¢in gerekli oldugundan bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi ¢ok cesitli kaynaklarda bulunurlar. Enzimler
canlt hiicrelerden ayrilabilir ve fizyolojik cevrelerinden bagimsiz olarak kataliz
gerceklestirebilirler. Ticari dneme sahip proteazlar bitki ve hayvan dokularindan ya

da siklikla mikroorganizmalardan fermentasyon yoluyla elde edilirler [11].
2.2.1. Bitkisel Proteaz Kaynaklari

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanilmasi kiiltiir yapilan yerin ve biiyiime
icin gerekli olan iklim kosullarinin uygunlugu gibi baz1 faktorler tarafindan kontrol
edilir. Bununla beraber bitkilerden proteaz iiretimi zaman isteyen bir siiregtir. Papain,
bromelain, keratinaz ve ficin bilinen bitkisel proteazlardir [11]. Papain papaya
bitkisinin lateks kismindan, Bromelain ananas bitkisinin gévdesinden, ficin ise incir
bitkisinin lateks kismindan elde edilir [12]. Papain, bomelain ve ficin pek cok
endistriyel, tibbi, dis¢ilik ve veterinerlik uygulamalarinda kullanilmaktadir. Bazi
bitki gruplart saglarin, killarin ve tiiylerin yapisinda bulunan keratini pargalayan
keratinazi tiretebilir. Bunlar derilerin terbiye edilmesinde ve atik su sistemlerindeki

tikanmalarin giderilmesinde uygulanabilir [11].
2.2.2. Hayvansal Proteaz Kaynaklari

En ¢ok bilinen hayvansal proteazlar pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve
renindir. Bu enzimler saf olarak biiyiik miktarlarda hazirlanirlar. Tripsin besinlerdeki
proteinlerin sindirilmesinden sorumlu olan temel bir sindirim enzimidir. Tripsin

bakteriyal besi ortamlarinin hazirlanmasinda ve bazi 6zel tibbi uygulamalarda



kullanilirken gida uygulamalarinda kullanimlar1 ise digerlerine gore oldukca
sinirlidir.  Kimotripsin hayvansal pankreatik o6ziitte bulunurlar. Saf kimotripsin

oldukga pahalidir ve diagnostik-analitik uygulamalarda kullanilirlar [11].

Pepsin ise biitiin omurgalilarin midelerinde bulunan asidik bir proteazdir.
Pepsin, asit ekstrasyon ve filtrasyon yolu ile midenin alt kismindan elde edilir.
Pepsin 1913 yillarindan itibaren camasir deterjanlarinda kullanilirken gilintimiizde ise
sabunlarda, yiiksek sicakliklarda ve alkali kosullardan daha az etkilenen serin ve
metal mikrobiyal proteazlarin karisimlartyla etkili olduklar belirlenmistir. Rennet ise
biitiin siit veren memelilerin midesinde inaktif 6nciill madde olan prorenin seklinde
iretilen pepsin benzeri bir proteazdir. Buda pepsinin aktivitesiyle ya da otokatalizi
ile aktif reninne doniistiiriiliir. Renin siit endiitrisinde yaygin olarak tat vermek

amactyla ¢okelek tiretiminde kullanilir [11].
2.2.3. Mikrobiyal Proteaz Kaynaklari

Proteazlar, proteinlerin  yapisindaki  peptid baglarmin  hidrolitik
parcalanmasini katalize eden enzimlerdir. Alkali proteazlar deri, gida, deterjan,
eczacilik, fotografeilik, atik yonetimi gibi birgok endiistriyel alanda kullanilan enzim
grubudur. Son yillarda, endiistride klasik yontemler yerine enzimlere dayali
stireclerin kullanim1 giderek agirlik kazanmaktadir. Cesitli endiistriyel alanlarda
kullanilan enzimlerin, yillik toplam satis tutart bir milyar dolarin iizerindedir.
Enzimlerin kullanildigi endiistriyel iglemler daha ucuz ve kaliteli iiriin elde
edilmesine olanak saglamaktadir. Alkali proteazlar genis pH ve sicaklik araliklarinda
kararli olduklarindan birgok endiistriyel alanda kullanilmaktadirlar [11]. Bu nedenle
enzim pazarinda oldukg¢a bilyiik bir paya sahiptir, proteaz enzimlerinin yillik olarak

tiikketilen oranlar Sekil 2.1.”de verilmistir.
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Sekil 2.1. Mikrobiyal Enzimlerin Yillik Kullanim Degerleri [11]

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan proteaz kaynagi, bakteri, fungus ve virus
orijjinli olan mikrobiyal proteazlardir. Mikroorganizmalarin  biyoteknolojik
uygulamalar i¢in hemen tiim 6zelliklerinin istenen yonde degistirilebilmesi, bitkisel
ve hayvansal proteazlara gore daha saf elde edilebilmesi ve mikroorganizmalarin
uygun bir kiiltir ortaminda {iretilebilmesi gibi sebeplerden mikrobiyal kaynakli
proteazlar bitki ve hayvan kaynakli proteazlara gore daha ¢ok tercih edilmektedirler
[13].

2.2.3.1. Bakteriyal Proteazlar

Ticari olan proteazlarin biiyiik bir kism1 Bacillus cinsi bakteriler tarafindan
notral ve alkali olarak meydana getirilmektedir. Bakteriyal notral proteazlar pH 5.0-
8.0 araliginda aktivite gdstermektedir ve nispeten termal stabiliteleri diisiiktiir. Notral
proteazlar, aktivite gosterdikleri pH araligi ve hayvansal proteazlara gére hidrolize
edilmis gida proteinlerinde daha az aci tat olusturmalar1 nedeniyle gida endiistrisinde

tercih edilmektedir [14].

Bakteriyal notral proteazlarin en karakteristik 6zelligi, hidrofobik amino asit
ciftlerine yliksek afinite gostermeleridir. Termotoleranslarinin az olmasi nedeni ile
diisiik sicaklik hidrolizi ile gida hidrolizatlarinin iiretiminde avantaj saglamaktadir.
Bakteriyal alkali proteazlar ise pH 10.0 gibi alkali kosullarda yiiksek aktivite ve

genis substrat spesifikligi gostermeleriyle karakterize edilirler. Optimal sicakliklar



60°C civarindadir. Bakteriyal alkali proteazlarin bu 06zellikleri onlar1 deterjan

endiistrisi i¢in uygun kilmaktadir [14].
2.2.3.2. Viral Proteazlar

AIDS ve kanser gibi olduke¢a tehlikeli ve Oliimciil hastaliklara neden olan
viriis proteinlerinin fonksiyonlart nedeniyle viral proteazlar giiniimiizde giderek
Oonem kazanmaktadirlar.  Aspartik, serin ve sistein peptidazlar bircok viriiste
goriilmektedir. Viral aspartik proteazlar viral tutunma ve homodimer replikasyonu ile
poliprotein onciileri olarak ifade edilmektedir. Olgun proteaz, oncii proteinin otolizi
ile salinir. Retroviral aspartik proteazlar ve bunlarin mutantlar1 ile saflastirma,
enzimatik analiz ve gen ifadesi ile ilgili ¢ok genis literatiir mevcuttur. AIDS’in
yayilimini ve oldiiriicii etkisini kaldirabilmek amaciyla etkili inhibitorlerin dizayni
icin bircok arastirma viral proteazlarin ii¢ boyutlu yapisi ve bunlarin sentetik

inhibitorlerle interaksiyonu lizerine odaklanmustir [14].
2.2.3.3. Fungal Proteazlar

Funguslar bakterilere oranla daha ¢ok ¢esitli enzimler iiretebilmektedirler.
Ornek olarak Aspergillus oryzae verilebilir. Bu tiirler hem asidik, hem nétral hem de

alkali proteaz iiretebilmektedirler.

Fungal notral proteazlar ya da metalloproteazlar, pH 7.0’ de aktiftirler ve
selatlayic1 ajanlar tarafindan inhibe olurlar. Protein hidrolizatlarinin acili§inin
azaltilmasinda kullanilmaktadirlar. Fungal alkali proteazlar ise gida proteinlerinin
modifikasyonunda kullanilirlar [15]. Fungal proteazlar endo ve ekzopeptidazlar olup,

cok genis cesitlilikte salgilanabilmektedirler [16].
2.3. Proteazlarin Simiflandirilmasi

‘ITUBMB’(The International Union of Biochemistry and Molecular
Biology)’ye gore proteazlar hidrolazlar olarak adlandirilan 3. grubun 4. alt grubunda
simiflandirilmistir (EC 3 Hidrolaz — EC 3.4 Proteazlar). Fakat proteazlar ¢ok genis
etki mekanizmalar1 ve yapisal cesitlilikleri sebebiyle genel enzim adlandirma

sisteminde diger enzim smiflar1 gibi smiflandirilamamaktadir. Su ana kadar



proteazlar iic ana kritere gore siiflandirilmigtir. Bunlar; katalizledikleri reaksiyon

tipi, katalitik bolgenin kimyasal yapis1 ve yapilariyla ilgili evrimsel iliskidir [14].

Proteazlar etki gosterdikleri yere gore endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar
olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir. Ekzopeptidazlar substratin amino ya da
karboksil ucu tarafindaki peptid bagim1 parcalarken endopeptidazlar substratin

terminal ucunun uzagindaki peptid baglarin1 pargalamaktadir [14].

Aktif bolgelerindeki fonksiyonel amino asit kokiine gore proteazlar dort ana
grupta siniflandirilirlar. Bunlar; Serin Proteazlar, Sistein/tiol Proteazlar, Aspartik

Proteazlar ve Metalloproteazlar’dir [14].

Amino asit sekanslar1 temel alindiginda proteazlar dort familyada
smiflandirilir ve evrensel atalar1 olan peptidazlara gore familyalar klan olarak
adlandirilan alt gruplara ayrilir. Her peptidaz ailesi katalizledigi reaksiyonu
simgeleyen kod harfine sahiptir. Ornegin‘S’ serin proteazlar, ‘C’ sistein proteazlar,
‘A’ aspartik proteazlar, ‘M’ metalloproteazlar ve ‘U’ bilinmeyen tip proteazi

simgelemektedir [14].
2.4. Bakteriyal Alkali Proteazlar

Mikrobiyal proteazlar enzimoloji ¢aligmalar1 bagladigindan beri ¢ok genis
kapsamli olarak arastirilan hidrolitik enzimler igerisinde ilk siralarda gelmektedir.
Proteolitik enzim calismalarinda bu enzimlerin hiicresel metabolik asamalarda
Oonemli rol oynamalarinin yan1 sira endistriyel alanda da @it gide Onem
kazanmasindan dolayr dikkat ¢ekmektedir. Bu enzimler 1914 yilindan bu yana
deterjanlara  ilave edilmeleriyle deterjan  endiistrisinde  yaygin  olarak
kullanilmaktadirlar. Hiicre i¢i proteazlar hiicresel ve metabolik yollarda farklilagma,
sporulasyon, protein katlanmasi, enzimlerin olgunlasmasi gibi birgok asamada rol
oynamaktadir. Hiicre dis1 proteazlar ise hiicrenin etkilestigi cevresel kosullarda
proteinlerin hidroliz edilerek absorbe edilmesi ve bunlardan yararlanilmasinda gorev
almaktadir [17]. Ayn1 zamanda hiicre dis1 proteazlara birgok endiistriyel asamada
protein pargalanmasinda ticari olarak ihtiyag duyulmaktadir [18]. Gilinlimiizde
proteazlar endiistriyel pazarda satilan total enzimlerin %40°’m olusturarak deterjan,

gida, ilag, deri, atik su artim1 ve glimiisiin geri kazanilmasi gibi alanlarda
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kullanilmaktadirlar. Bugiine kadar enzim piyasasinda, deterjan endiistrisinde alkali
proteazlar alkali pH araliginda stabil olmalar1 nedeni ile genis yere sahip olmuslardir

[19,20].
2.5. Alkali Proteazlarin Ozellikleri
2.5.1. Optimum pH ve Sicakhik

Alkali proteazlarin optimum pH araligi genellikle pH 9-11 arasinda
degigsmektedir. Fakat ¢ok sik goriilmese de pH 11.0’in iizerindeki kosullarda aktivite
gosteren alkali proteazlar bulunmaktadir. Yiksek izoelektrik nokta degerlerine
sahiptirler ve genellikle pH 6-12 arasinda stabildirler. Alkali proteazlarin optimum
sicaklik degerleri 50- 70°C arasindadir [19,20].

2.5.2. Stabilize Edicilerin Etkisi

Ticari olarak kullanilan alkali proteazlarin genellikle termostabilitesinin
yiiksek olmasi istenmektedir. Bu enzimin genellikle termal stabilitelerinin yiiksek
olmasi kullanim amaglarina gére oldukg¢a avantaj saglamaktadir. Polietilen glikol,
polihidrik alkoller ve nisastanin reaksiyon karisimina ilave edilmesi veya protein
miihendisligi ile proteinin dordiinciil yapisina miidahale edilerek alkali proteazlarin
termostabiliteleri daha da artirilabilmektedir [19, 20].

2.5.3. Metal iyonlariin ve inhibitérlerin Etkisi

Alkali proteazlar yiiksek aktivite gosterebilmek icin Ca®*, Mn?*, Mg** gibi
divalent katyonlara veya bu katyonlarin kombinasyonlarina gerek duymaktadirlar.
Bu katyonlar alkali proteazlarinin stabilitesini artirmaktadir. Bu katyonlarin enzimi
termal denatiirasyona karst korudugu ve yliksek sicakliklarda enzimin aktif
konformasyonunu korunmasini sagladig diisiiniilmektedir [18]. Ba®*, Mn?*, Mg,
Co*, Fe*" ve zn* gibi metal iyonlar1 da alkali proteazlarin stabilitesini artirdigi
bilinmektedir [20].

Inhibisyon ¢alismalar1 kofaktdr ihtiyaci ve aktif bdlgesinin yapis1 bakimindan
enzimin dogal yapisinin anlasilmasini saglamaktadir. Alkali proteazlarin genellikle

PMSF (Fenil Metil Siilfonil Florid) ve DFP (Diizopropil florofosfat) ile tamamen
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inhibe oldugu bilinmektedir. PMSF aktif bolgede bulunan serin koklerine etki ederek
enzim aktivitesinin kaybolmasina neden olmaktadir. Bu inhibisyon profili
proteazlarin serin proteazlar olarak simiflandirilmasini  saglamaktadir. Metal
iyonlarinda bagiml olan proteazlar EDTA (Etilen Diamin Tetraasetik Asit) gibi selat
ajanlaria hassaslik gostermektedir. EDTA varliginda inhibe olan metal iyonlarina

bagimli proteazlar da metalloproteazlar olarak siniflandirtlmistir [18].
2.5.4. Substrat Spesifitesi

Alkali proteazlar dogal proteinleri hidrolizledikleri basar1 ile bazi sentetik
substratlar1 da hidrolizlerler. Enzim tirozin, fenilalanin ya da 16sin gibi aromatik ya

da hidrofobik amino asit kalintilarina kars1 da spesifik 6zellik gosterir [18].
2.6. Alkali Proteazlarin Kullamim Alanlari
2.6.1. Gida Endiistrisi

Gida endiistrisinde proteazlarin  kullanimi  olduk¢a eski zamanlara
dayanmaktadir. Giinlimiizde proteazlar rutin olarak peynir yapimi, firincilik, soya
hidrolizatlarinin  hazirlanmast ve et yumusatma gibi ¢esitli amaglar i¢in
kullanilmaktadir. Enzimler tarafindan tiretilen protein hidrolizatlar: genellikle act bir
tada sahiptir. Aminoasit tiiriine ve peptidin uzunluguna gore bu hidrolizatlarin acilig
az veya ¢ok olabilir. Aci peptidler, hidrofobik aminoasit i¢eriginin yliksek olmasiyla,
tath peptidler ise hidrofilik aminoasit iceriginin yiiksek olmasiyla karakterize
edilirler. Kazein ve hemoglobinden iiretilen hidrolizatlar; et, balik ve jelatinden elde

edilen hidrolizatlardan daha ac1 olmaktadir [21].

Gida endiistrisinde en fazla kullanilan proteaz enzimi ise papaindir. En
onemli iki uygulama alani, biranin sogukta saklanmasi1 ve yapay olarak etin
gevreklestirilmesidir. Etin gevreklestirilmesinde karsilagilan baslica problem,
enzimin ette dagiliminin, et par¢alanmaksizin saglanmasindaki giigliiktiir. Enzim bir
veya birden fazla kas doku bilesenini pargaladigi igin, enzimin disiik
konsantrasyonlarda kullanilmasina 6zellikle dikkat edilmesi gerekmektedir [3].

Bugday unu firincilikta en 6nemli bilesendir. Firin hamurlarinin 6zelliklerini

belirleyen gluten maddesi, suda ¢o6ziinmeyen bir proteindir. Aspergillus oryzae

12



tiriinden elde edilen endo ve eksoproteinazlar sinirli bir proteoliz ile bugday
glutenini modifiye etmek igin kullanilmaktadir. Fungal proteazlar, beyaz ekmek ve
pogacalarin yapiminda da basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Fungal proteazlarin
asir1 miktarlar, ekmegi hamurumsu bir hale getirmektedir. Enzim ilavesi 6zellikle
sert ve elastiki hamurlar i¢in uygundur. Hamura yapilan enzimatik muamele,
hamurun elle veya makine ile tiretimini kolaylastirir, bdylece iirlinlerin daha genis bir
aralikta {iretilmesini saglar. Proteazlarin ilavesi ile artan somun hacimlerinde karigma
zamanini yaklasik %25 oraninda azaltmaktadir. Ozellikle Bacillus subtilis proteazlart
kek, biskiivi ve kraker yapiminda kullanilmaktadir. Bu proteazlar hamurlarin
yumusamasini geciktirmek i¢in kullanilir ve o6zellikle kraker iiretiminde c¢ok
onemlidir [3, 22]. Bu alanda asidik mantar proteazlar amilazlarla birlikte kullanilarak

tirtiniin tadina ve aromasina da etki etmektedir [15, 23].

Aspartik proteaz grubuna dahil olan, sigir kimosini (rennin) uzun zamandir
peynir yapimi sirasinda siitiin kesilmesi veya pihtilasmasi i¢in kullanilmaktadir.
Kaynag1 nedeniyle sigir kimosini pahali bir malzeme oldugundan alternatif olarak
domuzdan elde edilen pepsin de kullanilmaktadir, ancak pepsinin yiiksek proteolitik
aktivitesi peynir 6zii igin istenmeyen bir durumdur. Bu yiizden, siit kesme enziminin
cesitli mikrobik kaynaklari aragtirilmistir. Sigir kimosinin igerdigi aktiviteye yakin
olan peynir mayalarinin mikrobik kaynaklari, Rhizomucor miehei, Mucor pusillus ve
Endothia parasitica tiirleridir. Ilk iki organizma, termofilik mantar, {iciinciisii ise bir
mayadir. Mikrobik kaynaklar ile sigir kimosini arasindaki farkliliklart en aza
indirgeme caligmalarina ragmen, farklar sigir kimosinin peynir yapimi igin tercih

edilmesine sebep olmaktadir [24].

Yiiksek icerikte iyi kaliteli protein icerdiklerinden dolayr soya fasulyeleri
zengin bir besin kaynag olarak yiizyillardir kullanilmaktadir. Proteazlar bircok soya
irlinli ve soya sosu hazirlamak igin kullanilmaktadir. Fungal alkali ve nétral
proteazlar soya sosu prosesinde onemli bir rol oynamaktadir. Soya proteinlerinin
proteolitik modifikasyonu onlarin fonksiyonel ozelliklerini diizeltmeye yarar. pH
8.0’de alkalaz ile soya proteinleri muamelesi yiiksek ¢oziiniirliik, iyi protein iirlinii ve

diisiik acilikta ¢oziiniir hidrolizatlar ile sonuglanmaktadir [22].

Proteolitik enzimler yag elde edilmesinde de uygulama alanina sahiptirler.

Ornegin Nijerya kavun cekirdeginden yag eldesinde proteolitik enzimler
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kullanilmaktadir. Kavun c¢ekirdegi %30 yag, %50 protein icermekte ancak yagin
tamami bilinen c¢ozgenlerle ekstrakte edilememektedir. Cekirdeklere proteolitik
enzimlerin uygulanmas: ile ekstrakte olabilen yag miktarini artmaktadir. Ayrica
proteazlar meyve sularini, alkolsiiz ickileri kuvvetlendirmede ve proteince zengin

diyet amagl yiyeceklerin iiretiminde kullanilmaktadirlar [22].

Bakteriyel proteazlar, derinin kollajen olmayan yapilarinin secimli
hidrolizinde, globulinler ve albiiminler gibi fibril yapida olmayan proteinlerin
uzaklastirlmasinda, deriden killarin ayrilmasinda ve derinin yumusatilmasinda
kullanilmaktadir. Gliniimiizde deri prosesi; 1slatma, sepileme, kireclik, Kire¢ giderme,
saman ve kil giderme gibi baz1 adimlar igerir. Ancak bu islemler boyunca yiiksek
oranda kimyasal madde ve atik su ortaya ¢ikmaktadir. Son yillarda, ham derilerdeki
dogal yagin giderilmesinde enzimlerden yaralanilarak ilsem etkinliginin artirilmasi
ve yag gidermede kullanilan kimyasal maddelerin azaltilarak deri sanayinin ¢evreyi
daha az kirletmesi amaglanmistir [26]. Yapilan ¢alismalara gore, zararli kimyasallara
alternatif olarak enzimlerin kullanimi, c¢evresel kirliligi azaltmada, deri kalitesini
arttirmada basarili olmus ve deri sanayisindeki uygulamalar i¢in daha ekonomik bir

kullanim saglamistir [25].

Proteazlar, hayvan postlarin1 deriye doniistiirmede 1slatma, kire¢cleme, kildan
arindirma, yiinden arindirma ve ayirma asamalarinda siklikla kullanilmakta ve
yapilan arastirmalarda kimyasal maddelere gore daha yiiksek aktivite
gostermektedirler. Geleneksel deri iiretim proseslerinden kireg giderme islemi
sonrasinda alkali proteazlarin kullanim1 1ile gerceklestirilmektedir. Ham deri
yapisinda bulunan globiiler proteinler parcalanmakta ve striktiir acilimi

saglanmaktadir [27].

Giliniimiizde tip, farmakoloji ve gida sanayinde biiyiik 6l¢iide kullanim alani
bulan enzimler, aslinda deri sanayinde dericilik sanatinin basladig1 glinden bu yana
kullanila gelmistir. Ancak, enzimlerden hazir ticari preparat olarak yararlanilmaya
1909 yilinda Otto Rohm’un pankreas enzimini izole etmesi ve bu preparati sama
maddesi olarak kullanima sunmasi ile baglanmistir [15]. Sonraki donemlerde bitkisel,
hayvansal, bakteri ve fungus kiiltiirlerinden izole edilebilen ¢esitli tiir ve nitelikteki
enzimlerden deri sanayinde; yumusatma, kireclik, kil ve yag giderme, pikle ve

kromlu deri striiktiiriiniin agilmasi, etleme ve kromlu deri atiklarinin saflastirilmasi
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ve atik sularin temizlenmesine kadar ¢ok sayida proseste kullanim alani bulmus,
kullanimlar1 giderek yayginlasmistir [15,21]. Ozellikle Bacillus sp. tarafindan

iiretilen proteaz enzimi ticari olarak 6nem kazanmustir.

Enzim uygulanmasi, derilerin dikise ve giinlik kullanimdan kaynaklanan
darbelere dayanikliligini etkilediginden kullanim miktar1 ve siiresine oldukga dikkat
edilmelidir [15].

2.6.2. Deterjan Endiistrisi

Diinya enzim iiretiminin yaklasik %30’unu deterjan enzimi {iretimi
olusturmaktadir [28]. Proteazlar; protein molekiillerini parcalayarak ¢amasirlardaki
zor lekeleri ¢ikabilecek veya deterjan igerigindeki diger maddelerle ¢6ziinebilecek
hale getirmektedir. Ideal deterjan proteazlari, yiyecek, kan ve diger viicut
salgilarindan dolay1 lekelerin biiyiik bir kisminin uzaklasmasini kolaylastirmak igin,
genis substrat Ozgiilliigline sahip olmalidir. Deterjan i¢inde bir proteazin en iyi
performansi igin anahtar parametre onun izoelektrik nokta (pI)’sidir. Deterjan
¢ozeltisinin pH’1 ile pI’s1 birbirine uyumlu ise proteazin bu uygulama i¢in ¢ok uygun
oldugu kabul edilir. Ayrica bir proteazin pl degeri ne kadar yiiksekse, o proteaz o
kadar yiiksek pH’ larda etki gosterebilmektedir [22].

Proteazlar, giinlimiizde tiim diinyada ¢amasir deterjani katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Proteazlarin bu alanda kullanimlarindaki artisin temel sebebi,
cevresel kaygilardir. Sicak yikamalar i¢in tasarlanmis olan deterjanlar, sodyum ve
60°C iizerindeki yiiksek sicakliklarda aktif hale gelen bir beyazlatma maddesi olan
sodyum perborat icermekteydi, ancak fosfat kirlenmesini azaltmak igin ortaya ¢ikan
cevresel baskilar ve polyester kumaslarin kullaniminin artmasi nedeniyle bu igerikler
deterjanlarda azaltilmig hatta kaldirilmistir [29]. Bunun sonucu olarak da bakteriyel

enzimlerin kullanimi artmistir [24].

Yikama verimini arttiran proteazlar, enzimin karakterine bagl olarak daha
diisik sicakliklarda ve daha diisik surelerde temizlik saglayabilmektedir.
Proteazlarin 6zellikle kan ve ¢im gibi lekelerin ¢ikarilmasinda ¢ok etkili oldugu
bilinmektedir. Yiyecek lekelerinin ¢ikarilmasinda ise proteazlarin amilaz ve

lipazlarla birlikte kullanildigi kombinasyonlar1 daha etkili olmaktadir. Ayrica, deniz
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solucanlarindan elde edilen proteazlar lens yikama ¢ozeltilerinde kullanilmakta ve

diisiik sicakliklarda kontak lenslerin temizlenmesini saglamaktadirlar [21,24,26].

Camasir deterjanlarinda kullanilan enzimlerin yiliksek verime sahip olmasi
icin, 1 saat boyunca 95°C’ye ulasan sicakliklarda pH 9-11 arasinda aktivitesini
korumasi, beyazlatict ve yiizey temizleyicilerin varhiginda kararli olmasi ve de
deterjan igerisinde en az 1 sene aktivitesini kaybetmemesi gerekmektedir. Son
yillarda deterjanlarda kullanilan proteazlar, Bacillus tiirleri tarafindan iretilen serin
ve alkali proteazlardir. Camasir deterjanlarinda  kullanilan  proteazlar;
B.licheniformis, B.amyloliquefaciens veya Bacillus sp. den elde edilmektedir
[15,21,30]. Bacillus suslar1 disinda, Conidiobolus coronatus tiiriinden elde edilen bir
alkali proteazin da Hindistan’da iiretilen ticari deterjanlarda kullanildig: belirtilmistir.
Endiistriyel alanda calisan birgok firma, stirekli olarak katalitik aktiviteyi artiracak
yeni enzimleri bulmaya, onlar1 tamimlamaya ve biliylik Olcekli proseslerde elde
etmeye calismaktadir. Ayrica protein miihendisli§i metotlariyla var olan suslarin
ozelliklerinin gelistirilmesi ile de deterjan sanayisi i¢in yeni proteazlarin iiretilmesi

yoluna gidilmektedir [31].
2.6.3. Tekstil Sanayisi

Tekstil sanayisinde proteazlar, protein esaslt iiriinlerin enzimatik bir ilk islem
olan terbiyesinde uygulanmaktadir. Kumas tiretimi igin gerekli olan maddeler degisik
lif yapisindadir. Yiin, ipek, angora, kasmir dogal protein lifleri iken, soya fasulyesi
ve musir lifleri, kazein rejenere protein liflerindendir [33]. Protein esash liflerin
ozelliklerini aminoasitlerin cinsi, miktar1 ve yerlesme sekli belirlemektedir. Bu
ozelliklere gore yiin esasli mamullere papain, pronaz ve pepsin ile miidahale edilerek
liflerin esnekligi saglanmis, dogal kirlerden arindirilmis ve daha beyaz bir renk elde
edilmistir. Bu islemler proteolitik enzimlerle, kimyasal maddelere gore hem

zamandan tasarruf ettirmis hem de ¢ok daha iyi sonuglar vermistir [34].

Yin gibi ipegin de tekstilde kullanilabilmesi igin proteazlarla muamele
edilmesi gerekmektedir. Ham ipek ince, kesiksiz protein esasl bir liftir. Ancak ham
ipekte fibroin ve serisin adi verilen protein yapisinda maddeler bulunmaktadir.
Serisin maddesi ipegin kaygan ve parlak bir goriinimde olmasini engellediginden

istenmeyen bir maddedir. Bu madde ipegin boyanmasinda da oldukg¢a zorluk ¢ikarir.
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Proteolitik enzimlerle bu maddelerin giderilmesi gerekmektedir. Bu amagla en ¢ok

pepsin, tripsin ve papain enzimleri kullanilmaktadir [33].

2.6.4. Endiistriyel ve Evsel Atiklarin Giderilmesi

Proteazlar, gida endiistrisinden tiiretim esnasinda ve sonrasinda meydana
gelen atiklar ve evlerden g¢ikan atiklarin geri doniisiimiine katkida bulunurlar. Bu
nedenle proteazlar oldukca gevrecidirler. Ayrica, proteazlarin dogada atik olarak bol
miktarda bulunan boynuz, kil, tirnak ve sag gibi lifli proteinleri de yararli biyokiitle
haline dontstiirebilmektedirler [36].

Bu konuda yapilan c¢aligmalarda, Venugopal ve ark. 1989’da Bacillus
megaterium hiicrelerini kalsiyum aljinat {izerine immobilize etmis ve immobilize
hiicrelerle hiicre dis1 proteazlari sararak balik etinin ¢oziindiiriillmesini saglamistir

[35].

1992 yilinda Dalev ark. deri endiistrisindeki temel atiklari iglemek iizere
Bacillus subtilis tiiriinden trettikleri alkali proteazla, atiklardan hayvansal tutkal ve
bunlarin tiirevlerini yiiksek verimlilikte iretmislerdir. Ayrica, Dalev Bacillus subtilis
tiriinden {iretilen alkali proteazlarin, kiimes hayvanlarinin kesim yerlerindeki kus
tilyli atiklarinin islenmesindeki kullanimini agiklamistir [36]. Kiimes hayvanlarinin
agirhiginin %35’1ni tiiyler olusturur. Bu tiiylerde bulunan sert keratin yapinin tamamen
parcalanmasi sonucu olusan {riin Onemli bir protein kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Bu iiriin yliksek protein icerigi nedeniyle yem olarak

kullanilmaktadir [37].
2.6.5. Fotograf Endiistrisi

Alkali proteazlar, kullanilmis X-1simm1 filmleri ya da fotograf filmlerinden
gimiis elde edilmesi amaciyla gerceklestirilen proseslerde oldukca genis kullanim
alanma sahiptir. Kullanilmis filmler jelatin tabakalarinda ortalama olarak %1.5-2
gimiis icermektedir. Bu giimiisiin geri kazanilabilmesi i¢in jelatin tabakasinin
filmden kesin bir sekilde ayrilmas1 gerekmektedir. Geleneksel uygulamalarda, filmin
yakilarak giimiislin geri kazanilmasi ¢evre kirliligine sebep olmaktadir. Bu nedenle
daha cevreci bir yontem olan, jelatin tabakanin enzimatik hidrolizi tercih edilmekte

ve bu yolla giimiisiin yaninda polyester filmin de geri kazanimi saglanmaktadir. Bu

17



islemde bakteriyel proteazlarin yaninda pankreatik proteazlar kullanilabilmektedir

[38].
2.6.6. Kozmetik ve Tla¢ Sanayisi

Proteazlar; dis macunlarinda, kozmetikte sa¢ bakimui triinlerinde, tiiy dokiici
tiriinlerde ve kontak lens soliisyonlarinda kullanilmaktadir. Cilt ve sa¢ bakim
tirtinlerinde kullanilan kolajenoz hidrolizat ve elastin maddeleri sigir tendonlarinin

proteolitik hidroliziyle elde edilmektedir [39].

Proteazlarin genis spesifisitesi ve ¢esitliligi tedavi edici ajanlarin gelisiminde
biiyiikk bir avantaj olarak kullanilir. Subtilisin ya da kollejenaz yanik ve yara
tedavisinde, antibiyotiklerin genis bir aralikta kullanimiyla kombine edilerek
kullanilmaktadir. Escherichia coli tiirtinden izole edilen asparajinaz lemfositik
l6semilerin ¢esitli formlarinda kan akisindan asparajini elimine etmek igin
kullanilmaktadir [8,11,20]. Seker hastalarinda yaralarin ge¢ iyilesmesine Kkarsi
proteaz absorban ortii tedavisinde metalloproteaz inhibitorleri kullanilarak, yaralarin

kronik halden akut hale gegmesi saglanmistir [40].

Proteazlarin genis cesitlilikleri ve ozgiinliikleri etkili tedavi edici ajanlarin
gelistirilmesi amaciyla kullanilmasinda biiylik avantaj saglamaktadir. Aspergillus
oryzae kiifiniin proteazlarinin agiz yoluyla alinmasi1 bazi litik enzim yetersizligi
sendromlarinin  diizeltilmesine yardim etmek amaciyla sindirici  olarak

kullanilmaktadir [11].
2.6.7. Peptit Sentezi

Bergman ve ark, 1937°de yaptig1 ¢alisma ile proteazlar yaygin olarak peptid
sentezinde kullanilmaya baslanmistir [41]. Bu c¢alismada proteazlarin revers-
enzimatik  reaksiyonunu  kullanarak proteaz  Kkatalizli peptid sentezinin
gerceklestirilebilecegini gosterilmistir. Enzimatik peptid sentezi kimyasal metotlara
gore bircok avantaja sahiptir. Reaksiyonlar stearospesifik olarak gergeklestirilebilir

ve reaktanlar yan-zincir korumasina ihtiyag duymamaktadir [20,41].
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Sentetik kimyada proteazlarin kullanilmasindaki ana kisitlayici faktor susuz
kosullarda enzimatik aktivitenin azalmasidir. Giiniimiizde Proteazlar kullanilarak

dipeptidler ve tripeptidler basarili bir sekilde sentezlenmektedir [42,43].
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3. MATERYAL ve YONTEMLER
3.1. Materyal
3.1.1. Alinan Toprak Ornekleri

Ege Bolgesinden (Manisa, Izmir ve Aydin) 6nceden belirlenmis 14 farkl
alandan komposit Ornekleme yontemi ile alinmis toprak Ornekleri laboratuara
getirilmis, izolasyon iglemleri i¢in, +4 OC’de saklanmustir. Toprak orneklerinin hangi

lokasyonlardan alindiklar1 Sekil 3.1.’de verilmistir.
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1'nci Istasyon S1

2'nci Istasyon S2

;W :

3'nci Istasyon S3

7Y R,

4'nci Istasyon S4

ol

Halil Beyli Koyt Halilbeyli Koyt
Besi Ciftligi Mezbahast

Bornova Sarap
Yapim Evi Bahgesi

Aydin-Ortaklar
Kesim Alani

6'nci Istasyon S6

5'nci Istasyon S5

7'nci Istasyon S7

8'nci Istasyon S8

Kusadasi-Ortaklar Kusadasi/Aydin
Yolu Aras1 Makilik | Eski Yolu Baklagil
Alan Tarlas1

Ortaklar Hayvan
Kesim Alani

Kusadas1 — Aydin
Kesim Artiklar
Desarj Alani

9'nci Istasyon -S9

10'nci Istasyon -S10

11'nci Istasyon-S11

12'nci istasyon S12

13'nci istasyon S13

W i :
Tire Seftali Tarlasi Tire Domates Tire Nadas Alani Kusadas: -
Bahgesi (Bos Ekim Tarlas1) | Davutlar Kesim
Alani
14'nci Istasyon S14

-

Cigli / Sasali Aritim Tesisi

Cicekli Koyt Kangal Yetistirme Ciftligi

Sekil 3.1. Toprak 6rnekleme i¢in segilen istasyonlar
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3.1.2. Kullanilan Besiyeri I¢erikleri

[zolasyonda kullanilan Skim Milk Agarm igerigi Tablo 3.1.’de verilmistir. Bu
formiilasyona gore hazirlanan besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavda sterilize

edilmistir. Ortamin pH’1 1M NaOH ile 8.0’e ayarlanmistir [61].

Tablo 3.1. Skim Milk Agar

Nutrient Broth (Merck) 8  gr
NaCl (Sigma) 10 ogr
Skim Milk (Labm) 20 or

MgS0..7H,0 (Sigma) 1 ml

Agar (Merck) 15 ogr
Distile su 1000 ml
pH 8.0

Fermentasyona baslamak i¢in gerekli olan mikroorganizmanin gelistirilmesini
ve aktif hale gelmesini saglayan Inokulum (as1) Ortamu igerigi Tablo 3.2’de,

Fermentasyon Ortami igerigi ise Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.2. inokulum (As1) Ortaminin Igerigi [61,63]

Nutrient 8 gr Kazein (Labm) 4 gr
Broth(Merck)

Pepton(Labm) 3 gr Distile su 1000 ml
Maya Ekstrati 4 gr pH 8
(Labm)
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Tablo 3.3. Fermentasyon Ortaminin Igerigi [61,63]

Glikoz (Merck) 10 KoHPO4(Sigma) -

ar ar

Kazein (Labm) 5 gr MgSQ,4.H,0 1 o
(Sigma)

Maya ekstresi 5 gr Distile su 1000 ml

(Labm)

KH,PO,(Sigma) 2 gr

Izolatlarin saflik kontrolleri ve stok kiiltiirlerinin hazirlanmasinda icerigi

Tablo 3.4’de goriilen Nutrient Agar (Merck) kullanilmastir.

Tablo 3.4. Nutrient Agar Icerigi (Merck)

Pepton 5 or Distilesu 1000 ml
Maya ekstresi 3 or
Agar 12 gr pH 7.0 +/- 0.2

3.1.3. Kullanilan Test Kitleri

Izolatlar arasindaki Bacillus cinsi iiyelerinin tayininde mikroskobik
incelemelerle beraber APl 50CHB ve APl 20E biyokimyasal test Kkitleri

kullanilmistir. Bu kitler Biomeriaux firmasindan temin edilmistir.
3.1.4. Kulanilan Boyalar ve Kimyasal Cozeltiler
3.1.4.1. Kristal Violet Cozeltisi

Gram boyama i¢in kullanilan bu ¢ozeltinin igerigi Tablo 3.5.’de verilmistir.
Kristal violet ile Asit-fenik kristali porselen kapta havan yardimi ile ezilir. Alkol

eklenerek ¢oziiliir ve 100 ml distile su eklenir [44].
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Tablo 3.5. Kristal Violet Cozeltisi Icerigi

Kristal violet 1
(Merck) gr Distile su 100 ml

Asit-Fenik Kristali
(Sigma) 2 gr

Etil Alkol %95’1ik
(Merck) 10 ml

3.1.4.2. Lugol

Gram boyamada kullanilan bu ¢ozeltiyi hazirlamak igin bir gram iyot (Sigma)
ile iki gram potasyum iyodiir (Sigma) havanda 10 ml etanol (%95°1ik) iginde ezilerek
¢oziildiikten sonra 300 ml distile su eklenerek hazirlanir. [44].

3.1.4.3. Safranin Soliisyonu

Gram boyama i¢in kullanilan bu ¢6zelti 0.56 gr Safranin (Merck) 300 ml

distile su icerisinde ¢oziindiiriilerck hazirlanir.

3.1.4.4. NaOH Cozeltisi (1M)

pH ayarlamada kullanilan bu ¢ozelti %98’lik NaOH (Merck)’den 20.41 gr

aliip 500 ml balon joje igerisinde 500 ml distile su ile ¢oziilerek hazirlanir.

3.1.4.5. H,0, Cozeltisi (%3liik)

H,0O, (Merck)’den 15 ml alinir, 500 ml hacimli balon joje icerisine konur ve

distile su ile hacim 500 ml’ye tamamlanarak hazirlanir. Katalaz testi i¢in kullanilir.
3.1.4.6. Malasit Yesili Soliisyonu

Endospor boyamada kullanilan bu ¢ozelti 1 gram Malasit Yesili (Merck)
havan igerisinde ezilerek hafif bir sekilde 100 ml distile su i¢erisinde ¢oziindiiriilerek

hazirlanir. Hazirlanan soliisyon koyu renkli sisede +4C%de saklanir [44].
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3.1.4.7. Metilen Mavisi Soliisyonu

Ilk olarak 1,5 gram Metilen Mavisi (Merck) 100 ml %95’lik Etil alkol
icerisinde ¢oziindiiriilerek stok soliisyonu hazirlanir. Ayrica 0.01 gr Potasyum
Hidroksit (Sigma) 100 ml distile su i¢erisinde ¢ozlindiiriiliir. %0.01 KOH ¢ozeltisi ile

30 ml stok soliisyonu karistirilarak metilen mavisi soliisyonu hazirlanir [44].
3.1.4.8. Folin Ciocalteu Reaktifi Soliisyonu

10 ml Folin Ciocalteu Reaktifi (Sigma)10 ml distile su ile karistirilir. Koyu

renkli sisede +4C% de saklanir. Proteaz aktivitesi belirlemede kullanilmustir.
3.1.4.9. %10’luk TCA (Tri kloro asetikasit) Soliisyonu

25 ml TCA (Merck) 250 ml balon joje igerisinde distile su ile hacmen 250

ml’ye tamamlanir. Proteaz aktivitesi belirlemede kullanilmistir.
3.2. Yontemler
3.2.1. Proteaz Pozitif Bakterilerin Izolasyonu

Izolasyon igin Tablo 3.1.’de igerigi belirtilen Skim Milk Agar besiyeri
kullanild1. Besiyeri bilesenleri tamamen eriyinceye kadar sicak tablada karigtirildi.
Sonrasinda bu ortam 45-50 °C’ ye kadar sogutuldu, 1s1 problu pH metre kullamlarak
pH’1 1M NaOH ile 8.0’e ayarland1. Besiyeri 121 °C’de 15 dakika 1 atmosfer basingta
steril edildi. Ayr1 olarak steril su ile hazirlanmis kazein besiyerine eklendi. Ekleme
isleminden sonra kazeinin ¢okelmemesi i¢in 1s1 uygulamasi yapilmadan manyetik
karistiricida karigtirildi. Dokme sicakligina kadar sogutulan besiyeri steril petri

kaplarina 15-20 ml olacak sekilde konularak donmaya birakilmistir.

1 gram toprak 6rnegi 10 ml distile suda, vorteks ile en az 15 dakika boyunca
karistirilarak, tamamen homojen hale gelmesi saglandi. Sonrasinda 85°C’de 10
dakika tutularak on islemden gecirilmis toprak 6rnegi diliisyonlarindan 10* ve 10°%¢
kadar seyreltmeler hazirlanmig, uygun seyreltmelerden 1’er ml besiyeri {izerine
aktarilarak steril ekiviiyon ile yayma iglemi uygulanmistir. 10 dakika oda
sicakliginda beklenerek besiyerinin 6rnekleri emmesi saglanmis, sonrasinda ekimi

yapilmis petriler 30°C’ de 7-10 giin inkiibatdrde inkiibasyona alinmistir. 2’nci
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giinden itibaren her giin gelisen kolonilerin kazein hidrolizi zonlar1 kaydedilmistir.
Kazein hidroliz zonlar1 biiyiik olan bakteri kolonileri se¢ilerek numaralandirilmistir.
Preparasyonlar1 (Metilen Mavisi-Basit Boyama) yapilmis ve tipik endospor gézlenen
basil formundaki kolonilerden alinarak ¢izgi plaka yontemiyle Tablo 3.4. Nutrient
Agar (Merck) besiyerinde saflastirilarak yine ayni besiyerinde stok kiiltiirleri

olusturulmus, ileriki incelemeler igin +4 °C’ ye kaldirilmistr.
3.2.2. Izolatlarin Morfolojik ve Fizyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

[zolasyon yapilan her istasyonun en aktif izolatlarina sirasiyla gram boyama,

spor boyama, katalaz testi, hareketlilik testi ve nigasta hidrolizi testi uygulanmistir.
3.2.2.1. Gram Boyama

Gram boyama teknigi, mikrobiyolojide siklikla kullanilan bir yéntem olup
mikroorganizmalarin klasifikasyon ve identifikasyonunda yararlanilir. Tek koloni
olarak mikroorganizma 6ze ile alinir ve preparat hazirlanir. Bu preparat havada
kurutulur ve kurutma islemi biter bitmez bek alevinden 2-3 defa gegirilir. Bu sekilde
smir tabakasi hazirlanmis olur. Smir tabakasina ilk olarak kristal violet ¢ozeltisi
uygulanir. Bu boya ile 2 dakika muamele edilir. Fazlalik boya dokiiliir ve lugol
soliisyonu eklenir. 1 dakika boyunca muamele edildikten sonra fazlasi dokiiliir.
Daha sonra etil alkol ile 10-15 saniye arasinda muamele edilir. Bu islem esnasinda
dikkat edilmesi gereken 2 énemli nokta vardir. Ilk olarak alkol kesinlikle belirtilen
siireleri asmamalidir. ikincisi ise boya uygulanirken alkol renksiz akincaya dek
uygulanmalidir, yoksa artik boya kalabilir. Bu iki noktaya dikkat edilmezse yanlis
sonu¢ almabilir. Alkol uygulamasindan sonra distile su ile alkol tamamen
uzaklastirilir. Daha sonra karsit boya olarak safranin ile 45 saniye umuamele edilir.
Artik boya distile su ile uzaklastirilir. Preparat son olarak havada kurutulur. Kurutma
islemi bitince immersiyon yagi preparata damlatilarak immersiyon objektifinde
incelemeye alinir. Incelemede mor-mavi goziiken mikroorganizmalar gram pozitif
(Sekil 3.2.), pembe-kirmiz1 géziiken mikroorganizmalar ise gram negatif olarak
kabul edilir [44].
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Sekil 3.2. Gram pozitif bakterilerinin goriiniimii
3.2.2.2. Spor Boyama

Endospor boyama islemi “Ozkaya ve ark., 2000” nin belirttigi yonteme gore
yapilmistir [44]. Buna gore; 5 giin boyunca inkiibasyona birakilmis kiiltiirlerden
alinarak hazirlanan preparat havada kurutulmus, ardindan 3 kez alevden gegirilerek
fikse edilmistir. Preparatlar malasit yesili ¢ozeltisi ile ortiiliip bek alevinde 5 dakika
isitilarak  etkiye brrakilmis, ¢6zelti buharlastikea ilave edilmistir. Preparatlarin
kurumamasima dikkat edilmelidir. Yoksa mikroorganizmalar zarar gorebilir.
Sogutulduktan sonra distile su ile yikanan preparatlara karsit boya olarak 30 saniye
safranin uygulanmis, distile suyla tekrar yikanip havada kurutulduktan sonra bakteri

sporlariin morfolojileri mikroskopta incelenmistir (Sekil 3.3.).

Sekil 3.3. Spor Boyama sonucu mikroskopta preparat goriintiisii (Yesil renkli yapilar

endospordur).
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3.2.2.3. Katalaz Testi

Katalaz testinde kat1 ve sivi ortamlar kullanilarak, farkli yontemlerle test
yapilabilmektedir. Caligmada ise Tablo 3.1’de ki formiilasyona gore hazirlanan
ortama ekilmis bakteriler, 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda
olusan koloniler {izerine 1-2 damla %3’liikk H,O, damlatilmis ve gaz ¢ikis1 (Sekil
3.4.) meydana getirenler katalaz enzimine sahip olduklarindan dolay1 pozitif,

getirmeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir [44].

Sekil 3.4. Katalaz testi

3.2.2.4. Hareketlilik Testi

Bazi bakteriler, flagella adi1 verilen hiicre organelleri sayesinde aktif hareket
yetenegine sahiptirler. Bakterilerde hareket daha ¢ok flagella varliginin belirlenmesi
degil, hareketin gosterilmesi seklinde ortaya konmaktadir. Makroskobik ve
mikroskobik olarak yapilabilen hareketlilik testinde, uygun kosullarda gelistirilmis
18 - 24 saatlik geng kiiltiirlere ihtiyag vardir [44].

Tiiplere dagitilan yumusak agarli besiyerinin, sterilizasyondan sonra dik
olarak donmasi saglanir. Bu besiyerine 18-24 saatlik geng¢ bakteri kiiltiiriinden as1
ignesi ile asilama yapilir. Optimum sicaklikta 48 saatlik inkiibasyon sonunda
inokiilasyon hattinin yanlarina dogru yayilmis, bulaniklik seklinde gézlenen biiyiime
bakterinin hareketli oldugu (Sekil 3.5), sadece inokiilasyon hattinda gézlenen bakteri

gelisimi ise hareketsiz oldugunu gosterir [44].
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Sekil 3.5. Hareketlilik testi

3.2.2.5. API Test Kitlerinin Uygulanmasi

API CHB ve API 20E test kitleri Biomeriaux firmasindan tedarik edilmis,

izolatlarin tanilanmasi i¢in kullanilmistir.

API 50CHB stribi, karbonhidrat ailesi ve onun tiirevlerine ait (heterositler,
polialkoller, iironik asitler) olan substratlarin fermentasyonunu kullanan 50 mikrotiip
icerir. Fermentasyon testleri i¢in uygulacak ornekler icerisinde amonyum siilfat,
maya 06ziitii, fenol kirmizisi ve tripton iceren 10 ml ortamlara asilanirlar. Inkiibasyon
sirasinda, fermentasyon asidin anaerobik tiiretimi ile ve secilen besiyerinde bulunan

pH indiikatorii tarafindan saptanan tiipte renk degisimi ile ortaya ¢ikar.

Stribin hazirlanmasi; Bir inkiibasyon kutusu hazirlanir (Tepsi ve kapak),
steril distile su ile tepsinin bal petegi kuyucuklarina nemli bir ortam olusturabilmek

icin steril pasteur pipeti ile dagitilir. Stripler inkiibasyon tepsisine yerlestirilir.

Ekimin hazirlanmasi; Uremesine uygun bir besiyerinde mikroorganizmanin
kiiltiirii yapilir. 24-48 saat arasinda inkiibasyona birakilan mikroorganizma daha
sonra Oze ile alinir ve igeriginde amonyum siilfat, maya 0ziitii, fenol kirmizisi ve

tripton bulunduran 10ml tiiplere agilanir. Tiiplerin homojenligi saglanir.

Striplerin ekimi; 10 ml tiiplerden steril pipet kullanilarak 50 tiipe dagitilir.
Inkiibasyon kutusu hafifce 6ne dogru egilir, kiipiil kenarina pipet ucunu dayryarak
hava kabarcigi olusumundan kaginilir. Tiip ve kiiplil tamamen doldugu zaman,

konkav veya kabarcik olusumundan kagmilmalidir. Stripler 30 %C’de 24 saat

29



inkiibasyona birakilir. Tam gelisim gostermeyenler i¢in bu silire 48 saate kadar

uzatilir. 50 CHB’nin pozitif ve negatif sonuglar1 Sekil 3.6.’da verilmistir.
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Sekil 3.6. AP1 50 CHB ve API 20E test kitlerinin pozitif ve negatif sonuglari

API 20E stribi dehitrate substratlar iceren 20 mikrotiipten olugsmaktadir. Bu
testler ortamin yeniden hazirlanmasini saglayan bir bakteriyel siispansiyon ile
inokiile edilir. Inkiibasyon sirasinda, metabolizma sonucu spontan olarak, ya da

reaktiflerin eklenmesiyle renk degisimi olusmaktadir.

Stribin hazirlanmasi; Inkiibasyon kutusunu (tepsi ve kapak) hazirlaymz ve
nemli bir ortam hazirlamak i¢in tepsi kuyucuklarma distile su dagitilir. Strip

paketinden ¢ikartilir ve dikkatlice inkiibasyon kutusuna yerlestirilir.

Ekimin hazirlanmasi; Uremesine uygun bir besiyerinde mikroorganizmanin
kiltiirii yapilir. 24-48 saat arasinda inkiibasyona birakilan mikroorganizma daha
sonra Oze ile alinir ve 2 ml’lik tiipler igerisinde bulunan 0.85’lik NaCl ¢ozeltisine
aktarilir. Tiipler karistirilarak homojenligi saglanir. Siispansiyon hazirlandiktan sonra

hizlica kullanilir.

Striplerin ekimi; Steril pipetle, strip tiiplerine bakteri siispansiyonunu tiipiin
dibinde hava kabarcig1 kalmayacak sekilde dagitilir. CIT, VP ve GEL testlerinin tiip

ve Kiipiilii bakteriyal siispansiyon ile doldurulur. Diger testlerin sadece tiip boliimleri

30



(kiiptil degil) doldurulur. ADH, LDC, ODC, H,S ve URE testlerinde anaerobik ortam
olusturmak icin {ist yiizey mineral yag ile kaplanir. Inkiibasyon kutusu kapatilir. 18-
24 saat 36 °C’de inkiibasyona birakilir. API 20E’nin pozitif ve negatif sonuglar1 Sekil
3.5°de verilmistir. Sonug¢ alinirken TDA tiipgiigiine TDA reaktifinden bir damla, IND
tiipgiigiine JAMES reaktifinden bir damla eklenerek hemen bakilir. VP tiip¢iiglinde
ise ilk olarak bir damla VP 1 ve bir damla VP 2 reaktifleri eklenerek 10 dakika sonra
bakalir.

3.2.3. Proteaz Aktivitesine Fermentasyon Kosullarinin Etkisinin

Belirlenmesi
3.2.3.1. inokulum Ortami (As1 Ortami)’nda Gelistirme

Toprak orneklerinden izole edilmis en aktif suslar yatik nutrient agarlarda
4°C’de saklandi. Buradan 6ze ile alman izolat Tablo 3.2°de formiilii verilen as
ortamma ekilerek 30°C’de 120 rpm calkalama hizinda pH 8.0’¢ ayarlanarak 24 saat
inkiibasyona birakilmis. Siire sonunda inokulumun hacimce %1,5’u alinmis ve
fermentasyon ortamina aktarilmistir. Asi ortaminda herhangi bir kontaminasyon olup
olmadigt da nutrient agarlara ¢izgi ekim yapilarak kontrol edilmistir.

Kontaminasyona ugramayan inokulum 2-3 hafta kullanilmistir.
3.2.3.2. Fermentasyon Ortam, Bilesenleri ve Asilama

Tablo 3.3’de ki formiile gore hazirlanan fermentasyon ortamindan 50 ml
hazirlandi ve 250 ml’lik erlenlere konuldu. Ilk denemelerde pH 8.0’¢ ayarlandi (1M
NaOH’den eklenerek). Hazirlanan ortamlara as1 ortaminin hacimce %1,5’u alinarak
ekildi. Fermentasyon sonrasinda Orneklerden 1.5 ml pipetle alindi ve ependorf
tiiplerine konuldu. Bu tiiplerdeki érnekler 4°C’lik sogutmali santifiijde 10 dk 10.000

rpm’de santifiij edildi. Tiiplerin iist kisminda kalan siipernatant kismi alinda.
3.2.3.3. izolatlarda Proteaz Aktivitesi Tayini

Substrat soliisyonu olarak her igslemde yeniden hazirlanmak iizere 20 ml
distile su igerisine 0.4 grami suda ¢oziinebilen kazein katilarak %2.0’lik kazein
soliisyonu hazirlanmistir. Kazeinin ¢6ziinmesi esnasinda kesinlikle 1s1 islemi

uygulanmamistir. Hazirlanan kazein solisyonunun 10 ml’si ile buffer (tampon)
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cozeltilerinin (pH 8.0) 10 ml’si ile karistirilmis, Bu karisim 30 °C’de 30 dakika
inkiibatorde bekletilmistir. 0.5 ml enzim soliisyonu ile 0,5 ml substrat-tampon
soliisyonu karistirilmistir. Enzimin kazeinle reaksiyona girebilmesi igin 37 °C’de 15
dakika su banyosunda bekletilmistir. Reaksiyon sonunda karisima hi¢ beklemeden
Iml %10’luk TCA (trikloroasetik asit) eklenmis ve 30 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir. Bu sayede reaksiyonun durdurulmasi saglanmistir. Tiim karisim
10.000 rpm’de 4°C’de 15 dk santifiij edilmis. Islem sonucunda dip kisimda bir
miktar kazein c¢oktiigii gozlemlenmistir. Ust kisimda kalan siipernatant kismi
almmistir. 1 ml 0.2M NaOH eklenmistir. Bunun sonucunda karisima daha sonra
eklenecek FCR’nin rengini alabilmesi i¢in pH 10.0’nun iizerine ¢ikartilmigtir. Bire
bir seyreltilmis olan FCR‘den 0.25 ml tiim karisima eklenmis ve en az 25 dakika
olmak tizere 40 dakika karanlikta bekletilmistir. Dipte meydana gelen ¢okelekten
dolayr tekrar bir santifiij uygulanmig (10.000 rpm 10 dk), st kisimda kalan
slipernatant pipetle alinarak spektrofotometrede 660 nm’de okutularak absorbans
degerleri kaydedilmistir [59, 61, 63 ve 72].

3.2.3.4. Proteaz Uretimine Etki Eden Faktorlerin Belirlenmesi:

Ik olarak inkiibasyon siiresi belirlendi daha sonra sirasiyla sicaklik, pH,

farkli karbon ve farkli azot kaynaklari ¢calisilmistir.
3.2.3.4.1. inkiibasyon Siiresi

Enzimin en fazla tiretildigi zamanin belirlenmesi i¢in S11-UKM ve S9-UKM
izolatinin 3 paralel ayn1 ortam kiiltiirii hazirlanmistir. Ortamlarin pH’1 NaOH (1 M)
eklenerek 8.0’e, sicaklik ise 30 °C ye ayarlanmistir. Bu ortamlara inokulum
ortaminin %1.5’u asilanmis ve 120 rpm’de inkiibasyona birakilmigtir. Her 24 saatte

bir alkali proteaz aktivitelerine bakilmistir.
3.2.3.4.2. Sicakhk

Enzimin hangi sicakliklarda daha fazla iretildiginin belirlenmesi i¢in S9-
UKM ve S11-UKM izolatlarindan 3 paralel ayni ortam kiiltiirii hazirlanmistir. Daha
sonra NaOH (1M) eklenerek ortam pH’lart 8.0’¢ ayarlanmigtir. Bu ortamlara
inokulum ortammin %1.5’u asilanmis ve 72 saat 120 rpm’de inkiibasyona

birakilmistir. Bu deney farkli inkiibasyon sicakliklarinda (27°C, 30°C, 33°C ve
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37°C’de) uygulanmustir. Siireler sonunda bu ortamlardan kontaminasyona

ugramayanlar analiz i¢in igleme alinmistir.
3.2.3.43.pH

Mikroorganizmalarin ve enzimin hangi pH araliklarinda daha fazla
tiretildiginin belirlenmesi i¢in S9-UKM ve S11-UKM izolatlarindan 3 paralel ayni
ortam kiiltliri hazirlanmistir. Daha sonra NaOH (1M) eklenerek ortam pH’lari
sirasiyla 7.2 / 8.0 / 8.6 / 9.5’e ayarlanmis ve bu hazirlanan ortamlara inokulum
ortammin %1.5’u asilanmistir. 33°C’de, 72 saat ve 120 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda bu ortamlardan kontaminasyona ugramayanlar analiz igin

isleme alinmistir.
3.2.3.4.4. Farkh Karbon Kaynaklar:

Mikroorganizmalarin {iremesinde karbon kaynaklarinin énemi g6z o6niine
alinarak farkli karbon kaynaklari ile ¢alisilmistir. Bu amagla, enzim iiretim ortaminda
bulunan glikoz yerine, ayn1 oranda galaktoz, arabinoz, maltoz ve gliserol karbon

kaynagi olarak kullanilmigtir.

Enzimin hangi karbon kaynaklarinda daha fazla iiretildiginin belirlenmesi i¢in
S9-UKM ve S11-UKM izolatlarindan 3 paralel ayni ortam kiiltiirii hazirlanmis ve pH
7.2 ayarlanmmstir. Bu ortamlara inokulum ortaminin %1.5’u asilanmis ve 33 °C’de,
72 saat, 120 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda bu ortamlardan

kontaminasyona ugramayanlar analiz i¢in isleme alinmustir.
3.2.3.4.5. Farkh Azot Kaynaklar:

Azot kaynaklarinin bakteri iiremesi ve enzim iiretimi lizerine etkilerini
belirlemek amaciyla kazein ve maya ekstresi ortamdan ¢ikarilmigtir. Bunlarin yerine
bakteriyolojik pepton, iire, maya ekstresi, asparajin ve amonyum siilfat kullanilmistir.
Bunlar igerisinden amonyum siilfat inorganik digerleri ise organik bir azot
kaynagidir. Farkli azot kaynaklarinin her birinden 250 ml erlenlere 50 ml ayni iki
paralel ortam hazirlanmistir. pH 7.2°e ayarlandiktan sonra inokulumdan hazirlanan

ortamlara ortamim %1.5’u asilanmistir. Bu islemden sonra ortamlar 33 °C’de, 72 saat,
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120 rpm’de inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda bu ortamlardan kontaminasyona

ugramayanlar analiz i¢in igleme alinmistir.
3.2.3.5. Tirozin ile Standartin Hazirlanmasi

Proteaz aktivitesi Ol¢iimlerinde enzimin yerine kullanilan ¢ozelti
hazirlanmistir. ' Yonteme gore 1 mg/mL tirozin, 2 U/mL enzim aktivitesine karsilik
gelmektedir. Bu sebeple 250 mg tirozin (Merck) 50 ml distile su igerisinde
¢Ozinmiuistiir. 121°C’de 10 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Daha sonra 0.5
ml’lik ¢ozelti enzimle beraber ayni islemlerden gegirilerek spektrofotometrede 660
nm’de okutularak absorbans degerleri kaydedilmistir (Sekil 3.7). Enzim aktivitesi
standart kosullarda, 1 U/mL tirozin a¢iga ¢ikaran enzim miktar1 olarak

tamimlanmustir [45,61].
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Sekil 3.7. Tirozin standarti
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Arastirma Bulgulari

4.1.1. Topraktan izolasyonu Yapilan ve Proteaz Aktivitesine Sahip

izolatlar

[zmir, Aydin ve Manisa’daki toplam 14 farkli istasyondan elde edilen toprak
rneklerinin 10 4, 10 diliisyonlar1 hazirlanmistir. Bunlardan Skim Milk Agar igeren
petrilere 1’er ml ekilmis ve 30 °C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
petrilerde gelisen koloniler tek tek sayilmis, her bir diliisyonda kag tane aktif (kazein
hidroliz zonu meydana getiren) ve aktif olmayan kolonilerin bulundugu Tablo 4.1°de
verilmigstir. Hangi kolonilerin daha aktif oldugu; aktif koloninin meydana getirdigi
kazein hidroliz zonu g¢apinin, beraber Olgiilen koloni ¢apina bdliinmesiyle
degerlendirilmistir. Herbir istasyondan segilen en aktif kolonilerin toplam ¢ap/koloni

cap1 Tablo 4.2°de verilmistir.

14 farkli istasyondan elde edilen toplam 361 koloniden 162 tanesi kazein
hidroliz zonu meydana getirdi. Her istasyondan en aktif olan izolatlar segilerek

izolatin cinsinin belirlenebilmesi i¢in fizyolojik ve biyokimyasal testlere gecildi.
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Tablo 4.1. Ekilen Toprak Orneklerinde Gozlenen Proteazca Aktif Olan ve Olmayan

Koloni Sayilart

istasyon - Aktif Koloni ia?fm oﬁni:;/;n T ORI am
10™liik diliisyon | 10™'lik diliisyon | -\ Sayisi Koloni Sayisi
S1 14 8 26 48
S2 11 13 20 44
S3 6 3 15 24
S4 5 2 13 20
S5 7 2 16 25
S6 1 3 7 11
S7 7 2 16 25
S8 8 2 17 27
S9 15 1 5 21
S10 13 0 18 31
S11 8 5 19 32
S12 10 0 11 21
S13 4 1 7 12
S14 4 7 9 20
Toplam
Koloni 113 49 199 361
Sayis1

36



Tablo 4.2. Farkli istasyondan elde edilen proteazca aktif kolonilerin toplam

cap/koloni ¢ap1 ortalamalari ve en aktif izolatin toplam c¢ap/koloni ¢ap1 oranlart.

. Aktif Koloni Aktif Kolonilerin Toplam _ Secilen En Aktif
Istasyonlar Sayisi Capr/Koloni Cap1 Izolatin .Toplam Capy/
Ortalamasi Koloni Cap1 Oram

S1 22 2,07 3,24

S2 24 2,24 3,15

S3 9 1,97 3,95

S4 7 1,92 2,98

S5 9 2,33 3,66

S6 4 2,85 3,29

S7 9 2,19 3,11

S8 10 2,47 3,08

S9 16 2,07 3,42

S10 13 2,60 3,66

S11 13 1,77 4,0

S12 10 2,18 3,25

S13 5 1,80 2,43

S14 11 1,83 2L

4.1.2. Tzolatlara Uygulanan Fizyolojik, Biyokimyasal ve API Testi

Sonuclarn

Toprak orneklerinden izole edilen proteazca aktif 14 farkl istasyondan alinan
en aktif 14 izolata ilk olarak Gram boyamasi, Endospor boyama, Katalaz testi,

Hareketlilik testi uygulanmstir.
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Tablo 4.3. izolatlara uygulanan biyokimyasal testler

izolat no Morfolojik Gram Endospor Hareket_lilik Katalz_;lz
Sekil Boyama Boyama Testi Testi
S1-UKM Basil + + i +
S2-UKM Basil + + i +
S3-UKM Kok - - - -
S4-UKM Basil + i + =
S5-UKM Kok - - - +
S6-UKM Basil + i + =
S7-UKM Basil + i i =
S8-UKM Basil + & i +
S9-UKM Basil + + i +
S10-UKM Kok - - i +
S11-UKM Basil + + i +
S12-UKM Basil + + i +
S13-UKM Basil + + i +
S14-UKM Basil + + - +

Uygulanan testler sonucunda Bacillus cinsi bakterilerin tipik 6zellikleri olan
gram pozitiflik, spor olusturma, hareketlilik ve katalaz testine pozitif reaksiyon
verenler ayrilmistir (Tablo 4.3). Bunlar icerisinden en yiiksek kazein hidroliz zonunu
meydana getiren S9-UKM ve S11-UKM izolatlar1 segilmistir. Arkasindan bu
izolatlara API 50CHB ve 20E Testleri uygulanmistir. Bu testlerin sonucu girildigi
API Software programi S9-UKM izolatimin Bacillus thuringiensis, S11-UKM
izolatinin ise Bacillus subtilis oldugunu 6ngérmiistir. S9-UKM izolatinin API test
sonuglar1 Sekil 4.1°de, S11-UKM izolatininki ise Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. S11-UKM izolatinin API S0CHB (asagidaki) ve API 20E (yukaridaki)

sonuglari
4.1.3. Proteaz Uretimine Etki Eden Faktorlerin incelenmesi
4.1.3.1. inkiibasyon Siiresinin Proteaz Uretimine Etkisi Sonu¢lar

S9-UKM ve S11-UKM izolatlart 30°C’de, pH 8’de ve 120 rpm calkalama
hizinda 4 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Her 24 saat sonunda 6rnekler analize
alindi. Bunun sonucunda hem S9-UKM hem de S11-UKM izolatlarinda en fazla
enzim miktart 3’ncii giiniin sonunda elde edildi. S9-UKM izolat1 ile bulgular Tablo
4.4°de, S11-UKM ile ilgili bulgular Tablo 4.5’de verilmistir. S9-UKM ve S11-UKM
izolatlarinin {rettigi enzimin inkiibasyon siireleri bakimindan birbirleri ile

karsilastirilmalar1 Sekil 4.3°de verilmistir.
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Tablo 4.4. S9-UKM izolatinda enzimin en fazla iiretildigi zamanin belirlenmesi

denemesi bulgular1 (*IU: International Unit; A: Absorbans)

1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
) ) ~ )
* * X X

> > > >

= = = =
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Tablo 4.5. S11-UKM izolatinda enzimin en fazla iiretildigi zamanin belirlenmesi

denemesi bulgular1 (*IU: International Unit; A: Absorbans)

1.giin 2.giin 3.giin 4.giin
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Sekil 4.3. S9-UKM ve S11-UKM izolatlarinin meydana getirdigi enzimin en fazla

tiretildigi zamanin birbirleriyle karsilagtirilmasi (*IU: International Unit)
4.1.3.2. Sicakhgin Etkisi Uzerine Yapilan Calisma Sonuglar

Ortamin sicakliginin enzim tiretimine etkisinin belirlenmesi i¢in; S9-UKM ve
S11-UKM izolatlar 4 farkli ortam sicakliginda her ikisi de 3 giin boyunca 120 rpm
calkalama hizinda inkiibasyona birakildi. Bunun deneme sonucunda S9-UKM izolati
igin enzim miktarmimn en fazla oldugu sicaklik derecesi 30°C iken (Tablo 4.6), S11-
UKM izolatr i¢in 33°C olarak (Tablo 4.7) belirlenmistir. S9-UKM ve S11-UKM
izolatlarinin iirettigi enzimin inkiibasyon sicakliklar1 bakimindan birbirleri ile

karsilastirilmalart Sekil 4.4°de goriilmektedir.
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Tablo 4.6. S9-UKM izolat1 i¢in ortamin sicakligina bagl olarak degisen enzim
miktarlar1 (*IU: International Unit; A: Absorbans)

27°C 30°C 33°C 37°C
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Tablo 4.7. S11-UKM izolat1 i¢in ortamin sicakligina bagli olarak degisen enzim
miktarlar1 (*IU: International Unit; A: Absorbans)
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Sekil 4.4. S9-UKM ve S11-UKM izolatlarinin meydana getirdigi enzimin en fazla

tiretildigi sicakliklarin birbirleriyle karsilagtirilmas: (*IU: International Unit)
4.1.3.3. pH Uzerine Yapilan Calisma Sonugclar:

Ortamin pH’nin enzim iiretimine etkisinin belirlenmesi icin; S9-UKM ve
S11-UKM izolatlar1 i¢in 4 farkli ortam hazirlandi. Bu ortamlarin pH’s1 %1°lik
sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklenerek sirasiyla 7.2, 8.0, 8.6 ve 9.5’ya getirildi. Her 1ki
izolatta bu ortamlara asilandi ve 3 giin boyunca 120 rpm ¢alkalama hizinda
inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyon sonucunda S9-UKM izolat1 i¢in enzim
tiretiminin yliksek oldugu ortam pH’s1 8 bulunurken (Tablo 4.8), S11-UKM izolat1
icin ise ortam pH’s1 7.2 bulundu (Tablo 4.9). S9-UKM ve S11-UKM izolatlarinin
ortam pH’nin enzim {iretimine etksinin sonucglarinin ve birbiriyle karsilastirilmalari

Sekil 4.5’de verilmistir.
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Tablo 4.8. S9-UKM izolat1 i¢in ortamin pH bagl olarak degisen enzim miktarlar
(*1U: International Unit; A: Absorbans)

pH 7.2 pH 8 pH 8.6 pH 9.5
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Tablo 4.9. S11-UKM izolat1 i¢in ortamin pH bagli olarak degisen enzim miktarlar
(*1U: International Unit; A: Absorbans)

pH 7.2 pH 8.0 pH 8.6 pH 9.5
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Sekil 4.5. S9-UKM ve S11-UKM izolatlar1 i¢in enzimin en fazla iretildigi pH

araligmin karsilastirmali olarak belirlenmesi, (I.U*: International Unit)
4.1.3.4. Farkh Karbon Kaynaklari Uzerine Yapilan Calisma Sonuglar:

[k denemelerde kullanilan karbon kaynag glikozdu. Ortamdaki glikoz yerine
sirastyla galaktoz, arabinoz, maltoz, gliserol, fruktoz ve nisasta olmak iizere 7 farkl
karbon kaynagi kullanildi. S9-UKM izlolati i¢in en yiiksek enzim miktarinin elde
edildigi karbon kaynagi fruktoz olarak belirlendi. Daha sonra sirasiyla maltoz,
arabinoz, glikoz, nisasta, galaktoz, gliserol gelmektedir. Tablo 4.10/a ve Tablo

4.10/b’de sonuglar ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 4.10/a: S9-UKM izolat1 i¢in ortamda bulunan farkli karbon kaynaklarina baglh

olarak degisen enzim miktarlar: (*IU: International Unit; A: Absorbans)
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Tablo 4.10/b: S9-UKM izolat1 i¢in ortamda bulunan farkli karbon kaynaklarina bagli

olarak degisen enzim miktarlar1 (*1U: International Unit; A: Absorbans)
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S11-UKM izlolati ile ilgili yapilan farkli karbon kaynaklari denemelerinde en
yiiksek enzim miktarinin elde edildigi karbon kaynagi maltozdur. Daha sonra sirasi
ile fruktoz, glikoz, arabinoz, nisasta, galaktoz ve gliseroldiir. Tablo 4.11/a ve Tablo

4.11/b’de sonuglar ayrintili olarak verilmistir.

Tablo 4.11/a: S11-UKM izolat1 i¢in ortamda bulunan farkli karbon kaynaklarina

bagl olarak degisen enzim miktarlar1 (*IU: International Unit; A: Absorbans)
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Tablo 4.11/b: S11-UKM izolati i¢in ortamda bulunan farkli karbon kaynaklarina

bagli olarak degisen enzim miktarlart (*IU: International Unit; A: Absorbans)
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Calisilan karbon kaynaklari igerisinde en yiiksek sonuclar S9-UKM izolati
icin fruktozda, S11-UKM izolati i¢in ise maltozda elde edildi. S9-UKM ve S11-

UKM izolatiin birbirleri ile karsilastirilmalar1 Sekil 4.6.’de verilmistir.
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Sekil 4.6. S9-UKM ve S11-UKM izolatlart i¢in enzimin en fazla tretildigi karbon

kaynaklarmin belirlenmesi, birbirleriyle karsilagtiriimasi (I.U*: International Unit)

4.1.3.5. Farkh Azot Kaynaklari Uzerine Yapilan Calisma Sonuglari

Ilk denemelerde kullanilan ortamda azot kaynaklar olarak kazein ve maya
ekstresi ayn1 anda kullanild1. Bu iki azot kaynagi ortamdan ¢ikarildi. Daha sonra azot
kaynaklarinin bakteri {liremesi ve enzim iiretimi iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla pepton, iire, maya ekstresi, kazein, yagsiz siit tozu (skim milk), asparajin ve
amonyum siilfat tek basina denendi. Azot kaynagi olarak fermentasyon ortaminda
kullanilan yedi farkli bilesikten (pepton, iire, maya ekstresi, kazein, yagsiz siit tozu,
asparajin ve amonyum siilfat) S9-UKM izolat1 igin en yiiksek sonuglar sirasiyla
yagsiz siit tozunda (skim milk) ve kazeinden alinmistir. En diisik sonuglar ise
sirasiyla lire ve amonyum siilfattan elde edilmistir. Sonuglar Tablo 4.12/a ve

4.12/b’de ayrintili olarak verilmistir.
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Tablo 4.12/a: S9-UKM izolat1 i¢in ortamda bulunan farkli azot kaynaklarina bagh

olarak degisen enzim miktarlar1 (*IU: International Unit; A: Absorbans)
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Tablo 4.12//b: S9-UKM izolat1 i¢in ortamda bulunan farkli azot kaynaklarina bagli
olarak degisen enzim miktarlar1 (*IU: International Unit; A: Absorbans)
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Azot kaynag1 olarak fermentasyon ortaminda kullanilan yedi farkli bilesikten
(pepton, iire, maya ekstrati, kazein, yagsiz siit tozu, asparajin, ve amonyum siilfat)
S11-UKM izolat1 i¢in en yiiksek sonuglar sirasiyla maya ekstresi ve yagsiz siit
tozundan alinmmustir. En diisiik sonuglar ise S9-UKM izolatiyla benzer olup
sirasiyla lire ve amonyum siilfattir. Sonuglar Tablo 4.13/a ve Tablo 4.13/b de ayrintili

olarak verilmistir.

Tablo 4.13/a: S11-UKM izolat1 igin ortamda bulunan farkli azot kaynaklarina bagh
olarak degisen enzim miktarlar: (*IU: International Unit; A: Absorbans)
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Tablo 4.13/b: S11-UKM izolati i¢in ortamda bulunan farkli azot kaynaklarina bagl
olarak degisen enzim miktarlar: (*IU: International Unit; A: Absorbans)
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S9-UKM izolat1 i¢in en yiiksek enzim eldesi yagsiz siit tozu (skim milk) S11-
UKM izolat1 i¢in ise maya ekstresinde elde edilmistir. S9-UKM ve S11-UKM
izolatlar1 i¢in enzimin en fazla diretildigi azot kaynaklarinin belirlenmesi ve

birbirleriyle karsilastirilmasit Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. S9-UKM ve S11-UKM izolatlar1 i¢in enzimin en fazla iiretildigi azot

kaynaklarinin belirlenmesi, birbirleriyle karsilagtiriimasi (1.U*: International Unit)

4.2. Tartisma

Enzimler, endiistride hemen her alanda genis bir kullanim alam
gosterebilmekte ve bu alanlarin sayis1 da giin gegtikge hizla artmaktadir. Endiistride
en sik kullanilan proteaz kaynaklar1 kolay iiretim sartlar1 ve yliksek
verimliliklerinden dolay: genellikle bakterilerdir. Bu nedenlerle, birgok bilim adami
dogal kaynaklardan bakteri izolasyonuna gitmekte ve boylece yeni, oldukca verimli

tiirlerin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir.

Proteaz enzimi, diinya ¢apinda kullanim alanmi agisindan oldukg¢a genis ve
biiyiikk bir potansiyele sahiptir. Birgok mikroorganizmadan, &zellikle de Bacillus
cinsinden elde edilmektedir. Belirli bir mikroorganizma tipi, ayni enzimi farklh
ortamlarda farkli oranlarda iiretebilmektedir. Bu nedenle, enzim {iretim ortami
degistirilerek, enzim iiretim kapasitesinin arttirilmasi yoluna gidilmesi, yiiksek enzim

tiretimi i¢in alternatif bir yoldur.
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4.2.1. izolasyon ve Tam

Yapilan ¢alismamizda izmir, Aydin ve Manisa’dan 14 farkli istasyondan
alman topraklardan (toprak Orneklerinin igeriginin proteince zengin olmasi
diisiiniilmiis bu sebeple mezbaha, aritim tesisleri ve baklagil tarlalarindan 6rnek alimi
yapilmustir) proteaz tireten toplam 162 adet segici besiyerinde zon meydana getiren,
aktif bakteri izole edilmistir. Bu tiirlerin toplam proteaz aktivitelerine gore elenmesi
isleminde ilk olarak kati besiyerleri denenmistir. Kazeinli ve skim milk agarl
ortamlarda yapilan calismalarda en iyi proteaz pozitiflik tespitini gosteren zon
olusumu, skim milkli agarli ortamdan elde edilmistir. Ciinkii kazein homojen bir
sekilde ¢oOziinemedigi ic¢in elde edilen zonlarda benzerlik gozlenememistir.
Bakterilerin toplam proteaz enzimi varhigini belirlerken, skim milk igeren agarli
ortamda ‘ekiivyon ile yayma’ metodu kullanilmis 48 saat ve 30°C’ de inkiibasyon
sonucu olusan zonlar cetvelle dlciilerek, en yliksek proteaz pozitif 6zellige sahip olan
her istasyondan 1 adet olmak iizere 14 adet izolat se¢ilmistir. Bu izolatlara Gram
Boyama, Endospor boyama, Katalaz testi, Hareketlilik testi uygulandi. Basil formda,
gram pozitif, endospora sahip, katalaz pozitif ve hareketli izolatlar APl 50CHB ve
API 20E test kilerti uygulanmistir. S9-UKM izolatinin Bacillus thuringiensis, S11-
UKM izolatinin ise Bacillus subtilis oldugunu Ongérmiistir. Seving 2010,
calismasinda Bacillus’lar1 tespit etmek igin Gram Boyama, Katalaz, Endospor
boyama ve hareketlilik testlerini uygulamis; Gram pozitif, katalaz testi pozitif,
hiicresinin biinyesinde endospor bulunduran ve hareketlilik testi pozitif olan izolatlar
Bacillus spp olarak ayrilmigtir [61]. Sharmin ve ark., 2007 ile Nadeem ve ark.
2008’de yaptig1 calismalarda, ilk olarak suslar morfolojilerine ¢ubuk seklinde
goziikenlerine gore ayrilmig daha sonra sirast ile Gram boyama, endospor boyama,
hakerektilik testi, katalaz testi, kazein ve jelatin hidrolizi yapilmistir Bacillus spp
olarak tespit etmislerdir [47,73].

Carlisle ve ark., 1989’nin yaptig1 calismada, skim milk agarli plaklara
Bacillus sp. kiiltiirlerini ‘damlatma’ ve ‘siirme’ yontemleriyle ekip, koloni etrafinda
meydana gelen zonlar1 milimetrik olarak Ol¢iip grafiklemislerdir [46]. Nadeem ve
ark. 2008 topraktan izole ettikleri Bacillus cinsi bakterileri skim milki igerisinde
bulunduran agarli plaklara ‘yayma’ metodu ile ekerek, 37°C’ de 18 saat inkiibasyona

birakmis ve olugsan zon caplarina gore, bakterilerin proteaz aktivitesi miktarini
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belirlemislerdir [47]. Seving 2010, calismada ise Bacillus suslar1 Tiirkiye’nin 21
farkli bolgesinden alinan toprak drneklerinden izole edilmistir. Bu izolatlar igerisinde
en yiiksek proteaz aktivitesine sahip Bacillus sp.’ler, farkli igerikli ortamlarda
tiretilmis ve bunlardan en iyi enzim iiretenin saptandigi tireme ortami ve Bacillus sp.
tespit edilerek, galismaya bu bakteri ile devam edilmistir [61]. Towatana ve ark.,
1999 yaptiklar ¢aligmada hidrotermal kaynaklarindan belirtilen biyokimyasal testler
ve API Kkitlerini (API 50CHB ve API 20E) kullanarak termofilik Bacillus PS719
izolatin1 elde etmislerdir [48]. Alpan’nin 2008, yaptig1 bir ¢alismasinda ise, Kaplica

camurlarindan Bacillus cinsi C ve RC3 izolatlar1 izole etmistir [49].
4.2.2. inkiibasyon Siiresi

Calismamizda alkali proteaz enzimi veriminin en yiiksek oldugu inkiibasyon
siiresi izolatlarimiz igin 72 saat olarak tespit edilmistir. Ayni cinse ait tiirlerin
maksimum verime sahip olduklari inkiibasyon siirelerinin birbirlerinden farklilik

gosterebildigi literatiir verilerinden anlasilmaktadir.

Kazan ve ark., 2005, yaptig1 bir ¢alismada, Bacillus clausii GMBAE 42 susu
proteince zengin bir ortama asilanmig ve inkiibasyona birakilmistir. Susun {rettigi
alkali proteazin maksimum aktivitesinin, inkiibasyon siiresinin duragan evresinde ve
72. saatte oldugu belirlenmistir [50]. Towatana ve ark., 1999 alkalifilik ve termofilik
Bacillus sp. PS719’ da, Mehrotra ve ark., 1999, izole edilen Bacillus tiirlerinde,
Johnvesly ve ark., 2001 termofilik ve alkalifik Bacillus JB-99’ da, Rahman ve ark.,
2003 Bacillus stearothermophilus F1’ de, Sousa ve ark., 2007 Bacillus cereus’ ta,
Shafee ve ark., 2005 Bacillus cereus’ ta, Maurer 2004, Bacillus mojavensis A21’ de,
Shivanand ve ark., 2009, Bacillus aquimaris VITP4’ te proteaz enziminin iiretimi
i¢cin en uygun inkiibasyon siiresini 24 saat olarak belirlemislerdir [31, 32, 48, 51, 52,
53, 54, 57]. Ghorbel ve ark., 2004 Bacillus cereus BG1’ de, Yossan ve ark., 2006
Bacillus megaterium’ da proteaz enziminin {retimi ig¢in en uygun inkiibasyon
siiresini 48 saat olarak belirlemiglerdir [58,59]. Nilegaonkar ve ark., 2007 ise
Bacillus cereus MCM B-326’ da bu siireyi 36 saat olarak belirlemislerdir [60].
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4.2.3. Ortam Sicakh@

Yapilan calismamizda izole ettigimiz S9-UKM ve S11-UKM izolatlarimizin
farkli ortam sicaklik degerlerinde maksimum alkali proteaz enzim iiretiminin S9-
UKM izolat1 i¢in 30°C’de bulunurken, S11-UKM izolat1 i¢in ise 33°C’de meydana
geldigi belirlenmistir.

Towatana ve ark., 1999 yaptiklar1 bir ¢alismada hidrotermal kaynaklarindan
izole ettikleri termofilik Bacillus PS719 izolatinin 55°C sicaklikta proteaz iiretiminin
diger sicaklik degerlerine gore daha fazla oldugunu belirlemistir [48]. Yossan ve
ark., 2006 Bacillus cinsi iizerine yaptiklari incelemelerde, bakterinin {irettigi enzimin
miktarinin en yiiksek 45 °C’de iretildigini belirlemistir [59]. Qadar ve ark., 2009
Bacillus sp.’den elde ettikleri proteazin maksimum miktara 35°C’de ulastigini
belirlemislerdir [63]. Patel ve ark., 2005 yaptig1 ¢alismada, haloalkalifilik Bacillus
sp. proteazinin elde edilmesinde ortam sicaklik degerlerini sirasiyla 40°C ve 37°C
olarak bildirmislerdir [62]. Tekin’in 2008 yaptig1 bir ¢alismada segtigi izolatin
(APTS5) alkali proteaz aktivitesinin optimum 45-50°C arasinda daha fazla {iretildigini
belirlemistir [2].

4.2.4. Ortam pH’s1

Calismamizda segilen izolatlarimizin farkli pH degerlerinde irettigi alkali
proteaz enzim miktarinin S9-UKM izolat1 i¢in pH 7.2’de maksimuma ulagirken, S11-

UKM izolat1 i¢in pH 8.0°de maksimuma ulagmistir.

Yossan ve ark., 2006 Bacillus cinsi tizerine yaptiklart incelemelerde,
bakterinin maksimum enzimin miktarinin pH 10.0’da gerceklestigini belirlemistir
[59]. Qadar ve ark.,2009 ise Bacillus sp.’den elde ettikleri proteazin maksimum
miktara pH 7.0’de ulastigin1 belirlemislerdir [63]. Patel ve ark., 2005 haloalkalifilik
Bacillus sp ile yaptigi ¢alismada, pH 10.0’da maksimum enzim miktarina ulagilmigtir
[62]. Tekin’in 2008 yaptigi bir ¢alismada sectigi izolatin (APTS5) alkali proteaz
aktivitesinin ortam pH’simnin 9.0’da daha fazla oldugunu belirlemistir [2]. Yapilan
diger bir caligmada ise Bacillus sp. N-40 bakterisinin iirettigi proteaz enzimi i¢in

optimum pH degeri ise 7.0 olarak saptanmistir. Diger yandan, enzimin alkali pH
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degerlerinde aktifligini korumasi sebebiyle, enzim alkalofilik bir enzim olarak

belirlenmistir [61].

4.2.5. Farkh Karbon Kaynaklari

Yaptigimiz fermentasyon calismasinda 7 farkli karbon kaynagi (glikoz,
fruktoz, maltoz, gliserol, galaktoz, arabinoz ve nigasta) ortam iceriginde denenmistir.
S9-UKM izolat1 i¢in fruktoz, S11-UKM izolati i¢in ise maltoz’da en yiiksek enzim
tiretimi sonucuna ulasilmistir. Her iki izolat igerisinde en diisiik sonuclar ise
mikroorganizmalarin ¢ok kullanmadigi gliserol ve suda tam olarak ¢oziinmeyen

galaktozdan alinmistir.

Ashnaei ve ark., 2007 Bacillus subtilis ve Pseudomonas fluorescens’in enzim
tretimi iizerine farkli karbon kaynaklarinin etkisine bakmiglar ve en yiiksek
aktiviteyi, her iki mikroorganizma tizerinde de maya eckstrati ile birlikte siikroz
varhiginda aldiklarin1 bildirirken, Ahmed ve ark., 2008 Streptomyces avermectinus
NRRL B-8165’un proteaz iiretimi iizerine en yiiksek aktiviteyi, tiretim ortaminda %7

oraninda siikroz varliginda elde ettiklerini belirtmiglerdir [64,65].

Puri ve ark., 2001 alkali proteaz iireten bir Bacillus sp. susuna, igerisinde
glikoz da bulunan ¢esitli karbon kaynaklarinin etkisini incelemis ve en yiiksek
enzimatik aktiviteyi nisastanin varliginda saglamiglardir [4]. Benzer sekilde
Nascimento ve ark., 2004 ile Falahatpishe ve ark., 2007’nin, topraktan izole ettikleri
Bacillus sp.’ler iizerine yaptiklar: incelemede en yiiksek proteaz aktivitesini nisasta
varhiginda elde etmislerdir [66,67]. Yiiksekdag ve ark., 2004 Bacillus subtilis ve
Bacillus megaterium {izerinde yaptiklari arastirmada en yiiksek proteaz aktivitesi
saglayan karbon kaynaginin glikoz oldugunu belirtirken, Safey ve ark., 2004 Bacillus
subtilis ile yaptig1 ¢alismada, en yiiksek proteaz eldesini laktoz varliginda, Fincan ve
ark., 2007 yine Bacillus sp. iizerine yaptiklar1 ¢alismada, en yiiksek proteaz eldesini
nisasta ve galaktoz varliginda elde etmislerdir [55, 56, 68, 69]. Jamuna ve ark., 1992
tarafindan yapilan bir arastirmada, siikroz kullanilmas: halinde nisasta ve glukoza
oranla daha fazla enzim olusumu saptanirken, Nadeem ve ark.,2008’nin alkali
proteaz iireten bir Bacillus licheniformis iizerine yaptiklari arastirmada, en yiiksek

proteaz aktivitesinin nisasta varliginda oldugu tespit edilmistir [47,56]. Naidu ve
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ark., 2005’nin arastirmalarina gore ise Bacillus cinsinde proteaz iiretiminde en uygun

karbon kaynaklarinin laktoz, nisasta ve siikroz oldugu saptanmistir [70].

4.2.6. Farkh Azot Kaynaklar:

Yaptigimiz fermantasyon c¢alismasinda denenen farkli azot kaynaklarindan
S9-UKM izolat1 i¢in yagsiz siit tozunda (skim milk), S11-UKM izolati i¢in ise maya
ekstraktinda alkali proteaz enzimi liretiminin diger azot kaynaklarina oranla daha
fazla oldugu belirlenmistir. En diisiik sonuglar ise her iki izolat i¢in {ire ve amonyum
siilfatta elde edilmistir. Bu sonuglar her iki izolatinda farkli azot kaynaklar

varliginda, farkli enzim iiretim kapasitelerine sahip oldugunu gostemistir.

Frikha ve ark., 2005’nin yaptig1 bir ¢alismada, Bacillus cereus BG1’in azot
kaynagi olarak % 0.2 oraninda maya ekstresi kullanildiginda proteaz iiretiminin
Oonemli miktarlarda arttigini tespit etmislerdir [71]. Patel ve ark., 2005 yaptigi
caligmada ise, haloalkalifilik Bacillus sp’ in azot kaynagi olarak jelatin ve kazamino
asit kullanildiginda proteaz {retiminin arttigni, tripton ve soya pepton
kullanildiginda ise proteaz iiretiminin biiyiilk bir oranda azaldigini belirtmislerdir
[62]. Shafee ve ark., 2005 Bacillus cereus 146’ in organik azot ve inorganik azot
kaynaklarindan sirasiyla beef ekstrakt ve tire kullanildiginda en yiiksek proteaz
aktivitesinin elde edildigini belirtmislerdir [32]. Nilegaonkar ve ark., 2007 Bacillus
cereus MCM B-326’ 1n azot kaynagi olarak %1,0 soya kiispesi kullanildiginda en
yiiksek proteaz aktivitesinin elde edildigini belirtmislerdir [60]. Farkli azot
kaynaklarindan Banerjee ve ark.,1999 Bacillus brevis’ in %1,0 soya tozunun yani
sira %1.0 maya ekstresi kullanildiginda, Johnvesly ve ark., 2001 termofilik ve
alkalifik Bacillus JB-99° da %1 NaNOjz ve %0.4 maya ekstresi kullanildiginda

maksimum proteaz iiretimininin saglandigini belirtmislerdir [52, 72].
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Proteince zengin olan topraklarda proteaz aktivitesi yiiksek bakterilerin
bulunma olasilig1 olduk¢a fazladir. Alinan toprak orneklerinden Bacillus cinsinin
izolasyonunda ilk olarak c¢ubuk (basil) hiicre seklinin goriilmesi, gram boyama,
endospor boyama, katalaz ve hareketlilik testleri uygulanmistir. Bu testlerden gecen
izolatlardan proteaz aktivitesi en yiiksek olan iki izolat se¢ilmistir. Bu iki izolata API
S0CHB ve API 20E test kitleri uygulanmistir. API software programindan girilen
veriler sonucunda S9-UKM izolatinin Bacillus thuringiensis ve S11-UKM izolatinin

ise Bacillus subtilis oldugunu diistiniilmektedir.

Her izolat i¢inde 3’ncii giiniinde (72’nci saatte) proteaz miktar1 en fazladir.
4’ncii giinde ise her iki izolattada proteaz miktarinda degisme meydana gelmemistir.
Logaritmik iireme fazinda enzim miktar1 daha yeni meydana geldiginden dolay1
sonuglar ilk giinlerde diisiiktiir. izolatlarin duragan fazin baslangicinda proteaz

miktarin en fazla oldugu diisiiniilmektedir.

Sicaklik mikroorganizmalarin liremesini ve yasamalarini siirdiirebilmesini
etkileyen en onemli c¢evresel faktorlerden birisidir. Sicaklik canli organizmalar iki
sekilde etkiler. Sicaklik arttik¢a, hiicredeki kimyasal ve enzimatik tepkimeler daha
hizlt meydana gelir ve bunun sonucunda iireme hizlanir. Bununla birlikte, belirli bir
sicakligin tstlinde, belirli proteinler geri doniisimsiiz olarak bozulurlar yani denatiire
olurlar. Dolayisiyla verilen bir aralik igerisinde sicaklik arttikca, lireme ve metabolik
islemler denatiirasyon reaksiyonlarinin basladigi noktaya kadar artar. Bu noktanin
uistiinde, hiicre fonksiyonlar1 sifira dogru diiser. Her organizma i¢in minimum,
optimum ve maksimum gelisme sicakliklar1 vardir. Minimum sicaklikligin altinda
iireme gerceklesmezken, optimum sicaklikta iireme en iist diizeydedir. Maksimum
sicakligin tistiinde ki sicakliklarda ise tireme miimkiin olmaz sadece canli zorda olsa
yasamini devam ettirir. Calismamizda ise en yiiksek proteaz aktivitesini S9-UKM
icin 30°C’de iken S11-UKM izolatinda ise 33°C’de gostermistir.  Sicaklik

arttirildikea her iki izolatin proteaz tiretimi diigmektedir.

Mikroorganizmalarin liremeleri icin, besiyerinin pH 'smin optimal sinirlar
iginde bulunmasi gereklidir. Minimal ve maksimal pH limitlerine yanastikga iireme

azalir ve durur. Uremeyi olumsuz yonde etkileyen pH degismesini dnlemek igin,
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besiyerine tampon maddeler katilir. Bu amagla K;HPO, ve KH,PO, kullanildi.
Bunlar meydana gelen hidrojen (H) ve hidroksil (OH) iyonlarinin serbest kalmasinin
Oniine geger ve onlarla birlesikler olusturur. Bu nedenle de, ortamin pH 's1 hemen asit
veya alkali olmaz bir siire optimal limitler arasinda kalir ve dogru sonuglar alinir.
Yapilan ¢alismada ortam pH’s1 S9-UKM izolati i¢in pH 8.0 bulunurken, S11-UKM
izolat1 i¢in ise pH 7.2 bulunmustur. pH’1n optimal sinirlar igerisinde kalmasi gerekir,

ist sinirlarda proteaz liretimi azalir.

Prokaryotlarin ¢ogu karbon kaynagi olarak organik maddeye gereksinim
duyar. Kuru agirlig1 esas alindiginda tipik bir hiicrenin %50°si1 ve tiim makromolekiil
smiflarmda ki en temel element karbondur. Bakteriler farkli organik karbon
bilesiklerini Ozlimseyebilir ve yeni hiicre materyallerini yapmak i¢in bunlar
kullanirlar. Amino asitler, yag asitleri organik asitler, sekerler, azotlu bazlar,
aromatik maddeler ve ¢ok sayidaki diger organik maddelerin biri yada birden fazlasi

bakteriler tarafindan kullanilirlar.

Galaktozun karbon kaynagi olarak kullanilmasi sonucunda enzim miktarinin
her iki izolatta da distik ¢ikmasmnin nedeni suda homojen bir sekilde
coziinememesidir. Nisasta ise amilaz enziminin varliginda maltoza ilerleyen
safhalarda da glukoza pargalanir bu nedenle proteaz enzimi etki edememistir.
Gliserol ise mikroorganizmalar igerisinde ¢ok siklikla kullanilan bir karbon kaynagi
degildir. Bu nedenle her iki izolattada en diisiik sonuclar gliserolde alinmistir.
Glikoz, fruktoz, arabinoz ve maltoz ise mikroorganizmalar icerisinde siklikla
kullanilan karbon kaynaklarindandir. Bu nedenle S9-UKM izolati igin fruktoz, S11-
UKM izolat1 i¢in ise maltoz’da en 1yi sonuclar elde edilmistir. Glikoz, fruktoz,
arabinoz ve maltozun fermantasyon ortaminda karbon kaynag: olarak kullanilmasi

oOnerilmektedir.

Karbondan sonra hiicrede en bol bulunan element azottur. Tipik bir bakteri
hiicresinin kuru agirhiginin yaklasik %12’si azottan olusur. Azot proteinler, niikleik
asitler ve diger bazi hiicre bilesenleri i¢in gereklidir. Dogada azot hem organik hem

de inorganik sekilde bulunabilir.

Azot kaynagi olarak kullanilan Amonyum siilfat inorganik bir azot kaynagidir

ve mikroorganizmalar i¢in pek tercih edilmezler. Ure ise parcalandiginda amonyak
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meydana getirir ve ortamda toksik etki yaparak liremeyi engeller. Bunun sonucunda
da enzim miktarinin diigmesine sebep olurlar. Bu nedenle her iki izolat i¢inde
amonyum siilfat ve iire en diisiik sonuclar1 vermistir. En yiiksek proteaz aktivitesi S9-
UKM izolat1 i¢in yagsiz siit tozu (skim milk), S11-UKM izolat1 i¢in ise maya
ekstresinde gosterilmistir. Yagsiz siit tozu, maya ekstresi, pepton ve kazein
mikroorganizmalarin siklikla tercih ettikleri azot kaynaklaridir ve ¢aligmalarda

bunlarin kullanilmasi onerilmektedir.

Bunun yaninda farkli karbon kaynaklari ve azot kaynaklari ile yapilan
caligmalardan farkli sonuglarin elde edilmesi, kullanilan mikroorganizma c¢esidine,
karbon ve azot kaynaklarina, ortamdaki diger bilesenlerin etkilesimlerine bagl
olarak degismektedir. Dolayisiyla bu da gostermektedir ki, mikroorganizmalarin

kullandig1 metabolik yollar farkli olabilmektedir.

Her iki izolatta kat1 ortamda gdsterdigi alkali proteaz aktivitesini sivi ortamda
tam anlamiyla gosterememistir. S9-UKM izolatt S11-UKM izolatina gore kismen
daha yiiksek proteaz aktivitesine sahiptir. Elde edilen bulgular sonucunda ayni cinse
ait bakterilerde alkali proteaz iiretim parametrelerinde farkliliklar bulunabilecegini

gosterilmistir.
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