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OZET

Alkalen proteazlar proteinleri olusturan amino asitler arasindaki peptit
baglarinin hidrolizini alkali kosullarda katalizleyen 6nemli endiistriyel enzimlerdir.
Diinya enzim pazarinda yaklasik % 60 pay sahibi olan alkalen proteazlar basta
deterjan, siit triinleri, gida ve deri endiistrilerinde olmak {izere pek cok endiistriyel
stirecte kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, yerel bir izolat olan Bacillus sp. P22 alkalen
proteazinin iretim kosullarinin optimize edilmesi, enzimin saflastirilmast ve
nitelendirilmesi amaglandi. Bu amagla, ¢esitli karbon ve azot kaynaklari ile metal
tuzlar1 gibi besi yeri bilesenleri ve sicaklik, pH, asilama miktari, ¢alkalama hizi,
havalandirma orani gibi inkiibasyon kosullar1 test edilerek, enzim tiretiminin en iyi
oldugu fermentasyon sartlar1 belirlendi. Enzim amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon
degistirici kromatografi ve molekiiler elek kromatografisi yontemleri ile ii¢
basamakta % 21 verimle 13 kez saflastirildi. Kismen saflagtirilan enzim ile
gerceklestirilen nitelendirme ¢alismalart sonucunda; Bacillus sp. P22 alkalen
proteazinin optimal ¢alisma sicakliginin 40 °C ve optimal ¢alisma pH degerinin 10.5
oldugu belirlendi. Enzimin 15-50 °C ve pH 8-11 araliklarinda kararli oldugu, 10 mM
CaCly’tin 50 ve 60 °C’ta enzimin sicaklik kararliligini 6nemli Olgiide artirdigi
goriildii. 10 mM EDTA ve PMSF varliginda proteolitik aktivitenin inhibe oldugu,
enzimin SDS, Triton X-100, Tween 80, Tween 20 gibi deterjanlar ve aseton, etanol,
metanol, izopropanol ve etilen glikol gibi organik ¢o6ziiciiler varhginda aktivitesini

onemli ol¢iide korudugu gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Alkalen Proteaz, Endiistriyel Enzim, Saflastirma,

Biyokimyasal Nitelendirme, Bacillus.



SUMMARY

Because of their capability of cleaving peptide bonds between amino acids at
alkaline conditions, alkaline proteases have broad applications in detergent, food,
dairy and leather industries where stability and activity are required in tough
conditions. Constituting 60 % of the global enzyme market alkaline proteases are
significant industrial enzymes. In this study, production of alkaline protease of the
local isolate Bacillus sp. P22 was optimized, the enzyme was purified and its
charactheristics were determined. The optimum media composition that is promoting
enzyme production was defined by testing different carbon and nitrogen sources and
metal salts as well as varied incubation temperature, pH, inoculum rate, agitation
speed and aeration ratio. The enzyme was purified for 13 times with 21 % yield in
three steps employing ammonium sulphate precipitation, ion exchange and gel
filtration chromatographies. In following characterization studies the optimal
reaction temperature and pH of Bacillus sp. P22 alkaline protease were found to be
40 °C and 10.5 respectively. The enzyme was found to be stable in 15-50 °C and pH
8-11 ranges whereas its temperature stability was increased in the presence 10 mM
CaCl, at 50 and 60 °C. Enzymatic activity was inhibited in the presence of 10 mM
EDTA and PMSF. Proteolytic activity of Bacillus sp. P22 alkaline protease retained
to a great extent in the presence of detergents SDS, Triton X-100, Tween 80, Tween
20 and organic solvents acetone, ethanol, methanol, isopropanol and ethilene glycol,
thus proving the potential of Bacillus sp. P22 alkaline protease as a detergent

additive.

Keywords: Alkaline Protease, Industrial Enzymes, Purification, Biochemical

Characterization, Bacillus.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZIiNi
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o . Alfa
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B-ME . B-merkaptoetanol
°C . Derece santigrat

ul . Mikrolitre

pum : Mikrometre

uM . Mikromolar

g : Gram

kDa . (Kilo) dalton

M : Molar

mg : Miligram

ml . Mililitre

mM : Milimolar

nm :  Nanometre

U . Unite

\Y/ . Volt

APS :  Amonyum persiilfat
BaCl, . Baryum Klortir
BSA : Sigir serum alblimin
CaCl, : Kalsiyum klortir
CoCl, : Kobalt klortir
CuCl, . Bakar Klorir

CTAB . Setiltrimetilamonyum bromiir
DMSO . Dimetil siilfoksit
DTT . Ditiyotreitol

EDTA . Etilendiamintetraasetik asit
FeCl, . Demir (I1) kloriir
FeCls : Demir (1) Klortir
FeSO4 . Demir Siilfat

HCI . Hidroklorik asit
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1. GIRIS

Son yillarda enzimlerin  biyokatalizorler olarak kullanimi  ekolojik
uygunluklari, yiiksek ozgiillikleri, sergiledikleri kemo-, regio-, enantiyo-
secicilikleri, ve katalizledikleri genis cesitlilikteki reaksiyonlar sayesinde biiyiik
Olclide artig gostermistir. Enzim iiretiminin gergeklestirilmesi ve optimizasyonunda
etkili olan besi yeri bilesenleri, pH, sicaklik ve havalandirma gibi faktorler
biyoreaktorlerde kolaylikla kontrol edilebilmektedir. Ayrica mikroorganizmalarin
genetik olarak manipiile edilebiliyor olmasi, istenilen Ozelliklerde enzimlerin
gelistirilmesinin  Oniinii a¢gmaktadir. Bunlara ek olarak, kiiltiir ortamlarinda
sirdiriilebilir substratlar kullanilmakta, endiistriyel atiklar degerli {iriinlere
dontistiiriilerek katma deger yaratilmaktadir. Tiim bu nitelikler siirekli biiyiimekte
olan biyokatalitik siire¢ aragtirmalarina hiz katmaktadir. Bunun sonucunda ise
enzimler gida, tekstil, deri, ilag, kozmetik, kimya, enerji, biyomalzeme, kagit, seliiloz
ve deterjan endiistrilerinde genis uygulama alanlar1 kazanmiglardir [Vermelho et al.,

2012].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve Icerigi

Tez calismasinda yerel bir izolat olan Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin
tiretim kosullarinin optimizasyonu, enzimin saflagtirllmasi ve nitelendirilmesi
amaclanmig, bunun i¢in; enzim iiretiminin en yliksek oldugu besi yeri bilesenleri ve
inkiibasyon kosullarinin belirlenmesi, optimize kosullarda iiretilen enzimin iyon
degistirici ve molekiiler elek kromatografileri kullanilarak saflastirilmast,
saflastirilan enzimin, ¢esitli sicaklik, pH kosullar1 altinda ve gesitli kimyasallar
varhiginda biyokimyasal olarak nitelendirilmesi yoluyla endiistriyel kullanima
uygunlugunun belirlenmesi hedeflenmistir.

Gliniimiiz endiistriyel enzim pazarinda oldukga biiyiik pay sahibi olan alkalen
proteazlardan basta deterjan, siit iiriinleri ve deri endiistrileri olmak iizere, firincilik,
kozmetik ve atik su aritiminda siklikla faydalanilmaktadir. Endistriyel siireglerde
kullanilan alkalen proteazlarin yiiksek alkali ortamlarda ve genis sicaklik
araliklarinda stabil olmasi, ylizey aktif maddeler ve oksitleyici ajanlar varliginda

aktivitelerini koruyabilmeleri gerekmektedir. Tez ¢alismasi kapsaminda belirlenen
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hedeflere ulagilmasi halinde, Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin endistriyel
kullanima yatkinlig1 ortaya c¢ikarilacak ve enzim oOzelliklerinin 1iyilestirilmesi
amaciyla daha sonra gergeklestirilecek enzim miihendisligi c¢alismalarina katki

saglanacaktir.



2. PROTEAZLAR

Proteazlar proteinleri olusturan aminoasitlerin arasindaki peptit baglarinin
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Tiim canlilarin yagamlarini siirdiirebilmeleri igin
gereklidirler ve her tiirden organizmanmn genlerinin yaklasik % 2’si tarafindan
kodlanmaktadirlar [Southan, 2001]. Proteazlar, gidalardaki proteinlerin sindirimi,
intraseliiler proteinlerin geri doniisiimii, kanin pihtilasmasi, antijen olusumu ve ¢esitli
proteinlerin (enzimler, peptit yapili hormonlar, norotransmitterler) aktive edilmesi
gibi bir¢ok biyolojik siiregte Onemli isleve sahiptir. Proteazlarin endiistride
kullanimlarina ilk olarak peynir {iretiminde rastlanmaktadir; siitiin kesilmesi
amaciyla baglarda bitki 6zsular1 (Homeros Ilyada’da incir 6zsuyundan sz
etmektedir. Incir dzsuyunun bir proteaz olan fikain icerdigi bilinmektedir) ve
sonralart memeli midesine 6zgili bir enzim kompleksi olan “rennet” kullanilmigtir.
Proteazlardan etlerin yumusatilmasinda, biralarin berraklagtirillmasinda, peynir
aromalarinin zenginlestirilmesinde faydalanilmaktadir. Bundan baska deri, ipek ve
deterjan endiistrilerinde genis kullanim alani bulunan proteazlarin tibbi kullanim
alanlar1 arasinda ise gastrointestinal parazitlerin yok edilmesi (antelmintikler), yanik
vakalarinda goriilen Olii derinin giderilmesi, kan gruplarinin belirlenmesi, fitik
olusumu goézlemlenen intervertebral disklerin kikirdak iceriginin sindirilmesi yoluyla
sirt agrilarinin giderimi (kemoniikleoliz) bulunmaktadir.

Biyolojik ve tibbi  aragtirmalar ile  biyoteknolojik  caligmalarda
kullanilabilirlikleri bahsedildigi iizere olduk¢a yaygin olan proteazlar énemli bir

enzim smifin1 olusturmaktadirlar [Polaina and MacCabe, 2007].

2.1. Proteaz Terimi

Proteaz terimi Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
Adlandirma Komitesi (NC-IUBMB)’nin Enzim Adlandirmasi'nda ve Insan Gen
Adlandirma Komitesi tarafindan, peptit baglarinin hidrolizini gergeklestiren
proteinler i¢in Onerilmistir. Proteaz terimi, pek ¢ok farkli proteaz alt-tip ismi i¢in de
koken teskil etmektedir: aminoproteazlar, karboksiproteazlar gibi. Bu koken tizerinde
kurulan terminoloji, proteinler ve biiyiik polipeptitlerin i¢ kisimlarinda yer alan

baglara etkiyen endoproteaz, daha kiiciik substratlara etki eden oligoproteaz ve
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ekzoproteazlara da uygulanabilmistir. Proteazlar ayrica peptidazlar, proteinazlar ve
proteolitik enzimler olarak da adlandirilmaktadir [Polaina and MacCabe, 2007].

2.2. Proteazlarin Katalitik Mekanizmalari

Bir proteazin katalitik tipi, enzimin yapisinda bulunan ve peptit baglarinin
hidrolizinden sorumlu kimyasal gruplarla iligkilidir. Buna gore alt1 6zgiil katalitik tip
tamimlanmustir: Serin, treonin, sistein, aspartat, glutamat ve metallo-proteazlar. Serin,
treonin ve sistein proteazlarda katalitik niikleofil, bir hidroksil grubu veya bir
stlfhidril grubu gibi bir amino asit yan zincirinin reaktif grubudur. Aspartat ve
metallo-proteazlarda niikleofil genellikle aktive edilmis bir su molekiiliidiir; aspartat
proteazlarda su molekiilii dogrudan aspartat rezidiisliniin yan zincirleri tarafindan
tutulurken, metallo-proteazlarda bir veya iki divalent metal iyonu su molekiiliinii

yerinde tutar.
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Metallo-proteazlarda bulunan metal iyonu genellikle ¢inko olmakla birlikte,
kobalt, mangan veya bakir da olabilmektedir. Tek bir metal iyonu ¢ogu zaman iig
amino asit ligand1 tarafindan baglanir. Aktive edilmis su molekiilii ddrdiincii
liganddir ve bu durumdaki metal iyonu igin “tetrahedral koordinasyon”dan soz edilir.
Subtilisinlerin katalitik mekanizmas1 Sekil 2.1’de [Nduwimana et al., 1995]
verilmistir. Iki metal iyonu varh@inda, iyonlardan her biri igin tetrahedral
koordinasyon s6z konusudur; metal iyonlar1 aktive edilmis iki su molekiilii
tarafindan baglanir ve bir amino asit rezidiisii bunlarin ligandini olusturur [Polaina
and MacCabe, 2007]. 2005 yilinda tanimlanan glutamat proteazlarin katalitik
mekanizmalar1 ise heniiz aydinlatilamamis olmakla birlikte, bu enzimlerin aktif
merkezlerinde Glutamat/Glutamin katalitik ikilisi bulundugu diisiiniilmektedir

[Kataoka et al., 2005]. Pek az proteazin katalitik tipi halen ¢oziilmeyi beklemektedir.

2.3. Aktif Merkez

Proteazlarin kristallografik yapilarina bakildiginda, aktif merkezlerinin
genellikle enzim molekiiliiniin yiizeyinde, birbirine bitisik yapisal domainler arasinda
bulunan bir olukta yerlesik oldugu ve enzimin substrat 6zgiilliigliniin, bu oluk
boyunca katalitik bdlgenin bir veya iki tarafina yerlesmis bulunan baglanma
bolgelerinin nitelikleri tarafindan belirlendigi goriilmiistiir. Aktif merkezin yapisinin
korunmasi ve katalizin gergeklestirilmesi agisindan niikleofil grup ve diger rezidiiler
Oonem tasimaktadir. Aktif merkez rezidiileri, bir proteaz ailesini olusturan biitiin
proteazlar arasinda yiiksek derecede korunmuslardir [Polaina and MacCabe, 2007].

Serin proteazlarin aktif merkezlerinde aspartat, serin ve histidin rezidiilerinin
olusturdugu katalitik ticli bulunmaktadir. Aktif merkezdeki serin rezidiisii substrat
ile kovalent bag olusturan olduk¢a reaktif bir gruptur. Sistein proteazlarda aktif
merkezdeki katalitik Gi¢liiyli sistein, histidin ve aspartat rezidiileri olustururken bu
enzimlerde aktif merkezdeki sistein rezidiisii enzim substrat kompleksinin
olusturulmasinda etkilidir. Aspartat proteazlarda ise enzimin aktif merkezi iki
aspartat rezidiisii igermektedir [Nduwimana et al., 1995].

Genel anlamda bir peptit baginin kesilmesi, aktif niikleofilin proton vericisi ve
baz olarak bilinen bir rezidiiniin de proton alicis1 oldugunu varsayan asit/baz

reksiyonu 6rnegi ile tarif edilebilir. Serin ve sistein proteazlarda bu proton alicisi



siklikla bir histidin rezidiisli olmakla birlikte kimi zaman bir lizin (sinyal peptidaz I
ve endopeptidaz La) rezidiisiidiir. Proton alicisinin bir histidin rezidiisii oldugu
durumlarda ti¢iincii bir rezidi histidinin imidazolyum halkasindaki azot atomlarindan
birinin aktive edilmesini saglar. Kimotripsin, subtilisin ve karboksipeptidaz Y gibi
serin proteazlarda bu katalitik ti¢liiniin ti¢iincii iiyesini bir aspartat rezidiisii olusturur.
Assemblinde tgiincii rezidii ikinci bir histidin, D-Ala-D-Ala karboksipeptidaz A’da
ise ikinci bir serindir. Istisna olarak omptin ve 6karyot sinyal peptidaz gibi serin
proteazlarda yalnizca bir Ser/His katalitik ikilisi bulunmaktadir. Sistein proteazlarda
icliinlin ticlincli iiyesi asparajin, aspartat ya da glutamat olabilmektedir. Bununla
birlikte yalnizca Cys/His ikilisi iceren pek ¢ok sistein proteaz da bilinmektedir.

Serin ve sistein proteazlarda, katalizin ilk asamasinda enzim ve substrat
arasinda olusan ara iiriinilin stabilizasyonuna yardimci olan dordiincii bir rezidiiden
bahsedilir. Bu rezidii, su molekiiliindeki negatif yiiklii oksijen atomu ile bir hidrojen
bagt kurmaktadir ve bu katalitik alt bolgeye “oksianyon cukuru” adi verilir.
Kimotripsinde bu dordiincii rezidii bir glisin iken, subtilisinde asparajin ve papainde
glutamindir.

Bazi proteazlar tek bir katalitik rezidiiye sahiptir; N-terminal aminoasit
rezidiisii. Bu gruptaki enzimler N-terminal niikleofil (Ntn) hidrolazlar olarak tarif
edilir. Bilinen tiim treonin proteazlar Ntn-hidrolazlar grubuna girmektedir. Ntn-
hidrolazlarin N-terminal amino gruplarinin proton alicist olarak islev gosterdigi
diistiniilmektedir.

Aspartat proteazlarin katalitik aktivitelerinde yalnizca aspartik asit rezidiileri
islevseldir. HEXXH ¢inko-baglayici motif barindiran tim metallo-proteazlarda
katalitik aktivite i¢in bir glutamat rezidiisii gereklidir. Benzer sekilde iki metal iyonu
baglayan metallo-proteazlarda ise katalitik rezidiiler siklikla glutamat ve aspartattir
[Polaina and MacCabe, 2007].

2.4. Proteazlarin Simiflandirilmasi

2.4.1. Katalizin Kimyasal Mekanizmasina Gore Proteazlar

Hartley’in 1960 yilinda yapmis oldugu calisma, proteaz calisan

arastirmacilarca bugiin bilinen anlamda katalitik tip konseptinin gelistirilmesinde son



derece faydali olmustur [Barret, 1994]. Buna gore enzimler kataliz tipleri temelinde
(yukarida bahsedildigi {lizere) serin, treonin, sistein, aspartat, glutamat ve metallo-
proteazlar olarak alt1 ayr1 grupta siniflandirilmaktadirlar. Katalitik tip sistemi pek ¢ok
bakimdan kullanishi olmakla birlikte bir takim smirlamalar1 oldugu da kabul
edilmelidir. Ornegin, her serin proteaz katalitik bdlgesinin merkezinde niikleofil
olarak islevsellesmis bir serin rezidiisii tasimaktadir. Bunun bir sonucu olarak da bu
tipteki bir ¢ok enzim genel serin proteaz inhibitdrlerinden etkilenmektedir. Ote
yandan, serin proteazlarin pek ¢ok farkli molekiiler yap1 ve katalitik mekanizmaya
sahip olduklar1 da bilinmektedir. Dahas1 bu enzimler asla birbirinin homologu
degildirler ve bundan dolay1r da “serin proteaz ailesi” gibi bir ifade kullanmak

anlamli bulunmamaktadir [Polaina and MacCabe, 2007].

2.4.2. Polipeptit Zincirini Kirdiklar1 Noktaya Gore Proteazlar

Bir peptit baginin hidroliz edilmesi agisindan bakildiginda tiim proteazlarin
ayni reaksiyonu katalizledikleri disiiniilebilir. Ancak proteazlar peptit baginin
substrat i¢indeki pozisyonuna, kesilen bagin yakinindaki aminoasit rezidiilerine ve
ilgili substratin heniiz tam olarak aydinlatilamamis olan diger biitiin 6zelliklerine
kars1 segicilik gosterir (Sekil 2.2) [Polaina and MacCabe, 2007]. Bundan dolay1

proteolitik enzimler kesim gergeklestirdikleri noktaya gore ¢esitli siniflara ayrilabilir.

e Endoproteazlar

Bir endoproteaz, polipeptit zincirinin N-terminal veya C-terminal ug¢larindan
uzak kisimlarinda konumlanmis bulunan alfa-peptit baglarmi hidroliz eder.
Endoproteazlara ornek olarak kimotripsin, pepsin ve papain verilebilir.
Oligoproteazlar adi verilen bir grup endoproteaz yalnizca proteinlerden kiigiik olan
substratlara etki ederler. Gidalardaki proteinlerin sindirimlerini  baslatan
endoproteazlar, yeni N- ve C-terminal uglart olusturarak sindirim siirecini
tamamlayacak olan ekzoproteazlar icin substratlar meydana getirirler. Proteinlerin
simirli proteolizi de endoproteazlarin ayrica sergiledikleri islevlerdendir. Bu smirli
proteolize, salgilanan proteinlerden sinyal peptitlerinin uzaklastirilmas: (sinyal
peptidaz I), onciil proteinlerin olgunlastirilmas1 (enteropeptidaz ve furin) 6rnek

olarak gosterilebilir. Pek az endoproteaz substratin bir ucundan belirli mesafedeki bir



bolgeye etki eder; Mitokondriyal intermediate proteaz, N-terminal boélgeden bir
oktapeptit keser [Polaina and MacCabe, 2007].
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Sekil 2.2: Proteazlarin polipeptit zincirini kestikleri yere gore siniflandirilmasi.

e Omega-proteazlar

Omega proteazlar substratlarinda serbest N- veya C-terminal bolgeye ihtiyag
duymayan ikinci proteaz grubunu olusturmaktadir. Yiikli bir terminal gruba ihtiyag
duymamalarina karsin, polipeptit zincirlerinin u¢ bolgelerine yakin etki gosterirler ve
bu ozellikleriyle endoproteazlardan tamamen ayri bir grup olustururlar. Ubikitinil
hidrolazlar, piroglutamil proteazlar ve gama-glutamil hidrolaz bu gruba girmektedir
[Polaina and MacCabe, 2007].

e Ekzoproteazlar

Ekzoproteazlar serbest bir N-terminal amino grubuna, bir C-terminal
karboksil grubuna veya bu gruplarin her ikisine birden gereksinim duyan ve terminal
bolgeden en fazla li¢ rezidii uzaklastiran enzimlerdir. Bu enzimler aminoproteazlar,

karboksiproteazlar, dipeptidil proteazlar, peptidil dipeptidazlar, tripeptidil proteazlar



ve dipeptidazlar olarak smiflandirilmaktadirlar. Aspartat veya glutamat proteaz
smifina giren ekzoproteaz tanimlanmamaistir.

Aminoproteazlar, substratlarindaki N-terminal boélgeden tek bir aminoasit
kesen enzimlerdir. Dipeptidazlar dipeptidleri hidroliz etmektedir ve bu enzimler her
iki ucun da serbest olmasina gereksinim duymaktadirlar. Dipeptidil proteazlar
substratlarinda N-terminal bolgeden bir dipeptit ayirmaktalarken, tripeptidil
proteazlar N-terminal boélgeden bir tripeptit, peptidil dipeptidazlar C-terminal
bolgeden bir dipeptit uzaklastirmaktadirlar. Serbest C-terminal bolgeden tek bir
rezidii hidroliz eden enzimler ise karboksiproteazlar olarak adlandirilmaktadirlar
[Polaina and MacCabe, 2007].

2.4.3. Optimal Calisma pH’sina Gore Proteazlar

Proteazlar ayrica aktif olduklar1 optimal pH degerine gore asidik, notral veya

alkalen proteazlar olarak da siniflandirilabilmektedirler.

2.5. Proteaz Kaynaklan

Proteazlar fizyolojik olarak gerekli enzimler olduklarindan yasayan
organizmalarda bol miktarda bulunur ve bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi

genis ¢esitlilikteki canlilar bu enzimlerin kaynagini olusturur [Rao et al., 1998].
2.5.1. Bitkisel Proteazlar

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanimlarinin Oniinde, ziraat i¢in uygun
alanlarin gerekliligi ve bitki yetistirilmesine elverigli iklimsel sartlara ihtiyag
duyulmasi gibi bir takim engeller bulunmaktadir. Bundan baska bitkilerden proteaz
elde edilmesi zaman alic1 bir siiregtir. Papain, bromelain, keratinaz ve fisin iyi bilinen
bitkisel kokenli proteazlara 6rnek olarak verilebilir [Rao et al., 1998].

Papain, kullanim1 ¢ok eskilere dayanan bir bitkisel proteazdir [Schechler and
Berger, 1967]. Bat1 ve Orta Afrika ile Hindistan’in tropik alt1 bolgelerinde yetisen
Carica papaya meyvelerinin lateksinden elde edilmektedir [Rao et al., 1998]. pH 5-9

araliginda aktivite gostermekte ve 80-90 °C’a kadar kararliligini korumaktadir. ilk



kez 1879 yilinda izole edilmis olup, kristallografik yapisi belirlenen ilk enzimdir
[Drenth et al., 1968], [Kamphuis et al., 1984]. Bir sistein proteaz olan bromelain,
ananas bitkisinden elde edilmekte ve pH 5-9 araliginda aktivite gostermektedir.
Papainden daha diisiik bir sicaklikta (70 °C) inaktive olmaktadir. Bitkisel proteazlara
bir diger drnek olan keratinaz, kil ve yiin gideriminde kullanilmaktadir. Bir esansiyel
aminoasit olan lizin {iretiminin yani sira atik su giderlerinin tikanmasini 6nlemek

amaciyla da ilgili endiistrilerde uygulama alanina sahiptir [Rao et al., 1998].

2.5.2. Hayvansal Proteazlar

Renninler, pepsin, kimotripsin ve tripsin 1iyi bilinen hayvan kokenli
proteazlardandir ve bu enzimler biiyiik miktarda saf halde tiretilebilmektedir. Ancak
tiretimleri ¢iftlik hayvanlarinin kesimine bagli bulunmakta ve bu durum da bir takim
politik ve zirai engeller ortaya ¢gikarmaktadir.

Temel intestinal sindirim enzimi olan tripsin, gidalardaki proteinlerin
hidrolizinden sorumludur ve bir serin proteazdir. Gida endistrisindeki kullanimi,
aktivitesi sonucu olusan protein hidrolizatlarinda olusturdugu aci tat dolayisiyla
stnirhdir. Bakteriyel besiyerlerinin {iretiminde, bazi 6zel tibbi uygulamalarda
kullanilmaktadir.

Hayvan pankreas ekstraktinda bulunan kimotripsinin saf hali olduk¢a pahalidir
ve yalnizca diyagnostik ve analitik caligmalarda kullanilmaktadir. Onciil formunda
(kimotripsinojen) hayvan pankreasinda bulunmakta, tripsin tarafindan aktive
edilmektedir. Karboksi terminal bolgelerde bulunan aromatik aminoasitlerden kesim
gerceklestirmektedir.  Siit  proteini  hidrolizatlarinin  allerjen  6zelliklerinin
giderilmesinde yogun olarak kullanilmaktadir.

Bir diger hayvan kaynakli proteaz olan pepsin ise, neredeyse tiim omurgalilarin
midelerinde bulunan asidik bir proteazdir. Hidroklorik asit varliginda otokataliz ile
zimojen formundan aktif enzim olusmaktadir. Pepsin iki hidrofobik amino asit
arasindaki peptit baginin hidrolizini katalizlemektedir. pH 1 ve pH 2 araliginda
optimal aktivite sergilemekte ve pH 6 lizerindeki degerlerde aktivitesini yitirdigi
bilinmektedir [Rao et al., 1998].
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2.5.3. Mikrobiyal Proteazlar

Hayvansal ve bitkisel proteazlarin glinlimiiz enzim pazarinin taleplerini
karsilamada yetersiz kalmasi, mikrobiyal proteazlara olan ilgiyi giderek
artirmaktadir. Mikroorganizmalarin genetik miidahaleye uygun olmalar1 ve genis
biyokimyasal gesitlilik sergilemeleri de mikrobiyal proteazlarin tercih edilmelerinin
diger sebepleri arasindadir [Rao et al., 1998]. Bu elverisliligin bir sonucu olarak da
diinya enzim satislarinda yaklagik % 65 paya sahiptirler [Oskouie et al., 2007].

Mikrobiyal proteazlar c¢ogunlukla hiicre dist enzimlerdir ve {ireticileri
tarafindan dogrudan fermentasyon ortamina salinmaktadirlar. Bu durum iiretim
siirecinin takip eden asamalarinda hayvansal ve bitkisel proteaz iiretimi ile

kiyaslandiginda kolayliklar sunmaktadir [Lageiro et al., 2007].

2.5.3.1. Bakteriyel Proteazlar

Proteaz iirettigi bilinen pek ¢ok mikroorganizma olmasina ragmen bunlardan
ancak ¢ok azi ticari kullanima uygun bulunmustur. Bakteriler, Bacillus cinsi ile en
baskin proteaz tireticileridirler. Pek ¢ok farkli ortamdan izole edilen sayisiz Bacillus
tirtiniin  alkalen proteaz iretimi ¢alisilmistir. Bacillus cinsi igerisinde B.
licheniformis, B. subtilis, B. amyloliquifaciens ve B. mojavensis proteazlari
endiistriyel uygunluklar1 ile 6ne ¢ikmaktadir. Farkli enzim kaynaklar1 bulmaya
yonelik ilgiye karsin, literatiire bakildiginda Bacillus sp. en uygun ticari alkalen
proteaz kaynagi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [Lageiro et al., 2007].

Ticari bakteriyel proteazlarin ¢ogu notral ve alkalen proteazlardir. Bakteriyel
notral proteazlar dar bir pH araliginda (pH 5-8) aktiftirler ve sicaklik toleranslari
diistiktiir. Tepkime hizlar1 orta seviyede oldugundan ndtral proteazlar hayvansal
proteazlara oranla hidrolize gida proteinlerinde daha az acilik meydana getirmekte ve
bu nedenle gida endiistrisinde tercih edilmektedirler. Bir nétral proteaz olan notraz,
dogal bitkisel proteaz inhibitdrlerine karsi duyarsiz oldugundan bira endiistrisi igin
onemli bir enzimdir. Bakteriyel notral proteazlar hidrofobik aminoasit ciftlerine
yiiksek ilginlik gostermektedirler. Notral proteazlarin diisiik termotdleranslar1 gida
hidrolizatlarinin iiretimi sirasinda hidrolizin derecesini kontrol etmekte kolaylik

saglamaktadir. Baz1 nétral proteazlar metallo-proteaz sinifina girer ve aktivite igin

11



divalent metal iyonlarina gereksinim duyarlarken, bazilar1 serin proteazlar olarak
siiflandirilirlar ve selatlayici ajanlardan etkilenmezler.

Bakteriyel alkalen proteazlar genis substrat 6zgiilliigiine sahiptirler ve pH 10
gibi alkali pH’larda yiiksek aktivite gostermektedirler. Optimal ¢alisma sicakliklar
yaklasik 60 °C’tir. Bu 6zellikleri alkalen proteazlari deterjan endiistrisinde kullanima

uygun kilmaktadir [Rao et al., 1998].

2.5.3.2. Fungal Proteazlar

Funguslar bakterilerle kiyaslandiklarinda daha genis cesitlilikte enzimler
sunmaktadir. Omegin Aspergillus oryzae asidik, nétral ve alkalen proteazlar
tiretebilmektedir. Fungal proteazlar daha genis bir pH araliginda (pH 4-11) aktiflerdir
ve substrat Ozgiilliikleri genistir. Ancak sicaklik toleranslari ve reaksiyon hizlar
bakteriyel enzimlerden daha diisiiktiir. Fungal asidik proteazlar pH 4-4.5 arasinda
optimum aktivite sergilemektedirler ve pH 2.5-6 arasinda kararliliklarini
korumaktadirlar. Dar pH ve sicaklik 6zgiilliiklerinden dolay1 peynir endiistrisinde
siklikla fungal proteazlardan faydalanilmaktadir. Fungal nétral proteazlar ise pH 7°de
aktiftirler ve selatlayici ajanlarca inhibe edilebilmektedir [Rao et al., 1998].

2.5.3.3. Viral Proteazlar

Viral proteazlar, AIDS ve kanser gibi 6liimciil hastaliklara neden olan viriis
proteinlerinin iglenmesinde fonksiyonel olduklarindan dolayr 6nem kazanmuistir.
Cesitli virilislerde serin, aspartat ve sistein proteazlar bulundugu bilinmektedir. Viral
proteazlarin tiimii endoproteazlar sinifina girmektedir. Viral gelisim ve replikasyonda
islevsel olan retroviral aspartik proteazlar, poliprotein onciiliiniin bir pargast olarak
ifade edilen homodimerlerdir. Onciiliin otolizi ile olgunlasmis proteaz olusmaktadir.
Viral proteazlarin {i¢ boyutlu yapilarinin ve bunlarin sentetik inhibitorlerle olan
etkilesimlerinin aydinlatilmas1 amaciyla kapsamli ¢aligmalar siirdiiriilmektedir [Rao

et al., 1998].
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2.6. Mikrobiyal Alkalen Proteazlarin Ozellikleri

Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen alkalen proteazlarin enzimatik ve

fizikokimyasal nitelikleri yogun sekilde ¢alisilmistir.
2.6.1. Optimum pH ve Sicakhik

Alkalen proteazlar ¢ogunlukla pH 9-11 araliginda optimal aktivite
sergilemekteyken, daha yliksek degerlerde ¢alisabilen enzimlerin de varligi
bilinmektedir. Yiiksek izoelektrik noktalara sahiptirler ve pH 6-12 araliginda
kararlhidirlar. Alkalen proteazlarin optimum calisma sicakliklari ise 50-70 °C arasinda
degismektedir. Bununla birlikte 85 °C gibi yiiksek sicakliklarda aktivitesini
yitirmeyen alkalen proteazlar da tanimlanmistir. Bacillus sp., Streptomyces sp.,
Thermus sp. alkalen proteazlar1 yiiksek sicakliklarda oldukga kararlidirlar ve ortama
eklenen Ca®* enzimlerin sicaklik kararliliginm1 artirmaktadir [Kumar and Takagi,

1999].
2.6.2. Molekiiler Agirhk

Mikrobiyal alkalen proteazlarin molekiiler agirliklart 15-30 kDa arasinda
degismektedir. Ancak 31.6 kDa [Freeman et al., 1993], 33 kDa [Larcher et al., 1996],
[Samal et al., 1991], 36 kDa [Tsujibo et al., 1990] ve 45 kDa [Kwon et al., 1994]
agirliklarinda enzimler de oldugu gosterilmistir. Kurthia spiroforme’den izole edilen
bir proteolitik enzimin 8 kDa gibi ¢ok diisiik bir molekiiler agirliga sahip oldugu
bildirilmistir [Steele et al., 1992]. Baz1 Bacillus sp. alkalen proteazlarinin ¢oklu
elektroforetik formlart oldugu gézlemlenmistir; bu durumun protein molekiiliindeki
glutamin veya asparajin rezidiilerinin non-enzimatik, geri dOniisiimsiiz
deaminasyonu veya otoproteoliz sonucu oldugu bilinmektedir [Kumar and Takagi,

1999].
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2.6.3. Metal Iyonu Gereksinimi ve Inhibitérler

Maksimum aktivite igin Ca®" Mg®* ve Mn?* gibi divalent katyonlara veya
bunlarin kombinasyonuna gereksinim duyan alkalen proteazlar i¢in bu katyonlar
ayrica termal kararlilig1 artirict etki gosterebilmektedir. Bu katyonlarin enzimi termal
denatiirasyon karsisinda korudugu ve yiiksek sicakliklarda enzimin aktif
konformasyonunun siirdiiriilmesinde hayati 6nem tasidigi diisiiniilmektedir. Bundan
baska, Proteinaz K’da protein aktivitesi ile kararliligin1 etkileyen ve katalitik bolge
disinda bulunan Ca®* baglama bélgeleri oldugu gosterilmistir.

Inhibisyon calismalari ile enzimin kofaktdr gereksinimleri ve aktif merkezinin
yapist aydinlatilmaktadir. Yapilan calismalarda Hg2+ iyonlarinin enzim aktivitesini
inhibe ettigi gosterilmistir. Alkalen proteazlarin fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF) ve
diizopropilflorofosfat (DFP) varliginda tamamen inhibe olduklar1 bilinmektedir.
PMSF enzimin katalitik bolgesindeki serin rezidiistinii siilfonatlayarak aktivitenin
biitiiniiyle yitirilmesine yol agmaktadir. Bu tip inhibisyon profili ilgili enzimlerin
serin hidrolaz olduklarin1 gostermektedir. Bazi alkalen proteazlarin EDTA gibi metal
selatlayici ajanlara karsi hassasiyetlerinin metal iyonu bagimli oldugu bulunmustur.
Tiyol inhibitoérleri Bacillus spp. alkalen proteazlar1 {izerine ¢ok az etki
gosterebilirken, Streptomyces sp. tarafindan {iretilen enzimleri daha ¢ok
etkilemektedir [Kumar and Takagi, 1999].

2.6.4. Substrat Ozgiilliigii

Alkalen proteazlar dogal proteinlere oldugu kadar pek ¢ok sentetik protein
tizerinde de etkili oldugu halde, reaksiyon hizlar1 degismektedir; alkalen proteazlar
kazeine karsi, hemoglobin veya sigir serum alblimine olduklarindan daha fazla
aktiftirler.

Kesim bolgesinin karboksil boliimiinde bulunan tirozin, fenilalanin veya 16sin
gibi aromatik veya hidrofobik amino asit rezidiilerine kars1 ozgiillikleri
bulunmaktadir. Substrat olarak insiilin B-zinciri kullanildiginda, cesitli alkalen
proteazlar tarafindan kesim gerceklestirilen baglar siklikla Glu*-His®, Ser’-His™,
Leu™-Tyr'®,  Tyr'®-Leu, Phe®-Tyr®®, Tyr®®-Thr¥’ ve Lys*-Ala® olarak

gozlemlenmistir. Bir Bacillus sp. alkalen elastazi olan Ya-B’nin oksitlenmis insiilin
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a- ve B- zincirlerini blok halinde kestigi Tsai ve arkadaslar tarafindan tarif edilmistir
[Tsai et al, 1988].

Bacillus sp. Ya-B’nin clastin ve siiksinil-Alaz-p-nitroanilid ve siiksinil-Ala-
Pro-Ala-p-nitroanilid gibi elastaz-6zgiil substratlar1 daha hizli hidroliz ettigi
gbzlemlenmistir. Bu enzimin elastin i¢erisinde bulunan alanin gibi alifatik amino asit
rezidiilerine kars1 se¢ici oldugu gosterilmistir. Elastoliz stirecinin pH 10.6’dan diisiik
degerlerde, elastazdaki pozitif yiiklii rezidiiler ve elastin molekiiliindeki negatif yiikli
rezidiiler arasinda kurulan elektrostatik etkilesimler sonucu meydana gelen enzim

substrat kompleksi ile baslatildig: diisiiniilmektedir [Kumar and Takagi, 1999].

2.7. Proteazlarin Endiistriyel Kullanimlar

Basta ¢amasir ve bulasik deterjan1 endiistrisi olmak iizere pek ¢ok endiistriyel
alanda kullanim sahasi bulunan proteazlara yonelik birgok calisma yiiriitiillmekte,
istenilen Ozelliklere sahip ve sert kosullarda aktivite gosterebilen, endiistriyel

stireglerde kullanima uygun enzimler gelistirilmektedir [Kirk et al., 2002].
2.7.1. Deterjan Endiistrisi

Deterjan endiistrisi, pazar hacmi ve iiretim miktar1 goz Oniine alindiginda
alkalen proteazlarin en ¢ok 6ne ¢ikan kullanim alanidir. 1913 yilinda Otto Roehm
tarafindan pankreatik ekstraktlarin temizlik malzemelerinde kullanimi proteazlarin
deterjan endiistrisine girisi olarak kabul edilmektedir. 1960’11 yillarda Bacillus
licheniformis’ten izole edilen alkalen proteaz Carlsberg’in ilk kez deterjanlara bir
katki maddesi olarak eklenmesinden sonra, Bacillus kaynakli ¢ok sayida alkalen
proteaz saflastirilmis ve karakterize edilmis, dikkate deger proteolitik aktivite,
kararlilik, genis substrat 6zgiilligii, kisa fermentasyon siireleri ve diisiik maliyetli
tiretim yontemleri gelistirilmistir [Aehle, 2007].

Deterjanlara katki maddesi olarak eklenen proteazlar siklikla Bacillus
subtilisinleridir. 1980°1i yillarda yiiksek alkalen subtilisinler tanimlanmis ve kisa
zaman sonra s1v1 olanlar diginda tiim deterjanlardaki standart subtilisinlerin yerlerini
almiglardir. Yine 1980°li yillarin ortasinda subtilisinlerin genetik miihendisligi

uygulamalarina son derece elverisli olduklar1 gosterilmis ve on yilin sonunda
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rekombinant soylar kullanilarak iiretilen ilk teknik enzimler arasinda yer almiglardir.
Rekombinant enzimler 1990’larin basindan itibaren pazara girmistir. 2002 yilinda
Avrupa Birligi’nde 900 ton saf enzim iiretilmis olmasi subtilisin kullaniminin
Onemini agikca ortaya koymaktadir.

Subtilisinlerin bu denli basarili olmasi, hiicre dis1 proteazlarin genel 6zellikleri
olan yiiksek kararliliklar1 ve diisiik substrat oOzgilliikleri gibi niteliklerine
dayandirilabilir. Hiicre dis1 enzimler biyokiitleden kolayca ayrildiklar1 i¢in iiretimin
devam eden asamalarinda 6nemli kolayliklar sunarlar. Bacillus soylarinin kisa
zamanda fermentasyon ortamina enzim salgilayabilme kabiliyetleri ise bir diger
onemli noktadir [Maurer, 2004].

Camagir ve bulasik deterjanlarina eklenen proteazlar, kumas (camasir) veya
sert yiizeyler (bulasik) lizerindeki protein lekelerini degrade ederek, yikama sivisinin
icerisindeki diger c¢oziiciiler tarafindan temizlenmelerini veya ¢ozlilmelerini
saglamaktadir. Proteazlar kan ve ¢imen lekelerini ¢6zmekte etkilidir. Bu nedenle
evsel kullanima sunulan ticari deterjanlarin pek ¢ogunun igerigine katilmaktadirlar.

Satisa sunulmus ticari deterjanlarin igerigine katilan proteazlar genellikle
birbirlerine ¢ok benzer ve aralarinda hemen hi¢ yapisal farklilik bulunmamaktadir.
Bu proteazlar ayrica diisiik substrat ozgiilliigiine sahiptirler ve optimal ¢alisma
sicakligi, optimal pH, Ca?* iyonu gereksinimleri gibi 6zellikleri bakimindan farklilik
gosterirler. Maxacal ve Savinase gibi yiiksek alkali pH’da aktivite gosterebilen
enzimler bulunmakla birlikte, Maxatase, Alcalase ve Subtilisin Novo gibi proteazlar
daha diistik alkali pH’da calismaktadirlar. Bu enzimlerin tiimiintin molekiiler
agirliklar1 20.000-30.000 Da arasindadir ve aktif merkezlerinde bir serin rezidisii
bulunmaktadir [Aehle, 2007].

2.7.2. Siit Uriinleri Endiistrisi

Stit triinleri fermentasyon tlirevli gidalarin klasik ornekleri arasindadir ve
gecmisi cok gerilere dayanmaktadir. Caglar boyunca oldukga cesitli siit tirtinleri
gelistirilmis, 1900°1i yillarin ikinci yarisindan itibaren biyokimyasal, mikrobiyolojik
ve fizikokimyasal siiregler {izerindeki anlayis derinlestirilmistir. Ham maddelerden,

mikrobiyal kiiltiirlerden veya bagka kaynaklardan elde edilen enzimler kullanilarak
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stit tiriinlerinin tad1 ve dokusu kontrol edilebilmekte, mevcut {irlinler gelistirilmekte
ve yeni siit lirtinleri yaratilmaktadir.

Peynir {iretiminin ilk asamasi olan siitiin kesilmesi siirecinde koagiile edici
enzimlerin (kisaca koagiilan) aktivitesi sonucu siit proteinlerinin yaklasik % 80’ini
olusturan kazeinler kolloidal stabilitelerini kaybetmekte, kiimeleserek bir jel yapisi
olusturmaktadir. Siitiin kesilmesini saglayan bu koagiilanlarin tiimii proteolitik
enzimlerdir ve aspartik endoproteazlar sinifina girmektedir (Tablo 2.1) [Aehle,
20071].

Tablo 2.1: Siit iiriinleri endistrisinde kullanilan koagiilanlar.

. Molekiiler Agirlik Optimum Calisma
Koagilan Kaynak (kDa) : Sicaklig (°C)
Kimozin Sigir 35,7 40-44
Mukorpepsin | R.miehei 38 58-62
Mukorpepsin | R. pussilus 30-39 42-45
Endotiyapepsin | C. parasitica 33,8 42

Koagiilanlar benzer biiylikliikk ve ii¢ boyutlu yapilara sahiptir ve korunmus
bolgeler igermektedir. Mikrobiyal koagiilanlar arasindaki aminoasit homolojisi
oldukg¢a yiiksek olup, bunlarla memeli koagiilanlar1 arasinda biiyiik oranda farklilik
bulunmaktadir. Hayvan rennetinden elde edilen kimozin ve pepsin inaktif zimojen
formunda salinmaktayken, mikrobiyal enzimlerde bdyle bir durum s6z konusu
degildir.

Kimozin peynir siitiiniin dogal pH’sinda, K-kazeindeki 105 ve 106.
aminoasitler olan Phe-Met arasindaki bagi kesmektedir ve bu yiiksek Ozgiilligii
sayesinde diger koagiilanlar arasindan siyrilmaktadir. K-kazeinin 104 ve 105.
aminoasitleri arasindan kesim gergeklestiren C. parasitica koagiilan1 haricinde tiim
koagiilanlar Phe-Met arasindaki peptit bagini hidroliz etmektedir. Genel olarak
mikrobiyal koagiilanlar hayvansal koagiilanlara oranla daha yiiksek proteolitik
aktivite sergilemektedir.

Koagiilanlarin sahip olmasi beklenen bir diger 6nemli 06zellik sicaklik
kararsizligidir. Ornegin Emmental peynirinin iiretimi, peynirdeki koagiilanlarin
tiimiiniin inaktive edilmesi amaciyla 50 °C’ta pisirme asamasini kapsamaktadir. Bu
peynirin iretiminde diisiik sicaklik kararliligina sahip enzimler tercih edilmektedir.

Tiim koagiilanlarin sicaklik kararlilig1 azalan pH degerleri karsisinda artmaktadir.
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Proteazlarin siit tirlinleri endiistrisinde yeni sayilabilecek bir diger uygulama
alan1 da protein hidrolizatlarinin hazirlanmasidir. Siit proteini hidrolizatlar1 sporcu
destek gidalari, ¢ocuk besinleri ve diyet gidalarin {iretiminde kullanilmaktadir.
Kazeinler ve peynir alt1 suyu proteinlerinin hidrolizi sonucunda, bunlarin molekiiler
boyut ve sekil, elektrokimyasal oOzellikler ve hidrofobisite gibi fizikokimyasal
nitelikleri degismekte, bunun sonucunda ise allerjenite diismekte, tat cogu zaman
aciliga varan seviyelere kadar degismektedir. Tiim bu nitelikler protein hidrolizinin
derecesi ile kontrol edilmekte, kullanilan proteolitik enzimin tipi ve siire¢ sartlar1 da
hidrolizin seviyesinin ayarlanmasinda etkili olmaktadir.

Belirli 0Ozelliklere sahip endo- ve ekzoproteazlar kullanilarak hidrolizin
derecesi, serbest aminoasit konsantrasyonu, peptit boyutu ve acilik olusumunun
onlenmesi istendiginde ise tat kontrol edilebilmektedir.

Bu alanda sayisiz hayvansal (pankreatik pepsin, tripsin) ve bitkisel proteazlar
(papain, bromelain) kullanildigi gibi, mikrobiyal kaynakli (B. subtilis, B.
licheniformis) endiistriyel proteazlar da kullanilmaktadir [Aehle, 2007].

2.7.3. Unlu Mamullerin Uretimi

Unlu mamullerin tiiretiminde kullanilan proteazlar, secilen proteaza ve
kullanima bagli olarak, hamurun gevsekligini artirmak gibi minor degisikliklere
neden olabilirler veya gluten yapisint yogun bi¢imde hidroliz ederek hamurun
viskoelastik 06zelliklerinin azalmasini1 saglayabilirler. Bazi proteazlar hamurun
fiziksel ve reolojik 6zellikleri lizerindeki etkilerinden bagimsiz olarak, elde edilen
unlu mamdiliin tad1 ve rengini de degistirebilmektedir.

Bugday unu su ile karistirildiginda viskoelastik gluten matriks olusturmaktadir.
Bu matriks, igerisinde hava kabarciklarini alikoymakta, bu da bugday ununa spesifik
firinlanma performansini kazandirmaktadir. Bununla birlikte bugday unu igerisindeki
protein miktar1 ve kalitesi, bugday ununun temel kalite unsurlaridir. Firincilikta
proteaz kullanimi ile bugday ununun protein igerigi istenilen seviyelere
getirilebilmekte ve bu sayede hamurun gluten igerigi degistirilerek olugan son iiriiniin
hacmi ve yapisi istenilen diizeye ¢ekilebilmektedir. Benzer sekilde, kraker, biskiivi,

gofret ve pizza iretiminde daha az protein igerigine sahip olan diisiik viskoelastik
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Ozellikte hamura gereksinim duyuldugundan, diisiik 0Ozgiillikte proteazlar
kullanilarak hamurun protein igerigi azaltilmaktadir.

Proteazlarin ekmek {iretiminde kullanimi iirlinlin tadi ve kabuk rengini
etkileyebilmektedir. Proteolitik aktivite sonucu ortaya ¢ikan aminoasitler ve peptitler
s0z konusu etkilere neden olabilmektedir. Aminoasitler aromatik bilesenlerin
tiretiminde ara {rlin olarak ortaya ¢ikmaktadir ve peptitler de oksitleyici, tat
zenginlestirici ve tatlandirict potansiyeline sahiptir. Ayrica gluten proteinlerinin
parcalanmasi ile ortaya c¢ikan aminoasitler, Maillard tepkimesi ile sekerler ile
reaksiyona girerek ekmegin lezzetine ve kabuk rengine katkida bulunabilmektedirler

[Aehle, 2007].

2.7.4. Deri Endiistrisi

Deri islemede kullanilagelen klasik yontemler hidrojen siilfit gibi kimyasallarin
kullanimin1 gerektirdiginden cevre kirliligi olusmakta, bunun yani sira cesitli
giivenlik sorunlar1 da ortaya cikmaktadir. Enzimler araciligiyla deriye biyolojik
olarak muamele edilmesi, kontrol, siirat ve atik giderimi gibi alanlarda avantajlar
sundugundan tercih edilmektedir. Elastolitik ve keratinolitik aktiviteye sahip alkalen
proteazlar deri islemede kullanilan enzimlerdir. Temiz post elde edilmesi siirecinde
enzimler istenmeyen pigmentlerin giderimini saglamakta ve bu sayede deri yiizeyi
genisletilmektedir. Dericilikte 1slatma basamaginda pankreatik proteazlarin kullanimi
geleneksel bir yontemdir; alkalen proteazlarin bu asamada kullanimi yaygin hale
gelmistir. Alkali kosullarda kil koklerinin kabartilmasini igeren kil giderimi
siirecinde, alkalen proteazlardan faydalanilarak agiga ¢ikmis olan kil folikiil proteini
giderilmekte boylece deri tizerindeki killardan arindirilmaktadir [Gupta et al., 2002],
[Anwar and Saleemuddin, 1998].

Deri endiistrisinde 1slatma asamasindaki bilinen kullanimlarimin yani sira,
proteazlarin ayrica kiregcleme ve kil giderimi asamalarinda da kullanimi
onerilmektedir. Bu alana uygulanabilecek enzimlerin 25 ve 35 °C arasindaki

sicakliklarda yiiksek aktiviteye sahip olmasi tercih edilmektedir [Lageiro, 2007].
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2.7.5. Hayvan Yemi Uretimi

Proteazlarin kullanildig1 bir bagka alan hayvan yemi endiistrisidir. Tahillardan
sonra proteinler hayvan yemlerinin en 6nemli bilesenini olusturmaktadir. Proteazlar
diger enzimlerle birlikte hayvan yemlerine eklenir ve yem igersindeki soya fasiilyesi
gibi protein kaynaklariyla birlikte bulunan lektin ve proteaz inhibitorleri gibi anti-
niitrisyonel faktorlerin etkisinin Oniine gegmekte kullanilir. Anti-niitrisyonel
faktorlerin besinlerin sindirimini zorlastirdigi ve fizyolojik hasara yol agabildigi
bilinmektedir. Ayrica proteazlar yem igerigindeki proteinleri daha kiiciik parcalara

ayirmakta ve sindirimi kolaylastirmaktadir [Aehle, 2007].
2.7.6. Diger Kullanim Alanlan

Proteazlar protein bazli atiklar1 ¢ozdiiklerinden dolayr atigin biyolojik oksijen
ihtiyacini azaltmaktadirlar. Son yillarda ¢esitli gida isleme endiistrisi atiklar1 ve evsel
atiklarin gideriminde alkalen proteazlardan yararlanilmaktadir. Bacillus subtilis
alkalen proteazindan kanatli mezbahalarinda ortaya ¢ikan ve biiyiik kismini tiiylerin
olusturdugu yiiksek protein iceren atiklardan gida ve yem sanayisi igin protein geri
kazaniminda faydalanildig: bilinmektedir.

Alkalen proteazlar, kullanilmig rontgen filmi ve fotograf filmlerinden giimiis
geri kazaniminda 6nemli isleve sahiptir. Filmler icerdikleri jelatin tabakasinda kendi
agirliklarmin % 1,5-2°s1 kadar glimiis barindirirlar; filmler geri doniistiiriildigu
takdirde sahip olduklar1 giimiis ¢esitli alanlarda kullanim i¢in 6nemli bir kaynak
teskil eder. Filmlerden glimiis geri kazaniminda klasik yontem atik filmlerin
yakilmasidir, ancak bu yontem g¢evre kirliligine sebep olmakta, dahasi, polyesterden
imal edilen tutucu film geri kazanilamamaktadir. S6z konusu giimiis filmlere jelatin
ile baglandigindan dolay1, proteolitik aktivite ile giimiis protein tabakadan
ayrilabilmektedir. Jelatinin enzimatik hidrolizi yalmizca glimiis kazanimim
saglamamakta, tutucu film tabakasinin da geri doniistimiinii miimkiin kilmaktadir

[Gupta et al., 2002].
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3. MIKROBIYAL URETIM YONTEMLERI

3.1. Mikrobiyal Beslenme

Hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinda zorunlu olan hiicre bilesenlerinin biyosentezi
icin c¢esitli besin ve enerji kaynaklar1 gerekmektedir. Mikroorganizmalar ihtiyag
duyduklar1 6zgiil enerji, elektron/hidrojen ve karbon kaynaklari1 baz alinarak cesitli

smiflara ayrilabilmektedir (Tablo 3.1) [Waites et al., 2001].

Tablo 3.1: Mikroorganizmalarin besinsel ihtiyaglarina gore siniflandiriimasi.

Fizyolojik tip | Enerji Kaynagi | Elektron Kaynagi |Karbon Kaynagi
Kemotrof Kimyasal
Fototrof Isik
Organotrof Organik bilesikler
. Inorganik
Litotrof molekiiller
Ototrof CO;
Organik
Heterotrof bilesikler
Organik e Organik
Kemoorganotrof bilesikler Organik bilesikler bilesikler
. Inorganik
Kemolitotrof molekiiller CO;
. Inorganik
Fotolitotrof Isik molekiiller CO;
o Organik
Fotoorganotrof | Isik Organik bilesikler bilesikler
Mikroorganizmalar ¢esitli  kimyasal elementler varliginda besinsel

ithtiyaclarini karsilayabilmektedir. Makroniitrientler olarak bilinen karbon, hidrojen,

oksijen ve azotun besi yerinde litre basina gram miktarinda bulunmasi
gerekmektedir. Fosfor ve kiikiirt ile birlikte bu elementler, lipidler, niikleik asitler,
polisakkaritler ve proteinler gibi temel hiicresel polimerlerin baglica bilesenlerini
olusturur (Tablo 3.2) [Waites et al.,, 2001]. Kalsiyum, demir, potasyum ve
magnezyum gibi minor elementler ile kobalt, bakir, mangan, molibden, nikel,
selenyum ve ¢inko gibi eser elementler hiicre biiylimesi igin gereklidir [Waites et al.,

2001].
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Tablo 3.2: Tipik bir mikroorganizmanin bilesenleri.

Su % 70-80
Protein % 15-18
Polisakkarit % 1-3
Lipid % 1-2
Niikleik Asitler % 3-7

3.1.1. Makroniitrientler

CO2’in  kullanildig1  ototrofik  fermentasyonlardan endiistride nadiren
faydalanilmakta, hemen tiim endiistriyel fermentasyon siiregleri heterotrofik
mikroorganizmalar ile ger¢eklestirilmektedir. Heterotrofik fermentasyonlarda karbon
kaynaklar1 biyosentezin karbon “omurgasi”’n1 olusturmakta ve biiylik oranda enerji
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bundan dolay1 fermentasyon ortaminda litre basina
10-20 g ve daha iizerinde konsantrasyonlarda karbona ihtiya¢ duyulmaktadir. Genel
olarak sekerler uygun karbon ve enerji kaynaklaridir.

Mikroorganizmalar hidrojen ve oksijen ihtiyaclarini su ve organik bilesiklerden
karsilayabilmektedir. Bununla beraber pek ¢ok organizmanin aerobik solunumda son
elektron alicis1 olarak molekiiler oksijene gereksinim duydugu bilinmektedir.

Mikroorganizmalarin yaklasik % 15’ini olusturan azot, yapisal ve islevsel
proteinler ile niikleik asitlerin yapisina katilmaktadir. Azot ihtiyacinin giderilmesi
igin besi yerinde litre basma 1-2 g azot kaynagi bulunmasi gerekmektedir. Azot
kaynagi olarak amonyum tuzlari siklikla kullanildig1 gibi, nitrat, amino asitler ve {ire
gibi azot yoniinden zengin bilesikler de tercih edilmektedir. Ayrica Azotobacter ve
Rhizobium tiirlerinin molekiiler azotu kullanabildigi bilinmektedir [Waites et al.,
2001].

3.1.2. Minor Elementler

Fosfor c¢ogunlukla pH tamponu olarak inorganik fosfat iyonlari seklinde
fermentasyon ortamina eklenmektedir. Bu element niikleik asitlerin, karbon
metabolizmasi ara tiirlinlerinin ve enerji transdiiksiyonunda islevsel olan ATP ve
NADP gibi bilesiklerin sentezi icin gereklidir. Besi yerindeki fosfor konsantrasyonu

100 mg/I’yi agmamalidir. Mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu bir bagska mindr
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element olan kiikiirt ise sistein ve metiyonin gibi kiikiirt iceren amino asitler ile bazi
vitaminlerin iiretiminde kullanilir. Fermentasyon ortamina inorganik siilfat veya
kiikiirt tuzlar1 halinde ve 20-30 mg/l konsantrasyonlarinda eklenmektedir.

Kalsiyum, demir, potasyum ve magnezyum gibi diger minor elementler 10-20
mg/l konsantrasyonlarinda besi yerinde bulunmalidir. Bir takim minér elementler
ozgiil enzimatik aktivite i¢in gereklidir. Ornegin demir, sitokromlar gibi bazi
oksidaz-rediiktazlar igin, potasyum protein sentezinde gorevli enzimler igin
islevseldir. Kimi mindr elementlerin ayrica yapisal rolleri bulunmaktadir:
magnezyum iyonlari ribozomlarin stabilizasyonunda rol oynarken, bazi mindr
elementler hiicre duvari ve zarinin biitiinliigiiniin korunmasinda islevseldir [Waites et

al., 2001].

3.1.3. iz Elementler

Kobalt, bakir, mangan, molibden, nikel, selenyum ve ¢inko iz elementler
olarak adlandirilmakta ve besi yerinde genellikle 0,1-1 mg/l gibi ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulundurulmaktadir. Bazi enzimlerin tiretimi séz konusu
oldugunda bundan daha diisiik oranlarda kullanimlar1 gerekmektedir.

Mikroorganizmalarin besinsel ihtiyaclart ¢esitlilik gosterebilmektedir. Cogu
bakteri diisiik miktarda karbon ve enerji kaynaklar ile temel mineral elementleri
iceren bir besi yerinde biiyliyebilmektedir. Boyle minimal besiyerlerinde gelisebilen
mikroorganizmalar prototrof olarak adlandirilmaktadir. Ancak bu smifin diginda
kalan mikroorganizmalarin 6zgiil ihtiyaclart bulunmaktadir. Amino asitler ve
vitaminler gibi ek organik maddelerin yoklugunda biiyiime gdstermeyen bu tip
mikroorganizmalar oksotroflar olarak siniflandirilmaktadir. Cogu organotrofik canli
biiyiime i¢in B vitaminleri gibi ¢esitli vitaminlere ve biiyiime faktorlerine gereksinim
duymaktadir. Daha az sayida mikroorganizmanin ise hiicre biiyiimesi icin yagda
¢oziinen vitaminlere (A, D, E ve K) ihtiya¢ duydugu bilinmektedir [Waites et al.,
2001].
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3.2. Mikrobiyal Biiyiime

Fermentasyon sirasinda mikroorganizma popiilasyonu, gecikme fazi,
logaritmik faz, duragan faz ve d6liim faz1 gibi ¢esitli biiylime fazlar gecirmektedir
(Sekil 3.1) [Waites et al., 2001]. Gecikme fazinda hemen hi¢ biiyiime
gerceklesmedigi ve mikrobiyal popiilasyonun sabit kaldigi kabul edilmektedir. Bu
faz boyunca yogun metabolik aktivite s6z konusudur ve mikroorganizma iginde
bulundugu yeni g¢evreye adapte olmaya calismaktadir. Hiicreler taze besi yeri
icerisine asilandiklarinda enzim, vitamin, kofaktor vb. eksikligi duymakta ve hiicre
boliinmesinden 6nce bu eksikliklerini gidererek ortamda mevcut bulunan besin
maddelerini kullanmaktadir. Fermentasyon ortaminin kimyasal bilesimi gecikme
fazinin uzunlugunu etkilemektedir. Fermentasyonda kullanilan besi yeri, 6n kiiltiir
hazirlanmasinda kullanilan besi yerindekinden farkli bir karbon kaynagi igeriyorsa,
mikroorganizmalar bu yeni substratt metabolize etmek i¢in farkli enzimler
sentezlemek zorunda kalacaklarindan dolay1r gecikme fazi uzayabilmektedir.
Ozmotik basing, 6n kiiltliriin toplanma zamani, konsantrasyonu, morfolojisi gibi

fiziksel kosullar gecikme fazinin siiresini etkileyen diger faktorler arasindadir.

Duragan faz

Olim faz)

log hilcre sayis: (hilcre/mi)
log biyokiitie (g/)

Trofofaz
(Birincil metabolizma)

Idiyofaz
(Ikincil Metabolizma)

Zaman (saat)

Sekil 3.1: Mikrobiyal biiyiime fazlari.

Hiicreler icinde bulunduklar1 yeni c¢evreye adapte olduklarinda, sunulan

fermentasyon kosullarinda maksimum 06zgiil biiylime hizina ulasana dek artan
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frekansta bollinerek ¢ogalmaktadir. Bu noktada logaritmik faz baslamistir ve hiicre
sayisi/biyokiitle sabit hizla yiikselmektedir.

Besi yerinde bulunan smnirlayict besin  maddelerinin tiimii metabolize
edildiginde hiicre bliylimesi yavaslamaya baslar. Bir silire sonra biiyiime artik
stirdiiriilemez duruma gelir ve hiicreler duragan faza girer. Bu fazda hiicre biiyiime
hiz1 sifirdir ve toplam hiicre sayisi/biyokiitlede bir degisiklik gozlenmez (hiicre
boliinme hizinin hiicre O6lim hizina esit oldugu kabul edilir). Ancak
mikroorganizmalar metabolik olarak aktif bulunmakta ve hiicre i¢i depo maddeleri
ile lizize ugramis hiicrelerden salinan besin maddelerini metabolize etmektedir. Bu
asamada kimi zaman sekonder metabolit sentezi gerceklesmektedir. Duragan fazin
uzunlugu mikroorganizmaya ve ¢evresel sartlara baglidir. Sporlanmayan hiicreler
i¢in bundan sonra 6liim fazi baslamaktadir. Bu fazda hiicreler sabit bir hizla 6lerek

siklikla lizize ugramaktadir [Waites et al., 2001].

3.2.1. Cevresel Sartlarin Hiicre Biiyiimesine Etkileri

Mikroorganizmalarin biiylime ve gelismesi, icerisinde bulunduklar1 ortamin
kimyasal ve fiziksel sartlarindan biiylik Olgiide etkilenmektedir. Bununla birlikte

mikroorganizmalar pek ¢ok farkli cevreye uyum saglayacak sekilde evrimlesmistir.

e Sicakligin Hiicre Biiyiimesine Etkileri

Sicakligin artmas1 kimyasal tepkimeleri hizlandiric1 etki gostermektedir.
Sicakliktaki her 10 °C’lik artis reaksiyon hizimi iki katina g¢ikarmaktadir. Bundan
dolay1r sicaklik arttik¢a hiicre biiylimesi hizlanmaktadir. Ancak proteinler, niikleik
asitler ve lipidler gibi makromolekiillerin denatiire olarak islevlerini vyitirdikleri
sicaklik degerleri bulunmaktadir. Ayrica lipid membranin akiskanligini kaybederek
fonksiyonsuzlastig1 sicaklik degerlerinde hiicre biiyiimesi durmaktadir.

Her organizmanin bir optimal biiyiime sicakligt bulunmaktadir ve farkl
mikroorganizma gruplar1 ¢esitli sicaklik araliklarinda gelisim gostermektedir.
Stenotermal olarak adlandirilan tipik bir mikroorganizma 30 °C’in iizerindeki
sicakliklarda biiylirken, Oritermal organizmalar daha yiiksek sicakliklarda

gelisebilmektedir.
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Mezofilik mikroorganizmalar igin optimal biiyiime sicakligi 20-45 °C ve
minimum biiyiime sicakligi 15-20 °C arasindadir. Psikrofilikler i¢in optimum
biiyiime sicakliklart 15 °C’in altindaki degerlerdir ve bu organizmalar oda
sicakliginda yasayamamaktadir. Psikrofilik canlilar membranlarinda biiyiik oranda
doymamis yag asitleri icerdiklerinden dolay1 diisiik sicakliklarda islevseldir. Optimal
bliyime sicakligt 50 °C’in  lizerinde olan organizmalar termofil olarak
siiflandirilmaktadir.

Termofil olmayan bir mikroorganizmanin yiliksek sicakliklara maruz
birakilmasi; sitoplazmik zarda hasar olusmasina, ribozomlarin islevsizlesmesine,
enzimlerin geri doniisiimsiiz olarak denatiirlenmesine ve DNA ipliginin kirilmasina
neden olmaktadir. Yiiksek sicaklik sebebiyle olusan hiicre hasarlar1 hiicre biiyiime
hizint disiirerek inhibisyona ve hiicre dliimiine yol agmaktadir. Sicaklik tolerans
mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamakla birlikte termofilik
mikroorganizmalarin ribozomlarinin yiiksek sicakliklarda etkin bi¢cimde calistigi ve

hiicre membranlarinin bozulmadig: bilinmektedir [Waites et al., 2001].

¢ pH’nin Hiicre Biiylimesine Etkileri

Her mikroorganizmanin gelisebildigi optimal pH degeri ve pH araliklan
bulunmaktadir. Genellikle funguslar bakterilerden daha diisiik pH degerlerinde (pH
4-6) gelismektedir. Asidofiller 1-5,5 arasinda pH optimallerine sahiptir.
Mikroorganizmalarin bilylik ¢cogunlugunu, pH 5-9 aralifinda gelisebilen nétrofiller
olusturmaktadir. Bacillus ve Micrococcus tiirleri gibi alkalofiller 8,5-11,5 araliginda
pH optimaline sahiptir [Waites et al., 2001].

e Coziinmiis Maddeler ve Suyun Hiicre Biiyiimesine Etkileri

Mikroorganizmalar metabolik aktivite i¢in belirli bir oranda serbest suya
gereksinim duymaktadir ve pek c¢ok mikrooganizmanin yaklasik % 70-80’ini su
olusturmaktadir. Hiicre duvari tasiyan mikrobiyal hiicreler hipotonik c¢ozeltiler
igerisine konulduklarinda su alarak turbid hale gelirlerken, hiicre duvar1 bulunmayan
hiicreler siserek patlar. Kuru ve hipertonik ortamlarda suyun hiicre i¢ine alinmasi ve
korunmasi zordur. Hipertonik bir ¢evrede biiylik oranda su bulunmakla birlikte bu su

hiicreler i¢in kullanilabilir degildir. Hiicre disinda yiliksek oranda seker ve tuz gibi
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¢Oziinmiis madde bulunan hipertonik ortamlarda su hiicre disina ¢ikma egilimindedir
ve bundan dolayi hiicre biiyiimesi aksamaktadir.

Bir mikroorganizma igin ortamda bulunan elverisli su oranini belirtmek i¢in su
aktivitesi (Ay) terimi kullanilmaktadir. Su aktivitesi, mikroorganizmay1 ¢evreleyen
¢ozelti igerisindeki suyun buhar basincinin saf suyun buhar basincina olan oranidir.

Mikroorganizmalar kuru ortamlara ve yliksek ozmotik basinca olan
toleranslarina gore smiflandirilabilmektedir. Bir kag istisna haricinde ¢ogu bakteri
0,9 Ay altindaki degerlerde gelisememektedir. Funguslar genellikle diisik nem
seviyelerinde (Aw=0,7) biiyiiyebilmektedir ve bu canlilar kserotolerant olarak
adlandirilmaktadir. Bundan baska, gergek kserofilik filamentéz funguslar ve
ozmofilik mayalar 0,6 Ay, gibi ¢ok diisiik degerlerde yasayabilmektedir. Cok yiiksek
tuz konsantrasyonlarinda (Ay=0,98) gelisim gdsteren canlilar halofiller olarak bilinir
ve bu canlilarin hiicre duvarlar1 farkli tipte membran lipidleri igermektedir (Waites et

al., 2001).

¢ Oksijenin Hiicre Biiyiimesine Etkileri

Mikroorganizmalar oksijen ihtiyaglarina gore bes ana smifa ayrilmaktadir.
Obligat aeroblar yalnizca oksijen varliginda gelisebilmektedir. Bu canlilar igin
oksijen, oksijenli solunumda son elektron alicisi olarak islevseldir. Fakiiltatif
anaeroblar oksijen varli§inda ve yoklugunda biyiiyebilmekle birlikte, ortamda
oksijen bulundugunda daha etkin hiicre biiylimesi sergilemektedir. Bir diger grup
olan mikroaerofiller belirli maddelerin sentezi i¢in az miktarda oksijene ihtiyag
duymaktadir. Ancak bu canlilar normal atmosferik oksijen konsantrasyonlarinda
bliyliyememektedir. Aerotoleran anaeroblar oksijen varligint tolere ederek
gelisebilen mikroorganizmalart icermektedir. Diger bir sinif olan obligat anaerob

canlilar ise oksijeni tolere edemeyerek, varliginda 6lmektedir [Waites et al., 2001].

3.3. Fermentasyon Ortam

Endiistriyel mikrobiyolojide pek ¢ok fermentasyon siireci besi yeri adi verilen
stvi  ortamlarda  gercgeklestirilmektedir.  Fermentasyon  ortami  kullanilan
mikroorganizmanin tiim besinsel ihtiyaglar ile siirecin teknik gereksinimlerini

karsilamalidir. Besi yeri formiilasyonu hedeflenen {iriiniin elde edilmesini destekler
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nitelikte olmalidir. Endiistriyel fermentasyonlarin g¢esitli agsamalarinda besiyerlerine
gereksinim duyulmaktadir. Bunlar arasinda 6n kiiltiir hazirlanmasi, pilot Olgekte
iiretim ¢alismalar1 ve biiyiik 6l¢ekli {iretim ¢alismalar1 bulunmaktadir. On kiiltiir ve
fermentasyon asamalarinin gereksinimleri birbirinden farkli oldugundan dolay1r bu
basamaklarda kullanilan besiyerleri siklikla farkli icerige sahiptir

Genel olarak bir besi yeri, hemen tiim endiistriyel fermentasyonlarda enerji ve
biyosentez i¢in gerekli karbon elementlerini sunan bir karbon kaynagi ile azot
kaynaklari, fosfor ve kiikiirt kaynaklarini igerir. Diger ikincil ve eser elementler
fermentasyon ortaminda olmast gereken bilesenlerdir. Bununla birlikte bazi
mikroorganizmalarin biotin ve riboflavin gibi vitaminlerin varlifina gereksinim
duyduklar1 bilinmektedir. Aerobik fermentasyonlarda ortama devamli molekiiler
oksijen girigi gerektigi gibi, bazi anaerobik fermentasyonlar i¢in de baslangi¢
havalandirma orani 6nemli bir parametredir. Fermentasyon ortaminin pH’sinin
kontrol edilmesi amaciyla besi yeri icerigine c¢esitli tamponlar eklenmektedir.
Fermentér olceginde gerceklestirilen c¢alismalarda koplik olusumunun Oniine
gecilmesi amaciyla kopiik kirici ajanlarin kullanimi da s6z konusudur [Waites et al.,

2001].

3.4. Fermentasyon Kosullarinin Optimizasyonu

Fermentasyon veriminin artirilmast amaciyla, hedeflenen mikrobiyal iirliniin
(biyokiitle veya metabolit) elde edilmesinde etkili olan biiylime parametreleri
belirlenebilmektedir.

Cesitli besi yeri bilesenleri ile bunlarin farkli konsantrasyonlari, farkli pH,
sicaklik degerleri gibi degisen kosullar altinda gergeklestirilen bir dizi deney
sonucunda optimal biiylime/iiretim sartlar1 aydinlatilabilmektedir. Fermentasyonda
kullanilan mikroorganizmanin maksimum 0&zgiil biliyiime hizinin belirlenmesi,
ozellikle birincil metabolitlerin {iretimi s6z konusu oldugunda ayrica Onem
tagimaktadir; birincil metabolitlerin sentezlenmesi biiyiime ile dogrudan iligkilidir
[Waites et al., 2001].

Endiistriyel fermentasyon siireclerinde kullanilan fermentasyon ortami ve
kosullari, hedeflenen son iirliniin iiretimi, konsantrasyonu ve verimini etkileyen son

derece kritik faktorlerdir. Fermentasyon ortami ve siire¢ kosullarinin optimizasyonu
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fermentasyondan elde edilecek kazancin en yiiksek seviyeye c¢ikarilmasinda
Oonemlidir.

Optimizasyon ¢alismalar1 zahmetli, pahali, acik uglu ve zaman alict bir ¢ok
deney icermektedir. Fermentasyon iirliniiniin en {iist seviyede iiretildigi fizyolojik
sartlarin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen c¢alismalar arasinda, fermentasyon
kosullariin ¢esitli kombinasyonlarinin denenmesi ve siirecin igerdigi basamaklarin

farkli bir sirayla takip edilmesi bulunmaktadir [Panda et al., 2007].

3.4.1. Acik ve Kapah Uclu Optimizasyon Sistemleri

Sabit say1 ve tipte parametrenin analiz edildigi kapali uglu sistemler en basit
optimizasyon stratejisi ile islemektedir. Bu sistemler ile ¢alisildiginda fermentasyona
katkis1 olabilecek ¢ok sayida farkli bilesen/parametre gozden kacabilmektedir. Buna
karsin acik uc¢lu optimizasyon sistemlerinde istenilen say1 ve tipte fermentasyon
degiskeninin incelenmesi miimkiindiir ve siire¢ i¢cin en iyi bilesen/parametreler
belirlenebilmektedir. Bir optimizasyon ¢alismasinda uygulanabilecek ideal yontem,
baslangigta acik uglu bir optimizasyon sistemi kullanilarak en uygun parametlerin

belirlenmesi ve ardindan kapali u¢lu bir sistem ile devam edilmesidir [Panda et al.,

2007].

3.4.2. Fermentasyon Ortamm ve Kosullarnmn Optimizasyonunda
Kullanilan Yo6ntemler

¢ Bilesen Degistirme

Acik uclu bir sistem olan bilesen degistirmede yalnizca tek tipte bilesenlerin
etkinliklerinin karsilagtirilmas: miimkiindiir. Bu yontemde fermentasyon ortaminin
bir bileseninin yenisi ile ancak ayn1 oranda kullanilarak degistirilmesi s6z konusudur.
Ancak farkl bilesenlerin etkilesimlerinin gozlemlenebilmesi olast degildir. Bu teknik
ile farkli karbon, azot kaynaklar1 ve diger besi yeri bilesenlerinin fermentasyona olan

etkileri irdelenebilmektedir [Panda et al., 2007].

¢ Biyolojik Taklit
Biyolojik taklit kapali uclu bir optimizasyon yontemidir. Cesitli parametrelerin

optimize edilebildigi bu teknik, fermentasyonda kullanilan mikroorganizmanin
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ihtiya¢ duydugu her bilesenin dogru oranda (kiitle dengesi stratejisi) kullanilmasi
konseptine dayanmaktadir. Calisilan besi yeri mikroorganizmalarin element bilesimi
temelinde optimize edilmektedir. Mikroorganizmalarin element bilesiminin
belirlenmesinin pahali ve zaman alic1 bir slire¢ olmasit ve farkli fermentasyon
parametreleri arasindaki etkilesimin aydmnlatilmasinin  miimkiin olmamasi bu
yontemi sinirlamaktadir. Bununla birlikte biyolojik taklit yontemi ile optimal hiicre
bliylimesi i¢in fermentasyon ortaminda bulunmasi gereken mikro ve makro element

seviyeleri belirlenebilmektedir [Panda et al., 2007].

e Her Defada Bir Parametrenin Degistirilmesi

Kapali uglu olan bu yontem ile besi yeri bilesenlerinin yani sira fermentasyon
kosullarmin  optimizasyonu da gergeklestirilebilmektedir. Bu teknikte bir
parametrenin farkli degerleri kullanilirken geri kalan tiim degiskenler sabit
tutulmaktadir. Sade ve basit olmasmnin yaninda degiskenlerin fermentasyona
etkilerinin ayr1 ayr incelenmesinde faydali olan bu yontem, son derece zaman alici

ve pahali olabilmektedir [Panda et al., 2007].

o Faktoriyel Tasarim

Bir bagka kapali u¢lu yontem olan faktériyel tasarimda, her parametre iki ya da
daha fazla seviyede cesitlendirilmekte ve ortaya c¢ikan sonucglara bakilarak,
fermentasyon degiskenleri ile bunlarin arasindaki etkilesimler etkin bigcimde
degerlendirilebilmektedir.

Deney sonuglarmin  degerlendirilmesinde  bir  polinom esitliginden
faydalanilmakta, olusturulan esitligin katsayis1 faktorlerin etki ve etkilesimleriyle
iligkilendirilmektedir. Tam faktoriyel tasarimlarda belirlenen degisken seviyelerinin
her kombinasyonu denenmektedir. Bu faktorler siklikla bakteri soyu, besi yeri
bilesenleri, sicaklik, nem, baslangic pH’s1 ve asilama miktaridir. Besi yeri
optimizasyonu galismalarinda genellikle iki faktoriyel tasarimi (2", n=faktor sayisi)
kullanilmaktadir. Bu tasarimlardan antagonist ve sinerjist etkiler gibi etkilesimlerin

aydinlatilmasinda faydalanilmaktadir [Panda et al., 2007].

¢ Plackett Burman Tasarimi
Plackett Burman tasarimindan, bir sistemdeki c¢esitli degiskenlerden en
etkilisinin belirlenmesinde faydalanilmaktadir. Bes veya daha fazla degiskenin

30



irdelendigi ¢aligmalar i¢in uygun bulunmaktadir. Bu yontem n sayida degiskenin n+1

sayida deney ile degerlendirilmesine dayanmaktadir [Panda et al., 2007].

e Merkezi Karma Tasarim

Merkezi karma tasarim (MKT) Box ve Wilson tarafindan onerilmistir. MK Tler
iki seviyeli faktoriyellere bir seri merkezi nokta eklenmesi ile egimlilik ve
etkilesimin belirlenmesi temelinde olusturulmaktadir.

Kimyasal igerigi belirlenmis ve kompleks besiyerlerinin optimizasyonunda
MKT kullanildig1 bilinmektedir. MKT ile gerceklestirilen deneyler sonrasinda
optimizasyona cevap-yiizey yontemi ile devam edilmesi etkin bir yontem olarak
goriilmektedir [Panda et al., 2007].

e Cevap Yiizey YOntemi

Istatistiksel deney tasarimlar1 az sayida deney gerceklestirilerek elde edilen
bulgularin hizli ve etkili sekilde degerlendirilmesini saglayarak siire¢ maliyetini
diisiirdiigiinden dolay1 giiglii yontemlerdir. Cevap ylizey yontemi (CYY), faktorlerin
en yiksek cevabi olusturdugu seviyelerin belirlenmesini saglayarak ©nemli
degiskenlerin bulunmasi ve optimize edilmesine izin vermektedir. Kompozit karma
tasarimda oldugu gibi istatistiksel yontemleri kullanan CYYler, bir cevapla ilintili
ampirik modellerin gelistirilmesi amacglanmakta, fermentasyon siirecinin birbirine
bagimli ya da bagimsiz olan degiskenleri arasindaki iliski matematiksel olarak
aydinlatilmaktadir.

Fermentasyon ortami tasarlanmasi ve siirecin optimize edilmesi sonu olmayan
bir ¢alisma alanmidir. Her optimizasyon tekniginin avantaj ve dezavantalari
bulunmaktadir. Besi yeri bilesenlerinin ve fermentasyon kosullarinin {iretime olan
etkilerinin irdelenmesinde her defada bir parametrenin degistirilmesi yontemini
takiben tam faktoriyel ve cevap-ylizey yontemlerinin uygulanmasi etkin bir

optimizasyon saglayabilmektedir [Panda et al., 2007].
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4. PROTEIN SAFLASTIRMA YONTEMLERI

Protein saflastirma, belirli bir proteinin ortamda bulunan hiicresel birimlerden
ve diger proteinlerden ayrilmasi amaciyla gerceklestirilen islemler biitiiniidiir.
Saflagtirma siirecinin amaci; hedef proteinin, ilgilenilen protein kaybedilmeksizin
ortamda bulunan diger proteinlerden ayrilmasidir.

Proteinler ¢6ziiniirliikk, boyut, iyonik yiik ve 6zgiil baglanma afinitelerine gore
birbirlerinden ayristirilabilmektedir. Birgok protein iceren karisimlardan istenilen
proteinin ayristirilmast amactyla, ilgilenilen proteinin farkli 6zelliklerine dayanan bir
seri saflastirma basamag takip edilmektedir. Saflastirmanin her asamasinda elde
edilen Ornekler istenilen proteine Ozgii aktivite testine alinir ve protein

konsantrasyonu belirlenir [Stryer, 2006].
4.1. Coktiirme

Birgok proteinin ¢oziintirliigli yliksek tuz konsantrasyonlarinda azalmakta,
¢cOziiniirliigli azalan proteinler ise ¢Okmektedir. Proteinlerin ¢oktiigii tuz
konsantrasyonlar1 birbirinden farkli oldugundan dolay: proteinlerin ayristirilmasinda
bu yontem kullanilmaktadir. Ornegin 0.8 M amonyum siilfat fibrinojenin, 2.4 M
amonyum siilfat serum albiiminin c¢oktiiriilmesi i¢in yeterli olmaktadir. Ayrica
saflagtirmanin diger basamaklarinda elde edilen fraksiyonlar gibi seyreltik protein
cozeltilerinin konsantre edilmesinde de tuzla ¢oktiirmeden faydalanilmaktadir.
Gerektiginde diyaliz ile ortamda bulunan tuz uzaklastirilabilmektedir.

Coktiirme isleminde en yaygin kullanilan tuz amonyum siilfattir. Amonyum
siilfatin diger tuzlara oranla daha saf halde elde edilmesi ile sudaki ¢oziiniirliigliniin
diger tuzlardan daha yiiksek olmasi bu tuzun ¢oktiirme asamasinda tercih edilmesinin
baslica sebebidir.

Coktiirme islemi i¢in bir diger yontem organik c¢oziiciilerin kullanilmasidir. Bu
yontemde proteinlerin hidrofobik bolgeleri etrafindaki su, organik ¢6ziici molekiiller
ile yer degistirir ve proteinlerin sudaki ¢oziintirliikkleri azalir. Bdylece proteinler

arasinda etkilesim gergeklesir ve bir araya gelerek ¢okerler [Stryer, 2006].
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4.2. Diyaliz

Ortamda kalan tuz biyolojik aktiviteyi etkileyebilecegi gibi daha sonraki
saflastirma basamaklarinda iyonik degismelere de neden olabileceginden, ¢oktiirme
isleminin ardindan protein ¢ozeltisinin i¢indeki tuzun uzaklagtirilmasi gerekmektedir.

Proteinler, seliiloz membran gibi yari-gecirgen, porlu bir membranin
kullanildig1 diyaliz yontemiyle kii¢iik molekiillerden ayrilabilirler. Por g¢apindan
biiyiik boyuttaki molekiiller diyaliz membraninin igerisinde kalirken, por ¢apindan
kiiciik molekiiller ve iyonlar porlardan gecerek membrani terk ederler. Bu yontem
tuz ve diger kiigiik molekiillerin uzaklastirllmasinda faydali olmakla birlikte

proteinlerin birbirinden ayrilmasi i¢in yeterli degildir [Stryer, 2006].

4.3. Kromatografik Yontemler

Molekiiler biiyiiklik temelinde daha ileri saflastirma jel filtrasyon
kromatografisi (molekiiler elek kromatografisi) ile gerceklestirilebilmektedir. Bu
yontemde dekstran, agaroz veya poliakrilamit gibi ¢dzlinmez ve yiiksek oranda
hidratlanmis  polimerlerden  yapilmis  porlu  boncuklar igeren kolonlar
kullanilmaktadir. Sefadeks, Sefaroz ve biyojel bu amagla {iretilmis, genellikle 100
um (0.1 mm) ¢apinda boncuklar iceren ticari kolon preparasyonlarina ornek
verilebilir. Kiiglik molekiiller bu boncuklara girebilirken biiyiik olanlar
girememektedir; sonugta kiiclik molekiiller boncuklarin i¢inde ve aralarinda
bulunurken daha biiyilk molekiiller yalnizca boncuklarin aralarinda kalabilecektir.
Biiyiik molekiiller kolon igerisinde daha hizli hareket ederek kolonu daha once terk
edecektir. Boncuklarin igerisine girebilecek boyutta kiigiik molekiiller ise daha
dolambagli bir yol izleyeceklerinden dolay1 kolondan daha ge¢ ¢ikacaktir.

Bir bagka kromatografik yontem olan iyon degisim kromatografisinde
proteinlerin net iyonik yiiklerinden faydalanilarak saflastirma gergeklestirilmektedir.
Notral pH’da pozitif net yiike sahip bir protein karboksilat gruplar1 igeren bir
kolonda kolon materyaline tutunurken, negatif yiikli bir protein ayni kolona
tutunamayacaktir. Boyle bir kolona baglanmis pozitif yiikli proteinler yikama
tamponundaki  sodyum  kloriir =~ konsantrasyonunun  artirilmasiyla  eliie

edilebilmektedir; bu durumda sodyum iyonlar1 pozitif yiikli proteinler ile rekabete
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girerek kolona baglanma yoluyla proteinleri kolondan ayirmaktadir. Daha diisiik
yogunlukta pozitif net yiike sahip proteinler kolondan erken ¢ikarken, yiik yogunlugu
daha yiiksek olanlar kolonu daha ge¢ terk edecektir. Pozitif yiiklii proteinler
(katyonik proteinler) negatif yiikli karboksimetilseliloz (KM-seliilloz) kolon
kromatografisi ile birbirlerinden ayrilmaktadir. Negatif yiiklii proteinlerin (anyonik
proteinler) ayristirilmasinda ise pozitif yiiklii dietilaminoetilseliiloz (DEAE-seliiloz)
kolonlardan faydalanilmaktadir.

Proteinlerin  saflastirllmasinda o6ne ¢ikan bir baska yontem afinite
kromatografisidir. Bu teknik bir ¢ok proteinin 6zgiil kimyasal gruplara olan yiiksek
afinitesinden faydalanmaktadir. Ornegin bir bitki proteini olan konkanavalin A, ham
Oziitlin glukoz rezidiileri igeren bir kolondan gecirilmesiyle saflastirilabilmektedir.
Konkanavalin A’nin glukoza olan yiiksek afinitesi bu proteini kolona baglarken, bir
cok diger protein kolon materyaliyle baglanti kurmayacaktir. Kolona konsantre
glukoz c¢ozeltisi yliklenmesiyle konkanavalin A kolondan sokiilebilmektedir; bu
konsantre ¢ozeltide bulunan glukoz, konkanavalin A proteinini kolona bagl glukoz
rezidiilerinden ayirir.

Afinite kromatografisinde, X grubuna afinitesi olan bir protein, bu X grubunun
ya da bir tiirevinin kovalent olarak bagli bulundugu bir kolonun kullanimiyla etkili
bicimde saflagtirilabilir. Bunun i¢in, bdyle bir kolona bir protein karigimi
yiiklendikten sonra, kolona baglanmayan proteinlerin ortamdan uzaklagtirilmasi i¢in
uygun bir tamponla kolon yikanir, daha sonra X grubunun derisik ¢ozeltisinin
kullanilmast veya afiniteyi diisiiriicii sartlarin olusturulmasi yoluyla protein eliie
edilir. Afinite kromatografisinin etkinligi, saflastirilmak istenen protein ve bu
proteinin afinite gosterdigi molekiil arasindaki baglanmanin 6zgilligi arttik¢a

yiikselir [Stryer, 2006].
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Gerecg

5.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 5.1: Kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Ad1 Firma - Katalog No
2-Propanol Riedel 24137
Akrilamit Sigma A 8099
Aquazide Calbiochem
Amonyum persiilfat Biorad 161-0700
Asetik Asit Riedel 27225
Aseton Merck 100013
Asetonitril Carlo Erba 401201
BaCl, Fluka B 0750
Bisakrilamit Biorad 161-0201
Bradford protein assay Biorad 500-0006
CaCl, Sigma C-3306
CoCl, Sigma C 2644
Coomassie brillant blue R-250 Sigma B 7920
CTAB Sigma H 6269
CuCl, Sigma C-6641
DEAE Sepharose fast flow (Anyon degistirici| Amersham Biosciences AB
rezin) 17-0510-01
Diyaliz membrani Roth 0653.1
DMSO Sigma D 5879
DTT Promega V 3151
EDTA Sigma E 5134
Etanol J. T. Baker 8228
Etilen glikol Sigma 324558




Tablo 5.1: Devam.

FeCl, Merck 372870

FeCl; Merck 803945
FeSO, Sigma F-7002

Filtre kagidi 3MM Whatman
Gliserol Riedel 15524

Glisin Sigma G 7126

HCI Merck 1.00314
[zoamil alkol Merck 1.00978.1000
Kazein Sigma C 5890

KCI Riedel 12636
K2HPO4 Merck 1.05101.1000
KH2PO4 Riedel 04243

LiCl Aldrich 213233
L-Tirozin Sigma T 8566

Maya oziitii Merck 1.03753
Metanol Merck 106007.2500
MgCl, Merck 105832
MnCl, Merck 105917
Na;HPO,4 Riedel 04269

NaCl Merck 1.06400.1000
NaOH Merck 1.06462.1000
NHsAC Riedel

(NH4)2SO4 Merck 1.01216
NiCl, Sigma N 5756
Nutrient broth Difco 234000

PMSF Sigma 7626

Protein molekiiler agirlik belirteci Thermo Scientific 26616
Protein molekiiler agirlik belirteci Sigma SDS-6H2
SDS Sigma 5750

Siit tozu Difco 232100

36



Tablo 5.1: Devam.

Sephacryl S-100 High Resolution Matrix Amersham Biosciences AB
(Molekiiler elek kromatografisi rezini) 17-0584-10

TCA Anonim

TEMED Sigma T 7024

Tris baz Sigma T-1503

Triton X-100 Merck

Tryptic Soy Broth Becton Dickinson 211825
Tween 80 Sigma P 8074

Maya 6ziitii Merck 1.03753

ZnCl, Anonim

ZnS0O, Anonim
—Merkaptoetanol Sigma M-6250

5.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 5.2: Kullanilan cihazlar.

+ 4 °C Sogutucu Ariston No-Frost

- 20 °C dondurucu Ariston No-Frost

- 80 °C dondurucu Heraeus Instrument

Buz Makinesi Bar Line BF 85

Calkalamali su banyosu Julabo — SW 21

Calkalamali su banyosu Julabo — MP 13

Etiv Endmund Biihler — TH 15
Fraksiyon toplayici Biorad 2110

Gli¢ kaynag1 Biorad Power Pack 1000
Hassas terazi Sartorius — BL 210S
Inkiibator Edmund Biihler KS-15

Jel kurutucu E-C Apparatus Corp. EC 355
Jel kurutucu pompast E-C Apparatus Corp. EC 353
Manyetik karistirict Heidolph MR 3001




Tablo 5.2: Devam.

Masa {istli santrifiij

Heraeus Sepatech Biofuge 15R

Masa iistii Santrifiij

Beckman Coulter Allegra 25R

Mikrosantrifiij

Beckman Microfuge 18

Mikrodalga firin

Beko — 1550

Orbitral karistiric

Biometra WT12

Otoklav

Hirayama Hiclave HVE-50

Mikropipet 2 pl

Gilson Pipetman

Mikropipet 20 pl

Gilson Pipetman

Mikropipet 200 pl

Gilson Pipetman

Mikropipet 1000 pl

Gilson Pipetman

Mikropipet 5000 pl

Gilson Pipetman

pH metre

Inolab pH Level 1

Protein elektroforez sistemi

Biorad Mini Protean Il

Sogutuculu yer inkiibatori

Certomat — BS-T

Spektrofotometre Biorad Smartspec 3000
Steril kabin Heraeus Herasafe — HS 12
Sterilizator Binder — ED115

Su banyosu Techne TE-10A

Tek kullanimlik steril filtre (0,25 um)

Schleicher & Schiill10462200

Terazi Sartorius —BL 3100
Vorteks IKA — MS 2-Minishaker
Yazici Biorad Econorecorder 1327
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5.2. Yontem

5.2.1. Biyolojik Materyal

Bu tez calismasinda biyolojik kaynak olarak kullanilan Bacillus sp. P22 yerel
izolatr, GYTE (yeni adiyla GTU) Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii Enzim
Molekiiler Genetigi Laboratuvarinda endiistriyel enzim iireticisi yerel bakteriyel
soylarin taranarak se¢ildigi ve tanimlandigi ¢alismalar ¢ergevesinde, Gonen Dag
Ilicasindan alinan toprak oOrneginden Oncelikle alkalen proteaz {ireticisi olarak
secilmis, ayn1 zamanda iyi bir a-amilaz {reticisi oldugu da belirlenmistir. P22; ad1
gecen grup tarafindan yapilan klasik tiplendirme caligsmalari kapsaminda manuel
testler, API ve VITEK kitleri ile gerceklestirilen calismalarin her birinde farkli bir tiir
ile benzestigi goriilmekle birlikte, tekrarlanan testler sonucunda B. megaterium
olarak onerilmis; 16S rDNA dizi analizi sonucunda B. megaterium ile de benzesiklik
gostermekle birlikte, B. flexus ile daha yiiksek bir benzerlik oranina sahip oldugu
belirlenmis; gerceklestirilen diger molekiiler temelli tiplendirme yontemleri ile kesin
bir tiir ad1 verilememis, ancak yapilan kantitatif DNA-DNA hibritleme ¢alismalari
sonucunda ne Bacillus megaterium ile ne de calismaya alinan diger soylarla
hibritlenmediginden, P22 ’nin daha 6nce tanimlanmamais bir soy olabilecegi sonucuna
varilmis ve sdz konusu yerel izolatin, bu asamada, Bacillus sp. P22 olarak
adlandirilmasi se¢ilmistir. Farkli referans soylarla DNA-DNA hibritlemesi ve alt tiir
diizeyinde ayirt ettirici gilicii yiikksek molekiiler temelli analizlerle tiplendirme
caligmalarinin stirdiiriilmesi planlanan ve tanimlanmamis bir soy olarak belirlenmesi
durumunda DSMZ Kiiltiir Koleksiyonuna sunulacak olan P22 izolati, bu tez
caligmasinda proteaz iiretkenligi ve biyoteknolojik kullanim potansiyeli agisindan

irdelenmistir.
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5.2.2. Enzim Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

5.2.2.1. Bacillus sp. P22 Hiicrelerinin Biiyiitiilmesi ve Enzim Uretimi
icin Uygun Besi Yerinin Secilmesi

Bacillus sp. P22’nin farkli besiyerlerindeki biiyiime ve alkalen proteaz
aktivitesinin gézlenmesi amaciyla, -20 °C’ta saklanmakta olan bakteri stogunun 100
ul’si 10 ml Luria-Bertani (LB) Broth besi yeri i¢eren 100 ml’lik steril bir erlene
aktarildi ve 37 °C sicaklik, 200 rpm ¢alkalama hizinda gece boyu inkiibe edilerek 6n
kiiltiire alindi. Ertesi giin asagida igerikleri tarif edilen besi yerleri kullanilarak 250
ml’lik steril erlenlerde % 1 asilama orani, 1/5 havalandirma orani, 30 °C sicaklik ve
200 rpm calkalama hizinda biiyiik kiiltiirler baglatildi. Kiiltiirlerin hiicre biiylimesi ve
enzim aktivitesi 48-76 saate kadar takip edildi. Kiiltiirlerde enzim aktivitesinin

gbzlenmedigi saatlerde ¢alisma sonlandirildi.

e Besi yeri 1

% 0,01 Proteoz pepton, % 0,01 NaCl distile suda c¢oziilerek 250 ml’ye
tamamlandi. Siit tozu final konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 50 ml distile suda
¢oziilerek 121 °C’ta 10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen

diger bilesenler ile otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 2

% 1 (NH4)2SO4, % 0,8 Na;HPO,4 % 0,4 KHPO4 % 0,05 Mg,S04.7H,0, %
0,002 CaCl; distile su iginde ¢oziilerek 291 ml’ye tamamlandi ve 121 °C’ta 20
dakika otoklavlandi. % 20’lik filtre ile sterilize edilmis glukoz ¢ozeltisinden 9 ml
(final konsantrasyonu % 0,6 olacak sekilde) otoklavlama sonras1 diger bilesenler ile

karisgtirildi.
e Besi yeri 3 (Luria-Bertani Besiyeri)

% 1 Nutrient Broth, % 0,5 maya 6ziitii, % 0,8 NaCl, % 0,052 Tris distile suda

coziilerek 1 litreye tamamlandi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edildi.
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e Besi yeri 4
% 1 jelatin, % 1 Nutrient Broth, % 0,5 maya 6ziitii, % 0,8 NaCl, % 0,052 Tris
distile su igerisinde ¢oziilerek 300 ml’ye tamamlandi ve 121 °C’ta 20 dakika

otoklavlama sonrasi kullanildi.

e Besi yeri 5
% 0,3 Et oziiti, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin distile su igerisinde
¢oziilerek 300 ml’ye tamamlandi ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanarak kullanildu.

e Besi yeri 6
% 3 Tryptic Soy Broth, % 0,7 NaCl, % 0,036 Tris distile su icerisinde
coziilerek 300 ml’ye tamamlandi ve 121 °C’ta 20 dakika otoklavlanarak kullanildi.

e Besi yeri 7
% 0,8 maya oziitii, % 0,4 kazein, % 0,42 K;HPO4, % 0,3 KH,PO, distile su

igerisinde ¢oziilerek 300 ml’ye tamamlandi ve 121 °C’ta 20 dakika sterilize edildi.

e Besi yeri 8

% 0,4 NaNOs, % 0,001 CaCl, % 0,05 Mg,S04.7H,0, % 0,1 KCI, % 0,05
K2HPO4, % 0,05 KH2PO4, % 0,001 FeSO4 285 ml distile suda ¢oziilerek 121 °C’ta 20
dakika otoklavlandi. Son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 15 ml % 20’lik steril
glukoz c¢ozeltisi otoklavlama sonrasi diger besi yeri bilesenleri ile karistirilarak

kullanildi.

e Besi yeri 9 (Horikoshi | Besi yeri)

% 0,5 maya oziti, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 K;HPO4; % 0,02
Mg,S0O,4.7H,0 285 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta 20 dakika sterilize
edildi. Final konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 15 ml % 20’lik steril glukoz ¢ozeltisi

otoklavlama sonrasi diger besi yeri bilesenleri ile karistirilarak kullanildi.
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e Besi yeri 10 (Horikoshi Il Besi yeri)

% 1 nisasta, % 0,5 maya 06ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 KoHPO,4 % 0,02
M@,S0,4.7H,0 300 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta 20 dakika sterilize
edilerek kullanildi.

e Besi yeri 11
% 1 nisasta, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 KoHPO,4 % 0,02 Mg,SO4.7H,0 300
ml distile su icerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilerek kullanildi.

e Besi yeri 12 (% 1 Siit tozu i¢ceren Horikoshi besi yeri)

% 0,5 maya oziti, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 K,HPO, , % 0,02
Mg2S0O,4.7H,O distile suda ¢oziillerek 700 ml’ye tamamlandi. Siit tozu, final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 300 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi1 karistirildu.

Tiim besi yeri pH’lar1 pH 7 olacak sekilde ayarlandi. Kullanilan on iki besi yeri
arasinda en yliksek aktivitenin belirlendigi 12 numarali besi yeri (% 1 siit tozu igeren

Horikoshi besi yeri) daha ileri optimizasyon ¢alismalari i¢in kullanildi.

5.2.2.2. Inkiibasyon Kosullar1 ve Besi Yeri Iceriginin Optimizasyonu
Calhismalar:

Optimizasyon c¢aligmalarinin bu asamasinda Oncelikle alkalen proteaz
iretiminin en iyt oldugu inkiibasyon kosullar1 belirlendi. Bu amagcla; c¢esitli
canlandirma yontemleri, inkiibasyon sicakligi, besi yeri pH’si, g¢alkalama hizi,
havalandirma ve asilama oranlarinin hiicre biiylimesi ve enzim {iretimi {izerine olan
etkileri irdelendi. Bundan sonraki adimda ise 12 numarali besi yeri (% 1 siit tozu
iceren Horikoshi besi yeri) icerigine farkli karbon ve azot kaynaklari ile metal tuzlar
eklenerek bu degiskenlerin optimizasyonu saglandi.

Bundan sonra, daha ileri optimizasyon gergeklestirilmesi amaciyla, bu agamaya
kadar elde edilen bulgular degerlendirilerek enzim iiretimi {izerine artirict etkisi
oldugu belirlenen bilesenler ile cesitli ek bilesenler 12 numarali besi yeri igerigine

katilarak etkinlikleri irdelendi. Bir sonraki basamakta ise enzim iiretimi i¢in segilen
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besi yeri bilesenlerinin ¢esitli konsantrasyonlar1 denenerek optimizasyon ¢alismalari
tamamlandi. Pozitif kontrollerde gozlenen aktivite degerleri % 100 kabul edilerek
goreceli aktiviteler hesaplandi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda enzim aktivitesine

paralel olarak hiicre biiyliime egrileri hazirlandi.

e Bacillus sp. P22 Hiicrelerinin Uretimi

Bacillus sp. P22 soyunun - 20 °C ve - 80 °C’ta korunan stoklar1 bir ve iki
asamal1 s1v1 On kiiltiirlere alinarak enzim iiretimi i¢in elverisli canlandirma yontemi
arastirildi. 2 ml LB besi yerinin 20 ul bakteri stogu ile asilanarak 37 °C sicaklik ve
200 rpm c¢alkalama hizinda gece boyu inkiibe edilmesiyle birinci 6n kiltiir
hazirland1. Ikinci 6n kiiltiir, 100 ml’lik erlenlerde, 10 ml LB besi yerinin birinci 6n
kiiltiir ile % 1 oraninda agilanmast ile yine ayni1 inkiibasyon sartlarinda hazirlandu.

Ayrica - 80 °C stogu dogrudan LB agar besi yeri i¢eren petriye yayilarak 37 °C
sicaklikta gece boyu inkiibasyona birakildi. Kat1 besi yerinde biiyiiyen koloniler 6n
kiltir calismasinda kullanilmak iizere + 4 °C’ta muhafaza edildi. On kiiltiir
hazirlamak amaciyla koloniler 6ze yardimiyla LB besi yeri igeren erlenlere
aktarilarak, yukarida belirtilen sartlarda bir ve iki asamali 6n kiiltiirler elde edildi.
Elde edilen 6n kiiltiirler kullanilarak % 1 siit tozlu Horikoshi besi yeri iceren 250 ml
erlenlerde, 1/5 havlandirma, % 1 asilama orami ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm
calkalama hizinda kiiltiirler baglatildi. Biiyiik kiiltiirlerdeki hiicre biiyiimesi ve enzim
aktivitesi 48 saat boyunca izlendi. En yiiksek aktivitenin belirlendigi kiiltiirdeki
aktivite degeri % 100 kabul edilerek goreceli aktiviteler hesaplandi. Bununla birlikte
elde edilen veriler kullanilarak enzim aktivitesine paralel hiicre biliyiime egrisi

olusturuldu.

e Luria Bertani Besi Yeri
- % 1,5 Agar, % 1 Nutrient Broth, % 0,5 maya 6ziitii, % 0,8 NaCl, % 0,052
Tris baz distile suda ¢oziilerek 1 litreye tamamlandi, 121 °C’ta 20 dakika
sterilize edildi.

e Inkiibasyon Sicakliginin Enzim Uretimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi
Farkli sicaklik degerlerinin enzim {iretimi {izerine etkilerinin incelenmesi
amaciyla, % 1 siit tozlu Horikoshi besi yeri iceren 250 ml’lik erlenlerde 1/5
havalandirma, % 1 asilama orani1 ve 200 rpm ¢alkalama hizinda, 30, 37, 45 ve 50 °C
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sicakliklarda ¢alisildi. Kiiltlirler 48 saat boyunca izlendi, elde edilen bulgular
kullanilarak enzim aktivitesi esliginde hiicre bliylime egrisi olusturuldu. Bu
calismada 30 °C’ta inkiibe edilen kiiltiir pozitif kontrol olarak kullanildi ve bu
kiiltiirde elde edilen aktivite degeri % 100 kabul edilerek goreceli aktiviteler
hesaplandi.

e Besi Yeri pH’sinin Enzim Uretimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

pH 7 ve pH 10 olmak iizere iki ayr1 pH degerinde, % 1 siit tozu iceren
Horikoshi besi yeri iceren 250 ml’lik erlenlerde 1/5 havalandirma, % 1 asilama orani
ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm calkalama hizinda kiiltiirler baslatildi. 76 saat boyunca
hiicre biiylimesine paralel olarak alkalen proteaz aktivitesi izlendi ve elde edilen

bulgular dogrultusunda enzim aktivitesi esliginde hiicre biiyiime egrileri hazirlandi.

e Havalandirma Orami ve Calkalama Hizinin Enzim Uretimi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

Cesitli havalandirma oranlarinin enzim aktivitesini ne sekilde etkilediginin
degerlendirilmesi i¢in 1/3, 1/5, 1/8 ve 1/10 besi yeri/erlen hacmi oranlarinda 250
ml’lik erlenlerde % 1 asilama orani ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm calkalama hizinda
% 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri kullanilarak baslatilan kiiltiirlerdeki 48 saatlik
hiicre biliylimesi ve alkalen proteaz aktivitesi takip edildi. Pozitif kontrol olarak 1/5
havalandirma oraniyla inkiibe edilen kiiltiir kullanildi. Edinilen veriler kullanilarak
enzim aktivitesine paralel hiicre biiylime egrisi olusturuldu.

150, 200 ve 250 rpm calkalama hizlar1 kullanilarak 250 ml’lik erlenlerde % 1
asitlama ve 1/5 havalandirma oranlar1 ile 30 °C sicaklikta % 1 siit tozu igeren
Horikoshi besi yerinde {i¢ ayr1 kiiltir baslatilarak farkli degerlerde calkalama
hizlariin hiicre biiylimesi ve enzim aktivitesi {izerine etkileri belirlendi. Bu
calismada 200 rpm ¢alkalama hizinda biiyiitiilen kiiltiir pozitif kontrol kabul edildi.
Elde edilen sonuglar 1s18inda 48 saatlik enzim aktivitesi ve hiicre biiyiimesi egrileri

hazirlandi.

e Asilama Oraninin Enzim Uretimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi
% 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yerinde % 1, 2, 5, 10 ve 20 asilama

oranlarinda bes ayr kiiltiir baslatilarak, farkli asilama yiizdelerinin alkalen proteaz
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tiretimi iizerine olan etkileri izlendi. Tim kiiltiirler 30 °C sicaklik ve 200 rpm
calkalama hizinda, 250 ml erlenlerde 1/5 havalandirma orani kullanilarak inkiibe
edildi. 48 saat boyunca izlenen Kkiiltlirlerin enzim aktivitesi ve hiicre biiyiimesi

egrileri hazirlandi.

e Cesitli Karbon Kaynaklarinin Alkalen Proteaz Uretimi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

Bu calisma icin glukoz, siikroz, laktoz, maltoz, fruktoz, galaktoz, ksiloz,
arabinoz, mannitol, gliserol ve nisasta % 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yerindeki
siit tozunun yerine karbon kaynagi olarak kullanildi. Bu amagcla, anilan karbon
kaynaklariin % 20’lik sulu ¢dzeltileri hazirland1 ve bu ¢ozeltiler 0,25 um filtreden
gecirilerek sterilize edildikten sonra final konsantrasyonu % 1 olacak sekilde
besiyerlerine eklendi. Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak % 1 siit tozu igeren
Horikoshi besi yeri, negatif kontrol olarak ise siit tozu igermeyen Horikoshi besi yeri
kullanildi. 250 ml’lik erlenlerde 1/5 havalandirma, % 1 asilama orami ile 30 °C
sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizinda baslatilan on {i¢ ayri kiiltiiriin hiicre bliylimesi
ve enzim aktivitesi 72 saat siiresince izlendi ve edinilen sonuclar dogrultusunda

enzim aktivitesi paralelinde hiicre biiyiime egrisi hazirlandi.

e Cesitli Organik Azot Kaynaklarinin Alkalen Proteaz Uretimi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

Farkli organik azot kaynaklarinin enzim tiretimi tizerine etkilerinin incelenmesi
amaciyla, % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri igerigindeki % 0,5 maya 6ziitii ve
% 0.5 Proteoz pepton yerine, % 1 oraninda maya 06ziitli, Proteoz pepton, et peptonu,
Tryptone, Soytone, N-Z amine A, Et 6ziitii, Jelatin, Ure ve % 0,5 N-Z amine A + %
0,5 maya 06ziitli igeren on ayr1 besi yeri kullanildi. Negatif kontrol olarak % 1 siit
tozu, % 0,1 K,HPO,4 ve % 0,02 Mg2S0O4.7H20 igeren besi yeri ile pozitif kontrol
olarak % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri kullanildi. Tiim kiiltiirler 250 mI’lik
erlenlerde 1/5 havalandirma, % 1 asilama orani ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm
calkalama hizinda inkiibe edilerek 72 saat boyunca hiicre biiyiimesine paralel olarak
enzim aktivitesi takip edildi, elde edilen veriler kullanilarak enzim aktivitesi

paralelinde hiicre biiylime egrileri hazirlandi.
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e Cesitli Inorganik Azot Kaynaklarinin Alkalen Proteaz Uretimi Uzerine Etkilerinin
Incelenmesi

Sodyum nitrat, potasyum nitrat, amonyum siilfat, amonyum kloriir, amonyum
fosfat, amonyum asetat gibi inorganik azot kaynaklar ile glisin ve arjinin gibi amino
asitlerin alkalen proteaz aktivitesine etkilerinin arastirilmast amaciyla bu azot
kaynaklar1 % 1 oraninda, % 1 siit tozu i¢eren Horikoshi besi yeri icerigindeki % 0,5
maya oziitii ve % 0,5 Proteoz pepton yerine eklenerek biiyiime ve aktivite izlendi. Bu
calismada % 1 siit tozu, % 0,1 K;HPO,4 ve % 0,02 M@,S0,4.7H,0 igeren besi yeri
negatif kontrol olarak, % 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yeri ise pozitif kontrol
olarak kullanildi ve baglatilan on ayr1 kiiltiir 250 mI’lik erlenlerde 1/5 havalandirma,
% 1 asilama orani ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizinda inkiibe edilerek
72 saatlik hiicre biliylimesi esliginde enzim aktivitesi izlendi. Elde edilen sonuglar

kullanilarak zamana baglh biiyiime egrisi ve aktivite grafigi hazirlandi.

e Cesitli Metal Tuzlarinin Alkalen Proteaz Uretimi Uzerine Etkilerinin incelenmesi
Bacillus sp. P22 alkalen proteazi iiretiminin besi yeri igerigine eklenen metal
tuzlarindan ne sekilde etkilendiginin gozlenmesi amaciyla % 1 siit tozu iceren
Horikoshi besi yerine, igerigindeki % 0,02 Mg,S0,4.7H,0 yerine yine ayni oranda
MgCl,, CaCl,, KCI, NaCl, CoCl,, CuCl.2H,0, MnCl,.2H,0, FeCl,.4H,0, ZnCl,,
FeSO4, ZnS0,4.7H,0 tuzlan eklenerek, 250 ml’lik erlenlerde 1/5 havalandirma, % 1
asilama orani ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizinda kiiltiirler baslatildi, 72
saat boyunca hiicre biiyiimesi ve enzim aktivitesi takip edildi. Bu ¢alismada pozitif
kontrol olarak % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri kullanilirken negatif kontrol
amaciyla ayni1 besi yeri tuzsuz olarak kullanildi. Elde edilen sonuglar 1s181inda enzim

aktivitesine paralel hiicre biiyiime egrileri hazirlandu.

e Bacillus sp. P22 Alkalen Proteaz Uretim Besi Yeri Bilesen Kompozisyonunun
Belirlenmesi

Besi yerine eklenen g¢esitli karbon ve azot kaynaklari ile metal tuzlarinin
Bacillus sp. P22 alkalen proteazi iiretimi iizerine etkilerinin irdelendigi ¢aligmalar
sonucunda enzim Uretimini olumlu yonde etkiledigi belirlenen parametrelerin
birarada ve farkli kombinasyonlarda kullaniminin enzim iiretimine etkisini
irdeleyebilmek amaciyla yeni bir ¢alisma planlandi. Planlanan bu c¢alismada % 1 siit
tozu iceren Horikoshi besi yeri igerigini olusturan bilesenler cesitli sekillerde
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kombine edilerek ve besi yeri icerigine onceki ¢alismalarla belirlenen ek bilesenler
(jelatin, asparajin, KH,PO4, Na;HPO,4, NaH,PO,4, NaNOs, KNO3, (NH,;)2SO4, NaCl,
CuCl,.2H,0, tripton) eklenerek her birinin hiicre biiylimesi ve enzim tiretimi iizerine
olan etkileri incelendi. Bu galismada, asagida tarif edilen besiyerleri kullanilarak, 250
ml erlenlerde 1/5 havalandirma, % 1 asilama orani ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm
calkalama hizinda biiylitiilen kiiltiirler hazirlandi. Bu ¢alisma igin pozitif kontrol
olarak 12 numarali besi yeri (% 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yeri) kullanild1 ve
elde edilen veriler pozitif kontrolde gbzlenen enzim aktivitesine gorece
degerlendirildi. Tiim kiiltlirlerin hiicre bliylimesi ve alkalen proteaz aktivitesi 72 saat

stireyle takip edildi ve enzim aktivitesi esliginde hiicre biiyiime egrileri hazirlandu.

e Besi yeri 13

% 1 maya 0ziitii, % 1 Proteoz pepton, % 0,1 KoHPO,, % 0,02 Mg,S0O,4.7H,0
distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final konsantrasyonu % 1
olacak sekilde 100 ml distile su icerisinde ¢oOziilerek 121 °C’ta 10 dakika sterilize
edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile otoklavlama sonrasi

karistirildi.

e Besi yeri 14

% 0,5 maya 0ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 Jelatin, % 0,1 Ko;HPO,4, % 0,02
M@,S0O,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su icerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 15

% 0,5 maya 0ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 Asparajin, % 0,1 K,HPO,4, %
0,02 Mg,S0,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.
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e Besi yeri 16

% 0,5 maya oziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 K,HPO,; % 0,02
M@,S0,4.7H,0, % 0,05 KH,PO, distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit
tozu final konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek
121 °C’ta 10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger

bilesenler ile otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 17

% 0,5 maya oOziiti, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 Na,HPO,, % 0,02
M@,S0,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi1 karistirildu.

e Besi yeri 18

% 0,5 maya 06ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 NayHPO,, % 0,05 NaH;PO,,
% 0,02 Mg2S04.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 19

% 0,5 maya 0ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 KoHPO4, % 0,25 NaNOs3, %
0,02 M@,S0,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su icerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 20
% 0,5 maya oziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 KoHPO,4, % 0,25 KNO3, %
0,02 Mg,S0,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final

konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
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10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildu.

e Besi yeri 21

% 0,5 maya o6ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 KoHPO4, % 0,25 (NH;)2SOy,
% 0,02 Mg2S04.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 22

% 0,5 maya 06ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 KoHPO4, % 0,02 NaCl, % 0,02
M@,S0O,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 23

% 0,5 maya oziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 K,HPO4, % 0,5 NaCl, % 0,02
M@,S0,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 24

% 0,5 maya 6ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 K,HPO,4, % 0,02 CuCl,.2H,0,
% 0,02 Mg2S04.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su icerisinde ¢dziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.
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e Besi yeri 25

% 2 Tripton , % 0,1 K;HPO4, % 0,02 Mg,SO,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400
ml’ye tamamlandi. Siit tozu final konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile
su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta 10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika

sterilize edilen diger bilesenler ile otoklavlama sonras1 karigtirildi.

e Bacillus sp. P22 Alkalen Proteaz Uretim Besi Yeri Bilesen Derisimlerinin
Belirlenmesi

Bu calismada, bir 6nceki basamakta elde edilen bilgiler 1s181nda, i¢eriginde %
1 oraninda jelatin bulunan ve % 1 siit tozu i¢eren Horikoshi besi yeri (14 numarali
besi yeri) bilesenlerinin miktarlar1 optimize edildi. Bu calisma i¢in asagida tarif
edilen besiyerleri kullanildi. Calisma; 250 ml erlenlerde 1/5 havalandirma, % 1
asilama orami ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm calkalama hizinda gergeklestirildi.
Calismada kullanilan besi yeri igerikleri Tablo 5.3’de ayrica verildi. Bu ¢alismada
pozitif kontrol olarak besi yeri 12 (% 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yeri) kullanildi
ve bu besi yerinde elde edilen aktivite degeri % 100 kabul edilerek goreceli
aktiviteler hesaplandi. Kiiltiirlerdeki hiicre biiylimesi ve alkalen proteaz aktivitesi 72
saat boyunca izlenerek tiim kiiltiirler i¢in enzim aktivitesi ve hiicre biiylime egrileri

hazirlandi.

e Besi yeri 26
% 0,5 maya oziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 K;HPO,4, % 0,02
MgSO,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 500 ml’ye tamamlandi. 121 °C’ta 20 dakika

sterilize edilerek kullanildi.

e Besi yeri 27

% 0,5 maya oziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 K;HPO4, % 0,02
MgS0O,4.7H,0O distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 0,5 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.
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e Besi yeri 28

% 0,5 maya 6ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 KoHPO,4, % 0,02
MgS0O,4.7H,0 distile suda c¢oziillerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 2 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 29

% 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 K;HPO4, % 0,02 MgS0,4.7H,0 distile
suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final konsantrasyonu % 1 olacak
sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta 10 dakika sterilize edildi, 121

°C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile otoklavlama sonras1 karistirildu.

e Besi yeri 30

% 1 maya o6ziitli, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 K;HPO,, % 0,02
MgS0O4.7H,0 distile suda c¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 31

% 0,5 maya 0ziitii, % 1 jelatin, % 0,1 K;HPO4, % 0,02 MgSO,4.7H,0 distile
suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final konsantrasyonu % 1 olacak
sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta 10 dakika sterilize edildi, 121

°C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile otoklavlama sonras1 karistirildi.

e Besi yeri 32

% 0,5 maya 06ziitli, % 1 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 K;HPO4, % 0,02
MgSQO,4.7H,0O distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su icerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.
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e Besi yeri 33

% 0,5 maya 06ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,5 jelatin, % 0,1 KoHPO4, % 0,02
MgS0O,4.7H,0 distile suda c¢oziillerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 34

% 0,5 maya oziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 2 jelatin, % 0,1 K;HPO,4, % 0,02
MgS0O4.7H,0 distile suda c¢oziillerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 35

% 0,5 maya 06ziitli, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,02 MgS04.7H,0
distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final konsantrasyonu % 1
olacak sekilde 100 ml distile su icerisinde ¢oOziilerek 121 °C’ta 10 dakika sterilize
edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile otoklavlama sonrasi

karigtirildi.

e Besi yeri 36

% 0,5 maya 06ziitli, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,3 K,HPO,4, % 0,02
MgS0O,4.7H,0 distile suda ¢oziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su icerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 37

% 0,5 maya 6ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 K,HPO, distile
suda coziilerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final konsantrasyonu % 1 olacak
sekilde 100 ml distile su i¢erisinde ¢oziilerek 121 °C’ta 10 dakika sterilize edildi, 121

°C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile otoklavlama sonras1 karistirildi.
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e Besi yeri 38

% 0,5 maya oziitli, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 KoHPO4 % 0,2
MgS0O,4.7H,0 distile suda c¢oziillerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.

e Besi yeri 39

% 0,5 maya 06ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 K,HPO,4, % 0,5
MgS0O4.7H,0 distile suda c¢oziillerek 400 ml’ye tamamlandi. Siit tozu final
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’ta
10 dakika sterilize edildi, 121 °C’ta 20 dakika sterilize edilen diger bilesenler ile

otoklavlama sonrasi karistirildi.
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Tablo 5.3:

Bacillus sp. P22 alkalen proteaz iiretim besi yeri bilesen derisimlerinin
optimize edildigi ¢alismada kullanilan besi yeri igerikleri.

25|52 ®s| = S| =
Besiyeril4 | 1 0,5 0,5 1 0,1 | 0,02
Besiyeri26 | 0 0,5 0,5 1 0,1 | 0,02
Besiyeri27 | 05 | 05 0,5 1 0,1 | 0,02
Besi yeri 28 | 2 0,5 0,5 1 0,1 | 0,02
Besiyeri29 | 1 0 0,5 1 0,1 | 0,02
Besiyeri30 | 1 1 0,5 1 0,1 | 0,02
Besiyeri3l| 1 0,5 0 1 0,1 | 0,02
Besiyeri32 | 1 0,5 1 1 0,1 | 0,02
Besiyeri33| 1 0,5 0,5 05 | 01 | 0,02
Besiyeri34| 1 0,5 0,5 2 0,1 | 0,02
Besiyeri35| 1 0,5 0,5 1 0 0,02
Besiyeri36 | 1 0,5 0,5 1 0,3 | 0,02
Besiyeri37 | 1 0,5 0,5 1 0,1 0
Besiyeri38| 1 0,5 0,5 1 01 | 0,2
Besiyeri39 | 1 0,5 0,5 1 0,1 | 05
Besiyeri12 | 1 0,5 0,5 0 0,1 | 0,02
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5.2.3. Bacillus sp. P22’nin zamana bagh hiicre biiyiimesi ve alkalen
proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Tez ¢alismasiin bu boliimii, besi yeri bilesenleri ve inkiibasyon kosullarinin
optimizasyonu ¢alismalar1 tamamlandiktan sonra, Bacillus sp. P22 susunun optimum
sartlarda zamana bagl biiylime ve alkalen proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirildi.

Bakteri susunun -20 °C’da korunmakta olan stogunun 20 ul’si 2 ml LB besi
yerine ekildi, 37 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizinda gece boyu inkiibe edilerek
On kiiltlir hazirlandi. 12 numarali besi yerinin (% 1 siit tozu, % 0,5 maya 6ziitii, %
0,5 Proteoz pepton, % 0,1 K;HPO,4, % 0,02 Mg2S0O,4.7H,0) hazirlanan 6n kiiltiir ile
% 1 oraninda asilanmasiyla, 500 ml erlende 1/5 havalandirma orani, 200 rpm
calkalama hiz1 ve 30 °C inkiibasyon sicakliginda ana kiiltiir baslatildi. 76 saat siireyle

hiicre biiyiimesi ve enzim aktivitesi takip edildi.

5.2.4. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteazimin Biiyiik Ol¢ekte Uretimi
ve Saflastirilmasi

5.2.4.1. Bacillus sp. P22 Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Kiiltiir
Ust Sivisinin Toplanmasi

Tez c¢alismasmin saflasgtirma asamasinda, optimizasyon calismalarinda
belirlenen kosullarda (12 numarali besi yeri kullanilarak, 500 ml erlenlerde, 1/5
havalandirma, % 1 asilama oram ile 30 °C sicaklik ve 200 rpm ¢alkalama hizinda)
kiiltiirler hazirlandi. 1500 ml hacimde baslatilan kiiltiirler inkiibasyonun 24. saatinde
topland1 ve +4 °C'ta, 7.000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonras1 elde

edilen iist s1v1 saflagtirma ¢alismalarinda enzim kaynagi olarak kullanildi.
5.2.4.2. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteazinin Saflastirilmasi

e On Saflastirma Calismalar1

Saflagtirma basamaklarinin optimize edilmesi amaciyla cesitli caligsmalar
yapilarak en verimli kosullar belirlendi. Bu c¢alismalarda, siiziilmiis kiiltiir st
sivisinda P22 alkalen proteazinin ¢oktiirtilmesi icin farkli tuz konsantrasyonlar ile

gesitli koruyucular igeren ve koruyucu igermeyen diyaliz tamponlarinin saflagtirma
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icin uygunluklar1 degerlendirilerek, enzimin DEAE sefaroz iyon degistirici kolon

kromatografisindeki saflagma profili belirlendi.

e Amonyum Siilfat Coktiirmesi

24. saatinde durdurularak toplanan Bacillus sp. P22 kiiltiiriiniin +4 °C, 7.000
rpm’de 20 dakika santrifiijlenmesi ile elde edilen iist sivi, iki kat 3 MM Whatman
kagittan gecirilerek filtre edildi. Bu asamada en uygun tuz konsantrasyonunun
belirlenmesi amaciyla siiziilen iist sivi dort esit hacime boliindii. Ust sivilara son
konsantrasyonlar1 sirasiyla % 20, 40, 60 ve 80 olacak sekilde amonyum siilfat
eklendi ve +4 °C’ta gece boyu diisiik hizda karistirilarak tek basamakta ¢oktiirme
islemi gergeklestirildi. Kiiltiir iist sivisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben +4
°C'ta 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve peletler -20 °C’a, iist sivilar ise +4
°C’a kaldirildi. 50 mM Tris-HCIL, pH 8,0 tampon ile ¢oziilen peletlerin enzim
aktivitesi belirlendi. Ayrica bu asamada elde edilen drnekler SDS-PAGE analizine
aliarak, gesitli tuz konsantrasyonlarindaki ¢oktiirme islemi sonucu jelde olusan

profil irdelendi.

e Diyaliz

Saflagtirmanin ~ diyaliz  basamagmin diizenlenmesi amaciyla, Onceki
calismalarda elde edilen veriler 1s181inda tekrar hiicre kiiltiirii baslatildi ve 24. saat
sonunda durdurulan kiiltiiriin +4 °C, 7.000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmesiyle elde
edilen ist siv1 iki kat 3 MM Whatman kagit kullanilarak siiziildii. Siiziintii +4 °C’ta
geceboyu % 80 amonyum siifat ile ¢oktiiriildii. Coktlirme islemi sonrasinda kiiltiir iist
stvist dort ayri santrifiij tlipiine aktarilarak +4 °C'ta 10.000 rpm’de 30 dakika
santrifiijlendi. Santrifiij sonrasinda elde edilen dort ayri peletin ¢oziilmesinde, ii¢
tanesi ¢esitli koruyucular igeren ve asagidaki sekilde hazirlanan dort farkli tampon

kullanildi.
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e Tampon 1: 50 mM Tris-HCl, % 15 Gliserol, 7 mM B-ME, pH 8.0

e Tampon 2: 50 mM Tris-HCl, 7 mM B-ME, 2 mM CacCl,, pH 8.0

e Tampon 3: 50 mM Tris-HCl, % 15 Gliserol, 7 mM B-ME, 2 mM CacCl,, pH 8.0
e Tampon 4: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0

Peletler tarif edilen tamponlar ile ¢oziilerek diyaliz membranina aktarildi ve
gece boyu +4 °C’ta yavas hizda kanstirilarak diyalize birakildi. Ertesi giin her
tampon tekrar hazirlanarak o6rnekler taze tamponlara kars1 2 saat daha diyaliz edildi.
Diyaliz 6ncesi ve sonrasinda alkalen proteaz aktiviteleri dl¢iilerek, kullanilan farkl

tamponlarin etkinligi degerlendirildi.

Bu 6n c¢aligmalarin ardindan, Bolim 5.2.4.1'de anlatildigi sekilde yeniden
hazirlanan biiyiik Olgekli hiicre kiltiiriinden Bacillus sp. P22 alkalen proteazi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE Sefaroz iyon degistirci ve Sefakril S-100

molekiiler elek kromatografisi kullanilarak {i¢ basamakta saflagtirildi.

e Biiyiik Olcek Saflastirma Calismalari

e Amonyum Siilfat Coktiirmesi
- 24. saatinde durdurularak toplanan Bacillus sp. P22 kiiltiiriiniin +4 °C, 7.000
rpm’de 20 dakika santrifiijlenmesi ile elde edilen iist sivi, iki kat 3 MM
Whatman kagittan gegirilerek filtre edildi. Elde edilen filtrata son
konsantrasyonu % 80 olacak sekilde amonyum siilfat eklendi ve +4 °C’ta
gece boyu diisiik hizda kanstirilarak tek basamakta c¢oktiirme islemi
gerceklestirildi. Kiiltiir iist s1ivist amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben +4 °C,
10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi ve elde edilen pelet diyaliz

asamasinda kullanilmak tizere — 20 °C’a kaldirildi.

¢ Diyaliz
- % 80 amonyum siifat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen pelet 50 mM Tris-HCI,
% 15 Gliserol, 7 mM B-ME, pH 8.0 tampon ile ¢oziilerek diyaliz membranina
aktarild1 ve gece boyu +4 °C’ta ayn1 tampona kars1 diyalize birakildi. Ertesi

giin 6rnegin tamponu yenilenerek 2 saat daha diyaliz edildi.
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Diyaliz sonrasinda Ornek akuazid ile +4 °C’ta 48 saat konsantre edildi.
Konsantrasyon islemi sonunda 6rnek membrandan ¢ikarildi ve iki kez +4 °C 10.000

rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek ham 06ziit elde edildi.

¢ Kromatografi Caligsmalari

- Akuazid sonrasi elde edilen konsantre ornek 50 mM Tris-HCI, % 15
Gliserol, 7 mM B-ME, pH 8.0 tampon ile dengelenmis DEAE sefaroz iyon
degistirici kolona (9,5 x 1,9 cm) yiiklendi. Saflastirma sonunda elde edilen
kromatogramdan yola ¢ikilarak, protein tepelerine karsilik gelen fraksiyonlara
alkalen proteaz aktivite testi uygulandi. Ayrica saflasma profilinin goriilmesi
amaciyla SDS-PAGE analizleri gerceklestirildi. Elde edilen bulgularin
degerlendirilmesiyle enzimatik aktivite ve saflik derecesi gozetilerek secilen
fraksiyonlar tek havuz halinde toplandi.

- DEAE sefaroz iyon degistirici kromatografi ile elde edilen havuz diyaliz
membranina aktarilarak, molekiiler elek kolonuna yiiklenmek amaciyla 50
mM Tris-HCI, 0,1 M NaCl, % 15 Gliserol, 7 mM B-ME, pH 7.5 tampona
kars1 gece boyu +4 °C’ta diislik hizda karistirilarak diyaliz edildi. Ertesi sabah
taze tampon ile 2 saat daha diyalize birakilan 6rnek, bundan sonra +4 °C’ta
Akuazid ile 72 saat konsantre edilerek Sefakril S-100 molekiiler elek
kolonuna (40 x 1,1 cm) yiiklenmeye hazir hale getirildi.

- 50 mM Tris-HCl, 0,1 M NacCl, % 15 Gliserol, 7 mM B-ME, pH 7.5 tampon
ile dengelenmis kolona tek seferde yiiklenen Ornegin saflastirilmasi
sonucunda elde edilen fraksiyonlara alkalen proteaz aktivite testi uygulandi
ve SDS-PAGE analizi gerceklestirildi. Aktif fraksiyonlar safliklar1 g6z
oniinde bulundurularak tek havuz halinde birlestirildi ve tez ¢alismasinin bir
sonraki adimi olan nitelendirme c¢alismalarinda enzim kaynagi olarak

kullanildi.
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5.2.4.3. Alkalen Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi modifiye edilmis Anson [Anson,
1938] yontemiyle tayin edildi. Substrat olarak kazein, belirte¢ olarak Folin-Ciocalteu
reaktifi kullanildi [Lowry et al., 1951]. Bu yontemde kullanilan Folin-Ciocalteu
reaktifi alkali pH’da kazeinin hidrolizinden agiga ¢ikan tirozin ve triptofan (daha az
Olclide sistein ve histidin) ile tepkimeye girerek koyu mavi renk olusturmakta,
spektrofotometrede 660 nm dalgaboyunda absorbans Glgiilerek enzim miktari tayin
edilmektedir.

o Alkalen Proteaz Aktivite Testi

Alkalen proteaz aktivitesinin belirlenmesinde, 1 ml kiiltiir 6rneginin 10.000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmesiyle elde edilen iist s1vi enzim kaynagi; 50 mM pH
10.5 glisin-NaOH tamponunda ¢6ziilmiis % 0,6’lik kazein ¢ozeltisi substrat olarak
kullanildi. Substrat ¢ozeltisinin 250 pl’si ile kiiltiir tist stvisinin 50 pl’si eppendorf
tiiplere aktarild1 ve 30 °C sicakligindaki su banyosunda 20 dk boyunca inkiibe edildi.
Kor olarak 250 pl substrat ¢ozeltisi ile 50 pl besi yeri/enzim tamponu kullanildi.
Inkiibasyon sonunda tiiplere 250 ul TCA ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon sonlandirildi.
30 dk boyunca inkiibasyon sonrasinda 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edilen tiiplerden
200 pl iist sivi1 temiz eppendorf tiiplere aktarildi. 1 ml 0,5 M Nap,COs3 ve 200 pl %
oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi eklenerek oda sicakliginda 30 dk

inkiibasyondan sonra 660 nm’de kore kars1 absorbans degerleri 6l¢iildii.
e Substrat Cozeltisi

- 0,15 g Kazein, 25 ml 50 mM Glisin-NaOH, pH 10.5 tamponda ¢6ziilerek

hazirlandi.
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e Alkalen Proteaz Aktivite Testinde Kullanilan Tamponlar
- 50 mM Glisin-NaOH, pH 10.5 tamponu:
- 3,76 g Glisin
- 2,92 g NaCl
- 2 g NaOH 1 litre distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

- TCA ¢ozeltisi:
-17,98 g TCA
- 18,04 g Sodyum asetat

- 18,8 ml Asetik asit 1 litre distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

- 0,5 M Na,CO; gézeltisi :
- 53 g Na,COs 1 litre distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

e Tirozin Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Alkalen proteaz aktivite testi ile elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi i¢in
tirozin standart egrisinin egiminden faydalanildi. 50 mM pH 10.5 glisin-NaOH
tampon icerisinde 50 pg/ml derisimde hazirlanan L-tirozin ¢dzeltisi kullanilarak, 500
ul icinde 2,5-25 ng L-tirozin iceren dilusyonlar iki set halinde hazirlandi. Kor olarak
500 pl glisin-NaOH, pH 10.5 tamponu kullanildi. Bundan sonra deney tiiplerine 2,5
ml 0,5 M Na,COs ve 0,5 ml % oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu reaktifi eklendi.
Tiipler 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 660 nm’deki absorbans
degerleri Olciildii. Elde edilen degerler ile hazirlanan grafigin (Sekil 5.1) egiminden
alkalen proteaz aktivitesinin belirlenmesinde faydalanildi. Alkalen proteaz aktivitesi

asagidaki formiile gére hesaplandi:

Asso 1000
X

.

Egim M.A Tirozin
Alctivite = (5.1)
Enzim Hacmi (ml) x Reaksivon Siiresi (daldilca)

%X Reaksivon Hacmi (ml)
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e Reaksiyon Hacmi: 0,3 ml

e Enzim Hacmi: 0,002 - 0,05 ml
e Reaksiyon Siiresi: 20 dakika
o M.Arirozin: 181,19 g/mol

e Egim: 0,0183

Buna gore bir birim (U) enzim, 30 °C sicaklik ve pH 10.5’da % 0,6’lik
kazeinden bir dakikada 1 pumol tirozin acgiga ¢ikaran enzim miktar1 olarak tarif
edilmistir (Takami et al,. 1989).

Tirozin Standart Egrisi

0,5
e N osomr
0,4 / =Y,
0,35
g0 2'5 e
M /0/ ——Dogrusal (A660)
0,15 /
0,1 /‘
0,05

\

0 10 20 30
Tirozin (pg/ml)

Sekil 5.1: Tirozin standart egrisi.

5.2.4.4. Toplam Protein Miktarimin Belirlenmesi

Saflagtirma asamalarinin tiimiinde toplam protein miktar1 Bradford [Bradford,
1976] yontemiyle tayin edildi. Uygun miktarda 6rnek temiz eppendorf tiiplere
alinarak distile suyla 800 pl’ye tamamlandi. Kor olarak 800 ul distile su kullanildi.
Bundan sonra tiiplere 200 pl Bradford reaktifi eklenerek 5 dk oda sicakliginda

bekletildikten sonra 595 nm dalga boyunda 6rneklerin absorbans degerleri belirlendi.
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e Protein Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Bradford yontemiyle toplam protein miktarinin belirlenmesinde sigir serum
albumini (BSA) standart olarak kullanildi. 0,1 mg/ml BSA ¢ozeltisinden 800 pl
dH,0 iginde 2-12 ug BSA igeren 6 farkli standart ¢ozeltisi iki set halinde hazirlandi.
Tiiplere 200 ul Bradford reaktifi eklendikten sonra 595 nm dalga boyundaki
absorbans degerleri spektrofotometrede belirlendi. Elde edilen veriler kullanilarak

hazirlanan egrinin egimi protein miktarinin hesaplanmasinda kullanildu.

- Toplam protein miktar1 = Asgs / Egim / Ornek hacmi (ul)

5.2.4.5. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS -
PAGE)

Elektroforez, makromolekiilleri akrilamit veya agaroz jellerde birbirlerinden
ayirmakta en ¢ok kullanilan yontemdir. Enzim caligmalarinda siklikla basvurulan
elektroforetik yontem ise, protein ve peptitlerin molekiiler agirliklar1 temelinde
ayrilmalarini saglayan sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforezidir (SDS-
PAGE). SDS-PAGE’de protein veya peptitler, benzer anyonik yiik yogunluklarina
sahip olmalar1 i¢in anyonik bir deterjan olan SDS ile kaplanirlar. Bu drnekler bir jele
yiiklenerek elektrik akimina maruz birakildiklarinda, negatif yiiklii proteinler pozitif
yiiklii elektroda dogru go¢ edeceklerdir. Bu sartlar altinda molekiillerin pozitif kutba
dogru olan gocleri jelin polimer matriksi tarafindan geciktirilecektir ve bu
gecikmenin derecesi molekiillerin agirliklarina bagli olacaktir. Belirlenmis bir zaman
araliginda biiyiik molekiiler agirliga sahip molekiiller en az seviyede go¢ edecekler,
bununla birlikte daha hafif molekiiller jel matriksince daha az geciktirileceklerinden
dolay1 ayn1 zaman araliginda daha ¢ok mesafe kat ederek daha hizli gé¢ edeceklerdir.

SDS-PAGE yontemi bu temele dayanmaktadir [Copeland, 2000].

e Jelin Hazirlanmasi

Temiz bir cam beherde hazirlanan ayirma jeli otomatik pipet yardimiyla
camlarin arasina dokiildiikten sonra, jelin lizerine hava ile temasin1 kesmek amaciyla
bir enjektor vasitasiyla izopropanol eklendi. Jel polimerlestikten sonra iizerindeki
izopropanol uzaklastirildi ve diizenek distile su ile yikandi. Camlar arasinda kalan su

3MM Whatman kagit ile giderilerek diizenek kurutuldu. Bundan sonra, hazirlanmis
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olan derisim jeli camlar arasina otomatik pipet ile dokiildii ve hemen ardindan
orneklerin yiiklenecekleri kuyularmn acilmasi amaciyla kullanilan tarak camlar
arasma yerlestirildi. Derigim jeli polimerize olduktan sonra taraklar c¢ikartildi ve
olusan kuyular 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu ile yikandi. Ucu ¢ekilmis Pasteur
pipetleri ile kuyular temizlenerek diizenek Orneklerin yiliklenmesi i¢in hazir hale
getirildi. SDS-PAGE o&rnekleri kuyulara yiiklendikten sonra tizerlerine 1X yiiriitme

tamponu eklendi.

e Ayirma Jeli
- 750 ul dH,O
- 3750 ul 0,75 M Tris HCI, pH 8.8 / % 0,2 SDS
- 3 ml Akrilamit/Bisakrilamit (30:1)
- 90 ul %10 APS
-6 ul TEMED

e Derisim Jeli
- 1050 pl dH,O
- 1500 pl 0,25 M Tris HCI, pH 6.8 / % 0.2 SDS
- 390 ul Akrilamit/Bisakrilamit (30:1)
- 60 ul %10 APS
-3 ul TEMED

e SDS-PAGE Orneklerinin Hazirlanmasi

Jelde yiiriitiilecek 6rneklerin 20 pul’si eppendorf tliplere aktarilarak {izerlerine 5
ul yiikleme tamponu eklendi. Ornekler kisa siire santrifiijlendikten sonra bes dakika
siireyle kaynamakta olan suda bekletildi. Kaynatma islemini takiben tekrar kisa siire

santrifiij edilen 6rnekler otomatik pipet kullanilarak hazirlanan jele yiiklendi.

¢ Yiikleme Tamponu
- 50 mM Tris-HCI, pH 6.8, % 1 SDS
-2mM EDTA
- % 1 B-merkaptoetanol

- % 10 gliserol
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- % 0.002 Bromofenol mavisi

e Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi

SDS diizenegi, hazirlanan 6rnekler kuyulara yiiklii olduklari halde elektroforez
tank1 icerisine yerlestirildi ve tank 1X vyiiriitme tamponu ile dolduruldu. Ornekler
derisim jelini terk edinceye kadar 100 V’da gerceklestirilen yiiriitme islemi,
orneklerin ayirma jeline gecmeleriyle birlikte 200 V’da siirdiiriilerek, ylikleme
tamponu jeli terk edene kadar elektroforeze devam edildi.

Yiirlitme islemi sonlandirildiktan sonra camlar agilarak derisim jeli atildi ve
ayirma jelinin sol iist kosesine kiigiik bir kesik atilarak jel isaretlendi. Boyama
cozeltisinde ¢alkalanarak boyanan jel, aritma ¢ozeltisine alind1 ve jelin rengi agilana

kadar bu ¢ozeltide bekletildi.

e 5X Yirutme Tamponu
- 15 g Tris baz
- 72 g Glisin
- 59 SDS distile su ile 1 litreye tamamland1 ve pH: 8.3’e ayarlandu.

e Boyama Cozeltisi
- 100 ml % 10 asetik asit

- 100 ml % 95°1ik etanolde ¢oziilmiis % 0.25 Coomassie Blue ile hazirlandi.

e Aritma Cozeltisi
- % 5 asetik asit

- % 50 etanol ile hazirlanda.

5.2.4.6. Alkalen Proteaz Zimogram Analizi

Proteolitik aktivitenin kaynagi olan protein bandinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen zimogram analizinde % 0,1 jelatin iceren ayirma jeli kullanildi.
Ornekler denatiirleyici olmayan yiikleme tamponu ile kaynatilmaksizin jele yiiklendi.
Elektroforez sonrasinda, jel igerisinde bulunan SDS’in uzaklastirilmas1 amaciyla %

2,5 Triton X-100 iceren 10 ml 0,1 M glisin-NaOH, pH 10.5 tampona alinan jel oda
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sicakliginda 30 dakika siireyle hafifce calkalayarak bekletildi. Bu asamadan sonra
jelin tizerini kaplayacak kadar 0,1 M glisin-NaOH, pH 10.5 tampon ile yikanan jel,
30 °C sicaklikta 10 ml 0,1 M glisin-NaOH, pH 10.5 igerisinde hafifce ¢alkalayarak
bir saat inkiibasyona birakildi ve bu siire sonunda Coomassie Blue ile boyandi.

Proteolitik aktivite sonucunda jelde boyanmayan bolgeler gézlemlendi.

e Denatiirleyici Olmayan Yiikleme Tamponu
- 50 mM Tris-HCI, pH 6.8
-2mM EDTA
- % 10 gliserol
- % 0.002 Bromofenol mavisi

5.2.5. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteazinin Nitelendirilmesi

Kismen saflagtirilan Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin nitelendirilmesi
calismalar1 i¢in Sefakril S-100 kolon kromatografisinden elde edilen Havuz 1’den
faydalamildi. ilk asamada enzimin optimal calisma sicakligi ile pH’s1 belirlendi.
Bundan sonra enzimin kararli oldugu sicaklik ve pH aralig1 belirlenerek, ¢esitli metal
iyonlari, deterjanlar, organik ¢oziicliler ve kimyasal maddeler varlifinda alkalen
proteaz aktivitesi tayin edildi. Farkli sicaklik degerlerinde ve cesitli stabilizatorler
varhiginda enzimin zamana bagli sicaklik kararliligi belirlenerek nitelendirme
calismalar1 tamamlandi. Nitelendirme ¢aligmalarinda tiim deneyler tiger set halinde

gerceklestirildi.

5.25.1. Optimal Reaksiyon Sicakhigi ve Sicakhk Kararhhginin
Belirlenmesi

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin optimal tepkime sicakliginin belirlenmesi
icin 5, 10, 15, 20, 30, 40, 45, 50, 55, 60 ve 65 °C sicakliklarda aktivite testleri
gercgeklestirildi. Kismen saflagmis enzim 6rneginin 2 pl’si 50 mM glisin-NaOH, pH
10.5 tampon ile 50 pl’ye tamamlandiktan sonra standart aktivite testi yapildi.
Enzimin optimal tepkime sicakliginin 40 °C oldugu belirlendi ve bundan sonraki tiim

nitelendirme ¢alismalar1 bu sicaklikta gerceklestirildi.
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Sicaklik kararliligi ¢alismasinda, enzim 6rneginin 2 ul’si 50 mM glisin-NaOH,
pH 10.5 tampon ile 50 ul’ye tamamlandiktan sonra 10, 20, 30, 40, 45, 50 ve 55 °C
sicakliklarda 15 dakika bekletildi. inkiibasyon sonrasinda enzim diliisyonlar1 iizerine
250 ul substrat ¢ozeltisi eklenerek aktivite testleri gerceklestirildi. Dogrudan test
edilen enzimin aktivite degeri % 100 kabul edilerek kalan aktiviteler hesaplandi.

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin 30 °C sicakliktaki zamana bagl sicaklik
kararliliginin belirlenmesi i¢in, uygun goriilen miktarda 1/25 enzim diliisyonu 30 °C
sicaklikta 90 dakika siireyle inkiibe edildi. Devam eden inkiibasyon sirasinda diizenli
araliklarla 6rnek alinarak optimal sartlarda standart alkalen proteaz aktivite testleri
gerceklestirildi. Elde edilen veriler dogrudan aktivite testine alinan enzim Grneginin

aktivitesine gorece degerlendirildi.

5.2.5.2. Optimal Reaksiyon pH’s1 ve pH Kararhhginin Belirlenmesi

Kismen saflasmis enzimin optimal reaksiyon pH’siin belirlenmesi amaciyla
pH 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10, 10.5, 11, 11.5 ve 12 degerlerinde tamponlar
hazirlandi. Enzimin 2 pl’si bu tamponlar ile 50 pl’ye tamamlandi. Her tampon igin
ayr1 olarak hazirlanan substrat ¢ozeltisinin 250 pl’si ile 6nceki ¢alismada belirlenmis
olan optimal tepkime sicakligi olan 40 °C’ta standart aktivite testleri uygulandi. pH
6-8 degerleri araliginda 50 mM fosfat tamponu, 8-9 araligi i¢in 50 mM Tris-HCI
tamponu, 9-12 araligi icin 50 mM glisin-NaOH tamponu kullanildi. pH 6’nin
altindaki pH degerlerinde substrat ¢oziilemedigi i¢in calisilamadi. Enzimin optimal
reaksiyon pH’s1 10.5 olarak belirlendi ve bundan sonraki tiim nitelendirme
caligmalar1 bu pH degerinde yapildi.

Enzimin pH kararliliginin belirlenmesi i¢in pH 4, 5, 6, 7, 8, 8.5, 9, 10, 10.5, 11,
11.5, 12 degerlerinde hazirlanan tamponlar kullanildi. Enzimin 2 pl’si farkli pH
degerlerindeki tamponlar ile 50 pul’ye tamamlanarak + 4 °C’ta 18 saat siireyle
bekletildi. Inkiibasyon sonunda 50 mM glisin-NaOH, pH 10.5 tamponda ¢oziilerek
hazirlanan substrat ¢6zeltisinin 250 pul’si ile optimal tepkime sicakligi (40 °C) ve pH’
sinda (10.5) aktivite testleri uygulandi. Dogrudan aktivite testine alinan enzimin
aktivite degeri % 100 kabul edilerek kalan aktiviteler hesaplandi. pH kararlilig
caligmasinda pH 4-6 araliginda 50 mM asetat tamponu, 6-8 araliginda 50 mM fosfat
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tamponu, 8-9 araliginda 50 mM Tris-HCI tamponu, 9-12 araliginda 50 mM glisin-
NaOH tamponu kullanildi.

Ayrica pH 8.5, 9, 10, 10.5, 11, 11.5, 12 degerlerinde enzimin bir haftalik pH
kararlilig1 belirlendi. Enzim 06rneginin 2 pl’si bu calisma i¢in belirlenen pH
degerlerindeki tamponlarla 50 pl’ye tamamlanarak + 4 °C’ta bir hafta boyunca
inkiibe edildi. Bir hafta sonunda farkli pH'larda bekletilen enzim 6rneklerine standart
aktivite testleri yapild1 ve dogrudan test edilen 6rnegin aktivite degeri % 100 kabul

edilerek kalan aktiviteler belirlendi.

e Asetat Tamponu
- 0,1 M sodyum asetat ve 0,1 M asetik asit distile suda ¢oziilerek hazirlandi
ve istenilen pH degeri icin karistirildiktan sonra %2 oraninda seyreltilerek

kullanildi.

e Fosfat Tamponu
- 0,1 M Ky;HPO4 ve 0,1 M KH,PO, distile suda ¢oziilerek hazirland1 ve
istenilen pH degeri i¢in karistirildiktan sonra 2 oraninda seyreltilerek

kullanildi.

e Tris-HCI Tamponu
- 0,1 M Tris ve 0,1 M HCI distile suda ¢oziilerek hazirland1 ve istenilen pH

degeri i¢in karistirildiktan sonra %4 oraninda seyreltilerek kullanildi.

e Glisin-NaOH Tamponu
- 0,1 M glisin ve 0,1 M NaOH distile suda ¢oziilerek hazirlandi ve istenilen

pH degeri i¢in karistirildiktan sonra '% oraninda seyreltilerek kullanildi.

5.2.5.3. Metal iyonlarnin Enzim Aktivitesine Etkilerinin
Belirlenmesi

Bu ¢alismada FeCly, FeCls, LiCl, ZnCl,, NiCl,, CoCl,, BaCl,, CuCl,, CaCls,,
KCI, MnCl,, MgCl,, NaCl, (NH4)2SO4, NH4Ac, FeSO,, ZnSO, kullanilarak, cesitli
metallerin Bacillus sp. P22 alkalen proteazi iizerine olan etkileri incelendi. Enzim

¢oOzeltisinin 2 ul’si, son konsantrasyonda 1 ve 10 mM metal iyonu igerecek sekilde
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50 mM glisin-NaOH, pH 10.5 tampon ile 50 ul’ye tamamlanarak, 30 °C’ta 30 dakika
siireyle inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda optimal tepkime sartlarinda standart
aktivite testleri gergeklestirildi. Metal iyonu igermeksizin aymi sartlarda inkiibe
edilen enzim pozitif kontrol olarak kullanildi ve bu 6rnegin aktivite degeri % 100

kabul edilerek kalan aktiviteler belirlendi.

5.2.5.4. Deterjanlarin Enzim Aktivitesine Etkilerinin Belirlenmesi

Cesitli deterjanlarin proteolitik aktiviteye etkilerinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen ¢alismada, enzimin 2 pl’si son konsantrasyonda % 0.1 ve 1 oraninda
CTAB, SDS, Sodyumdeoksikolat, Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 igerecek
sekilde 50 mM glisin-NaOH pH, 10.5 tampon ile 50 pl’ye tamamlandi. 30 °C’ta 30
dakika inkiibasyon sonrasinda optimal tepkime sartlarinda standart aktivite testleri
uygulandi. Elde edilen sonuglar deterjan icermeyen ve ayni sartlarda inkiibe edilen

pozitif kontroliin aktivite degerine gore degerlendirildi.

5.25.5. Organik Coziiciilerin Enzim Aktivitesine Etkilerinin
Belirlenmesi

Bu c¢aligmada aseton, etanol, metanol, izpropanol, izoamilalkol, DMSO,
asetonitril ve etilen glikol gibi organik ¢oziiciilerin enzim aktivitesine olan etkileri
belirlendi. Kismen saflastirilmis enzimin 2 pl’si son konsantrasyonda % 10 ve % 30
organik ¢dziicii icerecek sekilde 50 mM glisin-NaOH pH, 10.5 tampon ile 50 pul’ye
tamamland1 ve 30 dakika boyunca 30 °C’ta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
optimal sartlarda standart aktivite testleri uygulandi ve organik ¢oziicli icermeden
ayni sartlarda inkiibe edilen pozitif kontroliin aktivite degeri % 100 kabul edilerek

kalan aktiviteler hesaplandi.

5.2.5.6 Cesitli Kimyasal Maddelerin Enzim Aktivitesine Etkilerinin
Belirlenmesi

Bu ¢aligmada EDTA, B-ME, DTT ve PMSF gibi kimyasal maddelerin alkalen
proteaz aktivitesine olan etkileri belirlendi. Enzim ¢o6zeltisinin 2 ul’si, bu kimyasal

maddeleri son konsantrasyonda 1 ve 10 mM igerecek sekilde 50 mM glisin-NaOH
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pH, 10.5 tampon ile 50 ul’ye tamamlanarak 30 °C’ta 30 dakika siireyle inkiibe
edildikten sonra optimal tepkime kosullarinda standart aktivite testleri yapildi. Ayni
sartlarda inkiibe edilen ancak kimyasal madde igermeyen enzim Ornegi pozitif
kontrol olarak kullanildi ve bu 6rnegin aktivite degeri % 100 kabul edilerek kalan

aktiviteler saptandi.

5.25.7. Cesitli Stabilizatorlerin Enzimin Sicakhk Kararhhgmna
Etkilerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismada DMSO, etilen glikol ve gliserol % 10 veya % 30 oranlarinda,
CaCl, 10 mM konsantrasyonda kullanilarak anilan stabilizatorlerin enzimin sicaklik
kararliligr iizerine etkileri irdelendi. Bu c¢alismada, enzimin 2 pl’si son
konsantrasyonda istenilen oranda stabilizator igerecek sekilde 50 mM glisin-NaOH,
pH 10.5 tampon ile 50 pl’ye tamamlandi ve 50 veya 60 °C'ta 15 dakika inkiibe
edildikten sonra optimal kosullarda standart aktivite testleri gergeklestirildi. Pozitif
kontrol olarak stabilizator icermeden ayni sartlarda inkiibe edilen enzim Ornegi
kullanild1 ve bu Grnegin aktivite degerleri % 100 kabul edilerek kalan aktiviteler
hesaplanda.

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin CaCl, varliginda, 50 ve 60 °C sicakliklarda
zamana bagli sicaklik kararliliginin irdelendigi ¢alismada, son konsantrasyonda 10
mM CaCl, iceren uygun goriilen miktarda 1/25 enzim diliisyonu belirlenen
sicakliklarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirerken diizenli araliklarla drnek
alinarak optimal sartlarda aktivite testi uygulandi. CaCl, igermeksizin dogrudan
aktivite testine almman Ornek pozitif kontrol olarak kullanildi. Pozitif kontroliin

aktivite degeri % 100 kabul edilerek kalan aktiviteler saptandi.
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6. BULGULAR

6.1. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteazimin Uretilmesi icin
Uygun Besi Yerinin Secilmesi

Bu tez calismasinin biyolojik kaynagini olusturan yerel izolat Bacillus sp.
P22'min topraktan izole edildikten sonra sivi besi yerinde hiicre dis1 enzim
iiretkenliginin degerlendirildigi ilk ¢alismalarda optimal enzim {iretimi i¢in secilen
besi yeri bilesimi % 4 jelatin igeren NB besi yeri (% 0,3 et 6ziitii, % 0,5 pepton, pH 7
[Battal, 2004]), bu calismanin baslangicinda da ilgili soydan enzim iretimi i¢in
denenmis, ancak hiicreler s6z konusu besi yerinde iiretilememistir. Ortamda bulunan
jelatinin pH'da yol acabilecegi azalmanin hiicre biiylimesini engelleyebilecegi
disiiniilerek yapilan c¢alismalarda besi yeri pH'sinin 4'e diistiigii goriilmiis, bu
nedenle ilgili besi yerinde kullanilan jelatinin miktar1 % 1'e diisiiriilmiis (Besi yeri 5),
yant sira farkli besi yerleri de optimal enzim {iretimi i¢in denenmistir.

Bu baglamda gergeklestirilen ¢alismalarda; Bacillus sp. P22 on iki farkli besi
yerinde, Bolim 5.2.2.1°de detaylar1 anlatilan kosullarda inkiibe edilerek hiicre
biiylimesi ve enzim aktivitesi 72 saate kadar izlendi. Kullanilan besi yerleri arasinda,
inkiibasyonun 24. saati sonunda en yiiksek proteolitik aktivitenin gozlendigi 12
numarali besi yeri (% 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri), kisa siirede yiiksek
seviyede enzim iiretimini saglamasi nedeniyle dikkat ¢ekti. Bu nedenle bu ¢alismada
elde edilen veriler genel olarak 24. saat sonundaki hiicre biiylimesi ve proteolitik
akitivite baz alinarak degerlendirildi. Bu ¢alismada kullanilan tiim besiyerlerinin 24.
saat sonunda elde edilen alkalen proteaz aktiviteleri ve hiicre biiylimesi degerleri
Tablo 6.1°de, 72 saate kadar hiicre biliylimesi ve enzim aktivitesini gésteren grafikler

ise Sekil 6.1 ve Sekil 6.2°de verildi.

Buna gore; yukarida belirtilen 5 numarali besi yerinde hiicrelerin yine
tiremedigi goriildli. Dolayisiyla bu besi yeri ile gerceklestirilen ¢alismada enzimatik
aktivite degerlendirilemedi. 1, 2, 8 ve 11 numarali besiyerlerinde tireme ¢ok diisiik
diizeylerde (Asoo = 0,2 - 0,85) kalirken, en yiiksek tiremenin (Agoo = 10,11) % 3
oraninda Triptic Soy Broth i¢ceren 6 numarali besi yerinde oldugu kaydedildi. 3, 4, 7,

10 ve 12 numarali besi yerlerinde hiicre biiylimesinin benzer diizeylerde (4,79 - 6,57)
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oldugu, 9 numarali besi yerinde ise 24. saatin sonunda ancak 1,95 Agy degerine
ulastigi belirlendi (Tablo 6.1).

1, 4, 6, 10 ve 12 numaral1 besi yerlerinde dikkate deger diizeylerde enzimatik
aktivite elde edildi. Enzimatik aktivitenin belirlendigi bu besi yerlerinde genel olarak
aktivitenin hiicre biiyiimesine paralel olarak gelistigi goriildii. Bu besi yerlerinde
inkiibasyonun 24. saati sonunda elde edilen aktivite degerleri, sirasiyla, 35,8; 24,3;
40,0; 18,0 ve 86,5 U/ml/dk olarak belirlenirken, besi yeri 2 ve 3 i¢in, sirasiyla, 1,04
ve 9,05 U/ml/dk bulundu. 7, 8, 9 ve 11 numarali besi yerlerinde ise enzimatik
aktivite belirlenemedi (Tablo 6.1).

Inorganik azot kaynaklarmin ve karbon kaynag olarak glukozun kullanildig1 2
ve 8 numarali besi yerleri ile Proteoz pepton ve siit tozunun kullanildigi 1 numarali
besi yerinin her {iciinde de 0,2 Agyo diizeyinde ¢ok diisiik miktarlarda hiicre biiylimesi
goriilmesine karsin, bu {li¢ besi yerinde elde edilen enzimatik aktivite degerleri ¢ok
farklidir. % 1 glukozun kullanildigi besi yeri 8'de hi¢ aktivite elde edilmezken, % 0,6
glukoz igeren besi yeri 2'de 24. saatte 1,04 U/ml/dk diizeyinde aktivite elde edildi,
ancak 28. saatten itibaren sifira diistiigii goriildii. Bu kiiltiirlerde hiicre biiyiimesi ve
aktivite 48. saate dek izlendikten sonra ne liremede ne de aktivitede bir degisiklik
gozlenmediginden kiiltiirler durduruldu. Hiicre biiylimesinin 24. saatte 0,24 oldugu 1
numarali besi yerinde bityiimenin kiiltiiriin durduruldugu 72. saatin sonunda da ancak
0,37 Asoo degerine ulastigr goriildi (Sekil 6.1). Buna kargin 24. saatte 35,8 U/ml/dk
olarak belirlenen enzimatik aktivite, kiiltiiriin sonlarina dogru artis gostererek 53,20
U/ml/dk diizeyine ulast1 (Sekil 6.2).

% 1 jelatin disinda igerikleri ayni olan 3 ve 4 numarali besi yerlerinde 24.
saatteki hiicre biiylimeleri ayni1 diizeyde (sirasiyla, 5,89 ve 5,51 Aggo) goriilmekle
birlikte, proteolitik aktivite, ek olarak % 1 jelatinin kullanildig1 besi yeri 4'te 24,3
U/ml/dk diizeylerine ulasti (Tablo 6.1). Bu kiiltiirde goriilen en yiiksek enzimatik
aktivite degeri (43,43 U/ml/dk) 31. saatte logaritmik fazin sonunda belirlenmis olup,
daha sonra hiicre biliylimesine paralel olarak diismeye basladi ve kiiltiiriin
sonlandirildig1 72. saatte 17,73 U/ml/dk'ya geriledi (Sekil 6.2). Besi yeri 3'te ise en
yiiksek aktivite kiiltiiriin duragan fazinda 28. saatte 11,53 U/ml/dk olarak belirlendi
ve 31. saatten sonra hizla diiserek 48. saatte sifira ulast1 (Sekil 6.2). Bu nedenle bu
kiiltiir de daha ileri saatlerde izlenmedi.

En yiiksek liremenin goriildiigii 6 numarali TSB besi yerinde elde edilen

proteolitik aktivite, kiiltiiriin duragan faza girdigi 31. saatte en yiiksek degerine ulasti
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(47, 27 U/ml/dk), ancak bu saatten sonra hizla azalarak 55. saatte sifira diistii (Sekil
6.2). Buna karsin hiicre biiyiimesinin 72. saate dek yaklasik ayni1 degerlerde kaldigi
gortldii (Sekil 6.1).

Maya 06ziitii ve kazeinin kullanildig1 besi yeri 7'de hiicre biiyiimesinin en
yiiksek degerine (7,3 Aggo) 28. saatte ulastigi, 31. saatten sonra 5,5 Ago degerlerine
diiserek 72. saatin sonuna dek bu diizeylerde kaldigi goriildii (Sekil 6.1). Bu besi
yerinde proteolitik aktivite belirlenmedi.

Besi yeri 9 - 12 Horikoshi besi yerinin farkli versiyonlarini olusturmaktadir.
Besi yeri 9 % 1 glikoz i¢eren Horikoshi besi yeri (Horikoshi 1), Besi yeri 10 % 1
nisasta igeren Horikoshi besi yeri (Horikoshi 1), Besi yeri 11 maya 06ziitii icermeyen
Horikoshi Il besi yeri, Besi yeri 12 ise % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeridir.
Besi yeri 9'da hiicre biiylimesinin kiiltiiriin 28. saatinde en yiiksek diizeyi olan 3,0
Agoo degerine ulastigi goriildii ve 72. saatin sonuna dek ayni diizeylerde kaldr (Sekil
6.1). Buna karsin bu kiiltiirde proteolitik aktivite elde edilemedi. Benzer sekilde besi
yeri 11'de de hiicre biiylimesi en fazla 2,48 Agoo (55. saat) degerine ulast1 ve kiiltiiriin
sonuna dek bu diizeylerde kaldi. Maya 0ziitii icermeyen Horikoshi II besi yeri ile
gerceklestirilen bu caligmada kiltliirtin - 32. saatine dek proteolitik aktivite
goriilmemesine karsin, 48. saatten itibaren diisiik diizeylerde (5,6 U/ml/dk) de olsa
aktivite elde edildi (Sekil 6.2). Maya o6ziitii igeren Horikoshi Il besi yerinde (besi yeri
10) ise Hiicre biiylimesi ve aktivite kiiltiirin baslangicindan itibaren paralel seyretti.
Bu besi yerinde hiicre biliylimesinin 28. saatte 7,73 Agoo degerine ulastig1 ve kiiltiiriin
sonuna dek yaklasik ayni diizeylerde kaldigi goriildii. Bu kiiltiirde en yliiksek
enzimatik aktivite 24. saatte 18,1 U/ml/dk olarak belirlendi. Bundan sonra azalarak
72. saatin sonunda 5,61 U/ml/dk degerine diistii (Sekil 6.2). Bu ¢alismada en yiiksek
aktivitenin elde edildigi besi yeri, 12 numarali % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi
yeri oldu. Bu kiiltirde tireme ve aktivite 10 numarali besi yerine benzer sekilde
kiiltliriin baslangicindan itibaren paralel olarak seyretti, ancak akivite degerleri ¢cok
daha yiiksek bulundu. En yiiksek proteolitik aktivite (86,5 U/ml/dk) logaritmik fazin
sonunda elde edildi ve aktivite degerleri kiiltiiriin sonuna dek benzer diizeylerde kald1
(Sekil 6.2). Logaritmik fazin sonunda (24. saat) 4,97 Ay degerine ulasan hiicre
biiylimesi, kiiltiiriin sonuna dek azalmadan devam etti (Sekil 6.1).

Bu ¢aligma sonucunda elde edilen bulgularin degerlendirilmesiyle, 24. saatten

itibaren en fazla alkalen proteaz aktivitesinin belirlendigi 12 numarali besi yeri ile
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inkiibasyon kosullarmin belirlenecegi optimizasyon c¢alismalarina gegilmesine karar
verildi.

Tablo 6.1: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretilmesi i¢in kullanilan farkli besi
yerlerinde 24. saat sonunda elde edilen hiicre biiylimesi ve aktivite degerleri.

— N ™ [ | © |~ |0 o S 9 19
g |g g |lg|g|e|g|g|e| 5|8 |8
M O 0| m o m o0 |0 |8 [ 8 |a

Hiicre

Biiyiimesi |0,24 0,23 |5,89|5,51/0,01| 10,1 [4,79| 0,2 | 1,95 | 6,57 | 0,85 |4,97

(Ae_soq)

AKVItE | op 011 041905 24.3]0,00| 40.0 |0,00(0.00] 0,00 18,0 0.00 | 86,5

(U/ml/dk)
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6.2. Inkiibasyon Kosullar1 ve Besi Yeri Bilesenlerinin
Optimizasyonu Cahismalari

Enzim f{retimi i¢in % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri (Besi yeri 12)
kullanimi kararlastirildiktan sonra inkiibasyon kosullarinin optimizasyonuna yonelik
calismalara ge¢ildi. Bu asamada; bakteri stoklarinin farkli  yOntemlerle
canlandirilmasi, inkiibasyon sicakligi, besi yeri pH’s1, havalandirma orani, ¢alkalama
hizi, asilama oran1 gibi degiskenlerin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi
tizerine olan etkileri belirlendi. Bir sonraki adimda ise; % 1 siit tozu i¢eren Horikoshi
besi yeri igerigine gesitli karbon, organik ve inorganik azot kaynaklari ile gesitli
metal tuzlari eklendi ve bunlarin enzim {iretimine olan etkileri irdelendi. Takip eden
calismalarda daha ileri besi yeri optimizasyonu gergeklestirilmesi amaciyla, besi yeri
bilesenlerinin farkli kombinasyonlari ile ¢esitli konsantrasyonlarinin alkalen proteaz
tiretimini ne sekilde etkiledigi belirlenerek optimizasyon ¢aligmalari tamamlandi.

Farkl sicakliklarda saklanmakta olan bakteri stoklarindan bir veya iki asamada
hazirlanan 6n kiiltiirle asilanan kiiltiirlerde enzim aktivitesi ve hiicre biiyiimesi 48
saat boyunca takip edildi. Bu amagla yapilan ¢alismalarda; - 20 °C ve - 80 °C bakteri
stoklarinin sivi ve katt LB besiyerlerinde, Bolim 5.2.2.2'de anlatildig1 sekilde, bir
veya iki agamada canlandirilmasiyla elde edilen alt1 farkli on kiiltiirden gelen alt1
yeni kiiltiir olusturuldu. inkiibasyonun 24. saati sonunda -20 ve — 80 °C stoklarinin
bir agamali olarak canlandirilmasiyla hazirlanan kiiltiirlerde en yiiksek aktivite degeri
belirlendi. - 20 °C bakteri stogunun bir agsamali olarak canlandirilmasiyla hazirlanan
kiiltiirtin 24. saat aktivite degeri % 100 kabul edilerek goreceli aktiviteler hesaplandi
(Tablo 6.2). Buna gore; - 20 °C ve - 80 °C bakteri stoklarinin bir asamada
biiyiitiilmesiyle elde edilen 6n kiiltiirlerin kullanildig1 bakteriyel kiiltiirlerde alkalen
proteaz aktivitelerinin, iki asamada biiylitiilen 6n kiiltiirlerden hazirlanan kiiltiirlere
oranla 6nemli derecede yiiksek oldugu; buna karsin + 4 °C'da korunan hiicrelerle
hazirlanan 6n kiiltirlerin kullanildig1 bakteriyel kiiltiirlerde proteaz aktivitesinin bir
asamali veya iki asamali olarak hazirlanmasinin enzimatik aktivitede onemli bir
degisiklige yol agcmadigir ve her iki durumda da - 20 °C ve - 80 °C stoklarinin
kullanildig: kiiltiirlerden daha diisiik diizeylerde oldugu gézlendi.

Kiiltiirlerin tiimiinde gdzlenen hiicre biiylimesi degerlerinin 24-31 saat
araliginda genel olarak sabit kaldig1 ve birbirleri ile benzesik oldugu goriildii (Sekil

6.3). + 4 °C'ta korunan hiicrelerden tek asamada, - 20 °C ve - 80 °C stoklarindan iki
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asamada hazirlanan 6n kiltirlerin kullanildig: kiiltiirlerde ise 48. saatte bir ivme
kazanarak 6,0 / 8,0 Aggo diizeylerine ¢iktig1 gozlendi (Sekil 6.3).

Bu sonuglar 1s18inda bundan sonraki ¢alismalar icin kullanim kolayligi
gozetilerek — 20 °C stogunun kullanilmasma karar verildi. Calisma boyunca
hazirlanan tiim 6n kiiltiirler — 20 °C stogunun 37 °C'ta gece boyu biiyiitiilmesiyle
(yaklasik 16 saat) elde edildi.

Tablo 6.2: Farkli sekillerde hazirlanan 6n kiiltiirlerle agilanan Bacillus sp. P22
kiiltiirlerinde 24. saat sonunda elde edilen hiicre biiyiimesi, aktivite ve goreceli
aktivite degerleri.

— — — (q\] (@\] [\

B s = 8 = 8 B s == ==

)%.0 2 . )%1) 2 . )%D 2 . )%[) He) - )%D 2 - )%D 2 -
. S i e N [ S R e ,_..—4=S g e N =S e | H—4:3
On Kiltiir mggmggmggwgzsmgzsmgg

2-)@_«9@;%9@;%9@&9@&00@3

of |oF |8 |98 |o& |+ &

fﬂ % 7 ‘ﬂ % 7

Hiicre Biiyiimesi 3.27 3,81 4,47 2,95 3,65 4,99
(Asoo)

Aktivite (U/ml/dk) | 80,2 | 80,07 | 56,54 | 44,06 | 30,26 | 59,21

Goreceli Aktivite
(%)

100 99,8 70,5 54,9 37,7 73,8
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6.2.1. Inkiibasyon Sicakhgimin Alkalen Proteaz Uretimi Uzerine
Etkisi

Inkiibasyon sicakliginin enzim iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla
gergeklestirilen calismada 30, 37, 45 ve 50 °C sicakliklarda inkiibe edilen kiiltiirlerde
hiicre bliyiimesi ve enzim aktivitesi 48 saat boyunca takip edilerek elde edilen
sonuclar degerlendirildi (Sekil 6.5 ve Sekil 6.6). Buna gore; en yiiksek proteaz
aktivitesi 30 °C sicaklikta inkiibe edilen kiiltiirde goriildii. Sicakligin artmasinin
enzim {iretimini azalttig1 belirlendi. inkiibasyon sicakliginin 30 °C oldugu kiiltiirde
enzimatik aktivitenin en yiiksek degerine (81,83 U/ml/dk) 24. saatte ulastigi,
kiiltiirin 28 - 48. saatleri arasinda c¢ok fazla azalmadan devam ettigi goriildi (Sekil
6.6). Enzimatik aktivitenin 37 °C inkiibasyon sicakliginda hizla diiserek 25 - 28
U/ml/dk degerlerine geriledigi, 45 °C inkiibasyon sicakliginda ¢ok yavas artarak 48.
saatin sonunda ancak 7,42 U/ml/dk degerine ulastigi, 50 °C'ta ise 24. saatte goriilen
6,6 U/ml/dk aktivite degerinin 28. saatten sonra sifir oldugu belirlendi (Sekil 6.6).

30 °C'ta caligilan kiiltiirde en yiiksek enzimatik aktivitenin biiylimenin
logaritmik fazinin sonunda elde edildigi, durgun fazda proteolitik aktivitenin hiicre
biliylimesine paralel olarak yaklasik aynmi1 diizeylerde seyrettigi goriildii. Bu kiiltlirde
24. saatte 4,48 Agoo degerine ulasan hiicre biiyiimesi kiiltiiriin sonuna dek bu
diizeylerde kaldi (Sekil 6.5). En yiiksek hiicre biiytimesi 45 °C sicaklikta inkiibe
edilen kiiltiirde goriiliirken, 50 °C inkiibasyon sicakliginda bakteri biiylimesinin
baskilandigi belirlendi. 45 °C'ta hiicre biiylimesinin 31. saatte en yiiksek degerine
(6,8 Asoo) ulastigi, kiiltlirin sonlandirildigi 48. saate dek aymi diizeyde kaldigt
goriildii (Sekil 6.5). 50 °C'ta Agoo degerinin yavasca artarak 48. saatin sonunda ancak
2,27 degerine ulastigl, enzimatik aktivitenin ise 24. saatten sonra biitlinliyle
baskilandig1 belirlendi (Sekil 6.5 ve Sekil 6.6). 37 °C inkiibasyon sicakliginda ise;
enzimatik aktivitenin goriilldiigii 24. saatte 3,64 Ago olan hiicre biiylimesinin, 48.

saatin sonunda 5,51 degerine ulastigi, buna karsin enzimatik aktivitenin ayni
diizeylerde kaldig1 goriildii (Sekil 6.5 ve Sekil 6.6).
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6.2.2. Besi yeri pH’sinin Alkalen Proteaz Uretimi Uzerine Etkisi

Besi yeri baslangi¢ pH'sinin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi
tizerine etkilerinin incelendigi bu ¢alismada; bakteriler pH 7 ve pH 10 degerlerinde
hazirlanan % 1 siit tozu i¢eren Horikoshi besi yerlerinde 79 saat boyunca inkiibe
edildiler. Calismanin sonucunda elde edilen verilerle hazirlanan biiylime egrisi ve
enzimatik aktivite grafikleri Sekil 6.7 ve Sekil 6.8'de goriilmektedir. Buna gore;
notral pH’da hiicre biiyiimesi ve proteaz aktivitesinin zamana bagli olarak paralel bir
sekilde arttigi, 28. saatte hiicre biiyiimesinin (3,93 Agg) Ve aktivitenin (81,88
U/ml/dk) en yiiksek degerlerine ulastigi; hiicre bilyiimesinin ¢aligmanin sonuna dek
(79. saat) bu diizeylerde kaldigi, buna karsin proteaz aktivitesinin 52. saatten sonra
yavasca azalarak 64,64 U/ml/dk’ya distigii belirlendi (Sekil 6.8). Baslangic pH
degerinin 10 oldugu besi yeri ile gergeklestirilen ¢alismada ise; 31. saatte baslayan
hiicre biiyiimesinin bu saatten sonra hizla artarak 48. saatte 1,88 Aggy degerine
ulastig1, sonrasinda yavaglayarak calismanin sonunda 2,57 Agpo degerine vardigi
goriildii (Sekil 6.7). Proteaz aktivitesinin de benzer sekilde 31. saatten sonra ani bir
artis gosterdigi ve inkiibasyonun 72. saatinde 17,82 U/ml/dk degerine ulastig
belirlendi (Sekil 6.8). Bu galisma sonucunda, notral pH’daki besi yeri ile ¢alismalara

devam edilmesine karar verildi.

83



‘18yeIs 1sowmAng a1ony
YIJeeS 6/ D{OPULIdA 1S9q IYSONLIOH UAIdSI NZ0) JNS | 9, UR[0 (] dA £ 11339p Hd didue[Seq ununios zzd “ds snjjioeg :2°9 S

(1eeS) uBWIEZ

6/ 9/ 4 ss 7S 8% 1€ 8T vz L 4
m’
S0
I
ST
0T Hdm
4
/Hdm
ST
€
s
¥
Sy

84

("¥y) awain




"131JeI3 9JIAI[E YNBWIZUD
YI[eES 6/ D[OPULIdA 1S9q IYSONLIOH UAIdSI NZ03 JNS [ 9, Ue[o (] A £ 11039p Hd diduelSeq ununios zzd “ds snjjioeg :8'9 o8

(1ees) uewez
6L 9L [ S8 4 8¥ 1€ 8¢ ve L 14

(0]

0¢

(0}

0T Hdm

ov
[Hdm

0s

09

(074

0g

06

85

Cip/1w/n) 2uAmpy




6.2.3. Havalandirma Oram ve Calkalama Hizimn Alkalen Proteaz
Uretimi Uzerine Etkileri

Bu calismada ¢esitli havalandirma oranlarmin hiicre biiyiimesi ve alkalen
proteaz iiretimine etkileri belirlendi. Buna gore; hiicre biiylimesinin her kosulda
benzer diizeylerde (4,03 — 5,31 Aggo) oldugu, buna karsin proteaz {iretiminin 1/5, 1/8
ve 1/10 havalandirma oranlarinin kullanildig: kiiltiirlerde en yiiksek ve birbirleriyle
benzesik degerlerde oldugu; 1/3 havalandirma oraninda ise enzimatik aktivitenin ilk
31 saatte diger kiiltiirlere gorece genel olarak % 20-25 daha diisiik oldugu, ancak 48.
saatte diger kiiltiirlerle aym1 diizeylere ulastigi gortldi (Sekil 6.9 ve Sekil 6.10).
Kiiltiirtin 24. saatinde en yiiksek proteaz aktivitesi (84,32 U/ml/dk) veren 1/5
havalandirma oranina sahip kiiltliriin aktivitesinin 100 kabul edilerek hesaplandig
goreceli aktivite degerleri karsilastirildiginda; 1/10 havalandirmaya sahip kiiltiirde
goreceli aktivitenin % 97,5 ile 1/5 oraminda havalandirmaya sahip kiiltiiriin
aktivitesine ¢cok yakin oldugu; 1/8 oraninda havalandirmaya sahip kiiltiiriin goreceli
aktivitesinin % 86,4; 1/3 havalandirma oraninda ise bu degerin % 75,6 oldugu
goriilmektedir (Tablo 6.3). Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, 1/5 ve 1/10
havalandirma oranlar1 6ne ¢ikmakla birlikte, daha fazla kiiltiir hacmine olanak
saglamasi nedeniyle c¢alismalarda 1/5 havalandirma oraninin kullanilmasina karar

verildi.

Tablo 6.3: Farkli havalandirma oranlarinin kullanildigi Bacillus sp. P22 kiiltiirlerinde
24. saat sonunda elde edilen hiicre biiyiimesi, aktivite ve goreceli aktivite degerleri.

Havalandirma Orani 1/3 | 1/5 | 1/8 | 1/10
Hiicre Biiyiimesi (Agoo) | 4,55 | 5,31 | 4,76 | 5,11
Aktivite (U/ml/dk) 63,82 184,31|72,87 82,28
Goreceli Aktivite (%) 75,6 | 100 | 86,4 | 97,5
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Calkalama hizinin alkalen proteaz {iretimi {izerine etkilerinin irdelendigi
calisma 150, 200 ve 250 rpm ¢alkalama hizlarinda gergeklestirildi ve elde edilen
sonuglar Tablo 6.4 ile Sekil 6.11 ve Sekil 6.12'de gosterildi. Her {i¢ ¢alismada da en
yiiksek enzimatik aktivite hiicrelerin durgun faza girdigi 24. saatten sonra goriildii.
Proteaz aktivitesinin en yiiksek oldugu 24-31. saatler arasinda hiicre biiytimesi; 150
ve 250 rpm calkalama hizlarinda gergeklestirilen ¢aligmalarda, ortalama 4.0 Agoo;
200 rpm c¢alkalama hizinda gergeklestirilen ¢alismada ise 5.0 Aggo bulundu (Sekil
6.11). En yiiksek proteaz aktivitesi 200 ve 250 rpm ¢alkalama hizlarinda yaklasik 80
U/ml/dk; 150 rpm galkalama hizinda ise 45 U/ml/dk goriildii (Sekil 6.12). 200 ve 250
rpm c¢alkalama hizlarinda elde edilen enzimatik aktivite degerleri 6nemli Ol¢iide
degismemekle birlikte, 200 rpm c¢alkalama hizinda gergeklestirilen galismada en
yiiksek aktivite degerlerine kiiltiiriin 24. saatinde ulasildig1 ve ilerleyen saatlerde de
dikkate deger bir degisiklik goriilmediginden, calismalarin buraya dek kullanilmis

olan 200 rpm ¢alkalama hizinda siirdiiriilmesine karar verildi.

Tablo 6.4: Farkli calkalama hizlarinda biiyiitiilen Bacillus sp. P22 kiiltiirlerinde 24.
saat sonunda elde edilen hiicre biiylimesi, aktivite ve goreceli aktivite degerleri.

Calkalama Hiz1 150 200 250
rpm rpm rpm
Hiicre Biiyiimesi (Agpo) | 3,82 5,31 4,34
Aktivite (U/ml/dk) 45,28 | 84,31 | 64,64
Goreceli Aktvite (%) 53,7 100 76,6
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6.2.4. Asilama Oranmin Alkalen Proteaz Uretimi Uzerine EtKisi

Asilama oranimin alkalen proteaz iiretimine etkisinin irdelendigi ¢alismada %
1, 2, 5, 10 ve 20 asilama oranlar ile baslatilan kiiltiirlerin hiicre biiyiimesi ve enzim
aktiviteleri 48 saat boyunca belirli araliklarla alinan orneklerle izlendi. Sekil 6.13 ve
Sekil 6.14°de goriilen sonuglara gore; asilama oraninin hiicre biiylimesini onemli
Olctlide etkilemedigi, kiiltiirlerin hepsinde en yiiksek enzimatik aktivitenin biiylimenin
durgun fazinda 24 — 48 saat araliginda oldugu belirlendi. En yiiksek alkalen proteaz
aktivitesi (81,83 U/ml/dk) % 1 asilama oranmin kullanildigi kiiltiirde 24. saatte
belirlendi. Asilama oraninin artmasiyla enzimatik aktivitede diisiis gézlendi. % 1 ve
% 2 asilama oranlarinin kullanildig: kiiltiirlerde proteaz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide
degismedigi (ikinci durumda % 5 daha az); % 5 asilama oraninda aktivitenin, en
yiiksek aktivite degerine gorece yaklasik % 15; % 10 asilama oraninda % 20 ve % 20
asilama oraninda ise % 30 daha disik oldugu belirlendi. Bundan sonraki

calismalarda % 1 asilama oraninin kullanilmasi kararlastirildi.

Tablo 6.5: Farkli asilama oranlarinin kullanildigi Bacillus sp. P22 kiiltiirlerinde 24.
saat sonunda elde edilen hiicre biiyiimesi, aktivite ve goreceli aktivite degerleri.

Asilama Orant %1 % 2 %5 | %10 | % 20
Hiicre Biiytimesi (Agoo) | 4,48 | 454 | 468 | 4,72 | 4,33
Aktivite (U/ml/dk) 81,83 | 72,82 | 62,19 | 66,81 | 53,06
Goreceli Aktivite (%) 100 | 88,9 76 81,6 | 64,8
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6.2.5. Cesitli Karbon Kaynaklarimin Alkalen Proteaz Uretimi
Uzerine Etkileri

Cesitli karbon kaynaklarinin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi
tizerine etkilerinin irdelendigi bu ¢alisma; % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri
icerigindeki siit tozu yerine, ayni1 oranda glikoz, sukroz, laktoz, maltoz, fruktoz,
galaktoz, ksiloz, arabinoz, mannitol, gliserol ve nisasta igeren besi yerlerinde
gerceklestirildi. Calismada; % 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yeri pozitif kontrol,
siit tozu igermeyen Horikoshi besi yeri ise negatif kontrol olarak kullanildi. Hiicre
biiyiimesi ve enzimatik aktivite 72 saatlik inkiibasyon siirecinde belirli araliklarla
alman Orneklerle izlendi ve sonuglar Sekil 6.15 ve Sekil 6.16'da gosterildi. Buna
gore; pozitif kontrol olarak kullanilan % 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yerinde
enzimatik aktivitenin, her zaman oldugu gibi logaritmik fazin sonlarina dogru, 24.
saatten itibaren en yiiksek degerlerine ulastigi ve 72. saatin sonuna dek bu degerleri
korudugu goriildii. Negatif kontrol olarak kullanilan siit tozu i¢ermeyen Horikoshi
besi yerinde ise hemen hi¢ enzimatik aktivite goriilmedi. Calismada kullanilan
karbon kaynaklarindan, nisasta disinda hi¢ birisinin proteaz liretimini uyarmadigi,
nisastal1 besi yerinde ise aktivitenin siit tozu igeren besi yerine gorece yaklasik % 75
daha az oldugu belirlendi (Sekil 6.16 ve Tablo 6.6). Kiiltiirlerin hepsinde logaritmik
fazin 24-31. saatler arasinda sonlandig1 ve hiicre biiylimesinin en yiiksek degerine
gliserollii besi yerinde ulastig1 belirlendi (Sekil 6.15).

Farkli karbon kaynaklarinin proteaz iiretimine etkilerinin irdelendigi bu
calismada negatif kontrol olarak kullanilan ve siit tozu igermeyen yalnizca maya
Oziitii ve Proteoz pepton iceren Horikoshi besi yerinde hi¢ aktivite gézlenmemesi,
ortama eklenen karbon kaynaklarindan yalnizca siit tozunun proteaz iiretimini dnemli
Olglide uyarmasi nedeniyle Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iretimi i¢in besi

yerinde karbon kaynagi olarak siit tozunun kullanimina karar verildi.
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Tablo 6.6: Farkli karbon kaynaklarinin Bacillus sp. P22 alkalen proteaz: tiretimi

tizerine etkisinin irdelendigi ¢alismada 24. saat sonunda elde edilen hiicre biiyiimesi,
aktivite ve goreceli aktivite degerleri. Negatif kontrol: Siit tozu igermeyen Horikoshi

besi yeri; Pozitif kontrol: % 1 siit tozu i¢geren Horikoshi besi yeri.

Hicre 1 apgiyite | GOrecell
Karbon Kaynagi | Biiyiimesi (U/ml/dK) Aktivite
(As00) (%)
Negatif Kontrol 4,22 1,49 1,88
Pozitif Kontrol 3,94 79,29 100
% 1 Glikoz 4,98 1,44 1,82
% 1 Sikroz 5,74 0 0
% 1 Laktoz 5,28 0 0
% 1 Maltoz 6,02 0 0
% 1 Fruktoz 6,07 0 0
% 1 Galaktoz 6,21 0 0
% 1 Ksiloz 5,04 0 0
% 1 Arabinoz 4,68 0 0
% 1 Mannitol 4,83 0 0
% 1 Gliserol 5,81 0 0
% 1 Nisasta 4,97 19,45 24,5
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6.2.6. Cesitli Organik Azot Kaynaklarmin Alkalen Proteaz Uretimi
Uzerine Etkileri

Bu ¢alismada; % 1 siit tozu i¢eren Horikoshi besi yeri igerigindeki % 0,5 maya
oziiti ve % 0,5 Proteoz pepton yerine, besi yerine % 1 oraninda katilan cesitli
organik azot kaynaklarinin hiicre biiyiimesi ve alkalen proteaz iiretimi iizerine
etkileri irdelendi. Pozitif kontrol olarak % 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yeri,
negatif kontrol olarak ise maya 6ziitii ve Proteoz pepton igermeyen Horikoshi besi
yeri kullanildi. 72 saat boyunca hiicre biiylimesi ve proteolitik aktivitenin izlendigi
kiiltiirlerde en yiiksek hiicre biiylimesi maya 6ziitiiniin kullanildig1 besi yerlerinde (%
1 maya 6ziitii ile % 0,5 N-Z amin A ve % 0,5 maya o6ziitii igeren besi yerleri)
kaydedilirken; en diisiik hiicre biiyiimesi % 1 et 6ziitii veya iire igeren besi yerleri ile
hic azot kaynagi igermeyen ve negatif kontrol olarak kullanilan besi yerinde
belirlendi. Azot kaynagi olarak N-Z amin A’nin tek basina kullanildig1 besi yerinde
gozlenen iireme miktarinin, maya 6ziitii ile birlikte kullanilan besi yerinde gozlenene
gorece % 55-75 daha az oldugu saptandi. Maya oziitlinlin tek basina % 1 oraninda
veya % 0,5 oraninda maya Oziitiiniin % 0,5 N-Z amin A ile birlikte kullanildig: besi
yerlerinde tireme miktarlarinda 6nemli bir fark gériilmedi (Sekil 6.17).

Calismada negatif kontrol olarak kullanilan ve yalnizca siit tozu igeren
Horikoshi besi yerinde gbzlenen alkalen proteaz ativitesinin, pozitif kontrol olarak
kullanilan ve siit tozuna ek olarak, maya 6ziitii ve Proteoz pepton iceren Horikoshi
besi yerinde gozlenenden yaklasik % 65 daha az oldugu goriildii. Maya 6ziitiiniin %
1 oraninda, % 0,5 maya oziiti ve % 0,5 Proteoz pepton yerine kullanilmasinin
proteaz lretiminin gecikmesine neden oldugu, ancak elde edilen en yiiksek aktivite
degerinde Onemli bir degisiklige yol agmadigi belirlendi. Buna karsin, proteoz
peptonun tek basina % 1 oraninda kulanildigi besi yerinde elde edilen proteaz
aktivitesinin, maya 0ziitli ve Proteoz peptonun birlikte kullanildig1 besi yerine gorece
% 80 daha diisiik oldugu gozlendi. % 1 oraninda et peptonu veya soytonun proteaz
iretimini Proteoz peptona gorece yaklasik % 60-65 daha iyilestirdigi goriildii. % 1
tripton veya % 0,5 N-Z amin A ve % 0,5 maya oziitiiniin kullanildig1 besi yerlerinin
alkalen proteaz tiretimi iizerine etkilerinin, maya 6ziitiiniin % 1 oraninda kullanildig:
besi yeri ile benzer oldugu goriildii. Buna karsin, N-Z amin A’nin tek basina
kullanildig1 besi yerinde elde edilen proteaz aktivitesi, maya Oziitii ile birlikte

kullanilana gorece % 35-50 daha diisiik bulundu. Besi yerinde azot kaynag olarak et
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oziitii veya jelatin kullanimimin proteaz iiretimini 6nemli olgiide etkilemedigi; tire
kullaniminin ise yaklasik % 65 azalmaya neden oldugu goriildi (Sekil 6.18).

Farkli organik azot kaynaklarinin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi
tizerine etkilerinin irdelendigi bu calisma sonucunda; besi yerinde azot kaynagi
olarak % 0.5 maya 6ziitii ve % 0,5 Proteoz pepton kullaniminin siirdiiriilmesine karar

verildi.

Tablo 6.7: Farkli organik azot kaynaklariin Bacillus sp. P22 alkalen proteaz: iiretimi
tizerine etkisinin irdelendigi calismada 24. saat sonunda elde edilen hiicre biiylimesi,
aktivite ve goreceli aktivite degerleri. Negatif kontrol: Maya 6ziitii ve Proteoz pepton
icermeyen % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri; Pozitif kontrol: % 1 siit tozu
iceren Horikoshi besi yeri.

Hicre | Aktivite Goreceli
Organik Azot Kaynag B‘Z}ﬁuﬁszf " (Uimifdk) | Aktivite (%)

Negatif Kontrol 0,43 22,66 32

Pozitif Kontrol 4,2 70,61 100
% 1 Maya Oziitii 6,89 55,54 78,6
% 1 Proteoz Pepton 1,57 12,98 18,3
% 1 Et peptonu 5,37 43,47 61,5
% 1 Tripton 5,07 50,12 70,9
% 1 Soyton 4,25 41,02 58,1
% 1 N-Z amin A 2,01 18,99 26,9
% 0,5 N-Z amin A + % 0,5 Maya Oz. 7,45 53,06 75,1
% 1 Et Oziitii 0,82 14,33 20,3
% 1 Jelatin 3,43 28,58 40,4
% 1 Ure 0,21 4,02 5,7
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6.2.7. Cesitli Inorganik Azot Kaynaklarimin Alkalen Proteaz Uretimi
Uzerine Etkileri

% 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yeri igerigindeki % 0,5 maya 6ziitii ve % 0,5
Proteoz pepton yerine, besi yerine % 1 oraninda eklenen gesitli inorganik azot
kaynaklarmin hiicre biliylimesi ve alkalen proteaz iretimi {izerine etkilerinin
irdelendigi bu calismada kiiltiirler 72 saat boyunca hiicre biiyiimesi ve proteolitik
aktivite agisindan izlendi ve sonuglar Sekil 6.19 ve Sekil 6.20°de gosterildi. Pozitif
kontrol olarak siit tozu, maya 6ziitii ve Proteoz pepton igeren Horikoshi besi yerinin,
negatif kontrol olarak ise maya 06ziitli ve Proteoz pepton icermeyen Horikoshi besi
yerinin kullanildigr bu g¢alismada; pozitif kontrol disindaki kiiltiirlerin tiimiinde
tiremenin ¢ok diisiik oldugu goriildii. Aggo degerleri pozitif kontrol olarak kullanilan
besi yerinde 5.0 diizeylerindeyken, % 1 asparajin iceren besi yerinde 2.0, diger besi
yerlerinde ise 0,2 — 0,5 diizeylerinde belirlendi (Sekil 6.19).

Proteaz {liretiminin, pozitif kontrol olarak kullanilan % 1 siit tozu igeren
Horikoshi besi yerinde 7. saatten itibaren bagladigi ve en yiiksek diizeylerine eristigi
24. saatten 72. saatin sonuna dek bu diizeylerde (75-82 U/ml/dk) kaldigi; azot
kaynag1 icermeyen negatif besi yerinde ise proteaz iiretiminin 24. Saatten sonra
belirginlesmeye basladigi, ancak enzimatik aktivitenin pozitif kontrole gorece ancak
% 30 diizeylerinde oldugu (25-35 U/ml/dk) belirlendi (Sekil 6.20).

Kullanilan inorganik azot kaynaklarindan, yalnizca, sodyum nitrat, potasyum
nitrat, amonyum siilfat, amonyum kloriir ve asparajin ile belirgin diizeylerde
proteolitik aktivite saptanirken; digerleri (amonyum fosfat, amonyum asetat ve
glisin) ile dikkate deger bir aktivite belirlenemedi (Sekil 6.20). Inorganik azot
kaynagi olarak sodyum nitrat ve potasyum nitrat igeren besi yerlerinde alkalen
proteaz aktivitesinin (30 — 38 U/ml/dk) pozitif kontrolde elde edilen aktivite
degerinin (73 — 82 U/ml/dk) yaklasik % 40’1 kadar oldugu; benzer sekilde asparajin
iceren besi yerinde gozlenen alkalen proteaz aktivitesinin (34 — 45 U/ml/dk) de
pozitif kontrole gérece yaklasik % 50 daha diisiik oldugu belirlendi. Inorganik azot
kaynagi olarak amonyum siilfat ve amonyum kloriiriin kullanildig1 besi yerlerinde
elde edilen proteolitik aktivitenin (20 — 30 U/ml/dK) ise, pozitif kontrolde elde
edilenin ancak yaklasik % 30’u kadar oldugu goriildii.

Inorganik azot kaynaklarinin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi

tizerine etkilerinin irdelendigi bu ¢aligma sonucunda; besi yerine azot kaynag olarak
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eklenen tuzlarin alkalen proteaz iiretimini artirmadigi goriildii. Azot igeren tuzlarin

kullanildig1 besi yerlerinde elde edilen proteolitik aktivite degerlerinin, ancak azot

kaynagi igermeyen ve negatif kontrol olarak kullanilan besi yerinde elde edilen

aktivite degeri kadar oldugu belirlendi (Sekil 6.20).

Tablo 6.8: Farkli inorganik azot kaynaklarinin Bacillus sp. P22 alkalen proteazi

iretimi lizerine etkisinin irdelendigi ¢alismada 24. saat sonunda elde edilen hiicre
biiyiimesi, aktivite ve goreceli aktivite degerleri. Negatif kontrol: Maya 6ziitii ve
Proteoz pepton igermeyen Horikoshi besi yeri; Pozitif kontrol: % 1 siit tozu igeren

Horikoshi besi yeri.

S flcre | aygivite | Gorecel
Inorganik Azot Kaynag: | Biiylimesi Aktivite
(Aeoo) (U/ml/dk) (%)
Negatif Kontrol 0,28 25,15 32,7
Pozitif Kontrol 5,15 76,8 100
% 1 Sodyum Nitrat 0,27 30,0 39,1
% 1 Potasyum Nitrat 0,24 31,07 40,4
% 1 Amonyum Siilfat 0,08 20,94 27,2
% 1 Amonyum Kloriir 0,47 18,9 24,6
% 1 Amonyum Fosfat 0,18 3,61 4,7
% 1 Amonyum Asetat 0,35 0,54 0,7
% 1 Glisin 0,14 0 0
% 1 Asparajin 1,4 37,81 49,2
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6.2.8. Cesitli Metal Tuzlarinin Alkalen Proteaz Uretimi Uzerine
Etkileri

Metal tuzlarmin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi {izerine etkilerinin
irdelendigi bu c¢alismada; Horikoshi besi yeri igeriginde bulunan % 0,02
MgS0O4.7H20 yerine ayni oranda farkli metal tuzlarinin eklendigi kiiltiirlerde hiicre
biiylimesi ve alkalen proteaz aktivitesi 72 saat boyunca izlendi ve sonuglar Sekil 6.21
ve Sekil 6.22'de gosterildi. Calismada % 0,02 MgSO,.7H,0 igeren Horikoshi besi
yeri pozitif; icermeyen besi yeri negatif kontrol olarak kullanildi. Besi yerinden
MgSO,'in ¢ikarilmasinin hiicre biiylimesini etkilemedigi (Sekil 6.21), buna karsin
proteaz aktivitesini % 15 disiirdigi gozlendi (Sekil 6.22). MgSO,4.7H,O yerine
MnClI,, FeCl, ve FeSO, kullaniminin hiicre bliyiimesini 6nemli 6l¢giide artirdigi, buna
karsin proteaz iiretimini biitlinliyle inhibe ettigi goriildii. Benzer sekilde besi yerine
eklenen KCl'iin de hiicre biiylimesini % 30'a kadar artirdig1 ancak, proteaz iiretimini
onemli oOlclide (yaklasik % 80) baskiladigi belirlendi. Besi ortamina eklenen
CaCl,'lin tireme tizerine etkisi olmamasina karsin, proteaz tiretimini % 80 oraninda
baskiladigr goriildii. CoCl, ve CuCl,in hiicre biiyiimesini yavaslattigi, ancak
kiltiiriin 40. saatinden sonra iliremenin, pozitif kontrolde enzimatik aktivitenin
yiiksek oldugu diizeylere eristigi; buna karsin, proteaz tiretiminin CoCl; ile biitiiniiyle
baskilanirken; CuCl; ile liremeye paralel olarak arttig1 ve liremenin normal diizeylere
eristigi 48. saatten sonra pozitif kontrolde goriilen aktivitenin % 60-75'inin elde
edildigi gozlendi. Besi yerinde ZnCl, kullaniminin biiylimeyi % 20-55; ZnSO,
kullaniminin ise yaklasik % 20 azalttigi; proteaz liretimini ise ZnCl,'liin biitiiniiyle,
ZnS0O4'n ise % 75 baskiladigi goriildii. Besi yerinde MgSOg.yerine NaCl ve MgCl,
kullanilmasinin hiicre biiylimesi iizerinde belirgin bir etkisi goriilmezken, alkalen
proteaz tiretiminde % 10 oraninda azalma belirlendi (Sekil 6.21 ve Sekil 6.22).

Besi yeri ortamina eklenen metal tuzlarmin Bacillus sp. P22 alkalen
proteazinin {iretimi iizerine etkilerinin irdelendigi bu ¢aligma sonucunda; besi yerinde
% 0,02 oraninda MgS04.7H,0O kullaniminin alkalen proteaz iiretimini hi¢ tuz
icermeyen ortama gorece % 15 artirdigi, denenen diger tuzlarm etkisinin ise proteaz
tiretimini baskilamak yoniinde oldugu goriildiigiinden, liretim ortaminda, daha 6nce

oldugu gibi, % 0,02 MgSO,.7H,0 kullanimina karar verildi.
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Tablo 6.9: Farkli metal tuzlarinin Bacillus sp. P22 alkalen proteazi iiretimi tizerine
etkisinin irdelendigi ¢aligmada 24. saat sonunda elde edilen hiicre biiyiimesi, aktivite
ve goreceli aktivite degerleri. Negatif kontrol: % 0,02 MgSO,4.7H,0 igermeyen
Horikoshi besi yeri; Pozitif kontrol: % 0,02 MgSO,.7H,0 iceren Horikoshi besi yeri.

Hicre 1 Agiyite | GOrecels

Metal Tuzlari Biiytimesi (U/mI/dK) Aktivite
(As00) (%)
Negatif Kontrol 5,01 56,14 75,6
Pozitif Kontrol 4,14 74,23 100
MqgCl, 4,06 66,68 89,8
CaCl, 5,23 14,74 19,8
KCI 5,13 14,88 20
NaCl 4,49 75,49 101
CoCl, 1,98 0 0
CuCl,.2H,0 2,82 18,77 25,2
MnCl,.2H,0 8,31 3,7 49
FeCl,.4H,0 8,07 2,35 3,61
ZnCl, 3,37 0 0
FeSO, 7,51 7,55 10,1
ZnS0,4.7H,0 3,31 9,81 13,2
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6.2.9. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteaz Uretim Besi Yeri Bilesen
Kompozisyonunun Belirlenmesi

Buraya kadar yapilan, Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi i¢in besi
yeri bilesenlerinin optimize edildigi caligmalar sonucunda, % 1 siit tozu igceren
Horikoshi besi yeri (Besi yeri 12) optimal proteaz iiretimi igin se¢ildi. Bu boliimde
gerceklestirilen calisma; besi yeri igeriginde farkli fosfat ve siilfat tuzlarinin
kullanilmasimin yani sira, optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda proteaz iiretimini
etkiledigi goriilen baz1 azot ya da karbon kaynaklari ile metal tuzlarinin, segilen besi
yeri icerigi ile bir arada kullaniminin alkalen proteaz iiretimi iizerine etkilerini
irdelemek amaciyla planlandi. Sonuglar Sekil 6.23 ve Sekil 6.24'te goriilmektedir.

Horikoshi besi yerinde bulunan % 0,5 maya 6ziitii ve % 0,5 Proteoz pepton
miktarlariin, her ikisi i¢in de, % 1'e ¢ikarilmasinin proteaz iretimininin 24-31.
saatlerde yaklasik % 20 azalmasina neden oldugu goriildii (Sekil 6.24; besi yeri 13).
Besi ortaminda maya 6ziitii ve Proteoz peptona ek olarak jelatin (% 1) kullaniminin
proteaz tiretimini % 10'a kadar artirdig1 (Sekil 6.24; besi yeri 14), tripton (% 2) veya
asparajin (% 1) kullaniminin ise, sirasiyla, yaklasik % 8 ve % 15 oraninda azalttig
gozlendi (Sekil 6.24; besi yeri 25 ve besi yeri 15).

Horikoshi besi yeri igerigine ek olarak % 0,02 NaCl kullaniminin alkalen
proteaz iretimini etkilemedigi, ancak miktarin % 0,5'e c¢ikarilmasinin proteaz
tiretimini % 57'ye kadar disiirdiigl belirlendi (Sekil 6.24; besi yeri 22 ve besi yeri
23). Besi ortaminda fosfat kaynagi olarak Ko;HPO4'in yani sira KH,PO4'in da
kullanilmasinin proteaz iiretimini énemli dlciide etkilemedigi (Sekil 6.24; besi yeri
16), potasyum fosfat tuzlar yerine sodyum fosfat tuzlarimimn kullaniminin ise 6zellikle
24-31. saatlerde 6nemli Ol¢iide azalmaya neden oldugu goriildi. Na;HPO4'm tek
basina kullanildigi durumda % 22, NaH,POy ile birlikte kullanildigi durumda ise %
50'ye kadar azalma belirlendi (Sekil 6.24; besi yeri 17 ve besi yeri 18). Benzer
sekilde, besi ortamina % 0,25 oraninda (NH,4),SO,4 eklenmesinin de ayni saatlerdeki
proteaz tiretiminde yaklasik % 30 azalmaya neden oldugu goriildi (Sekil 6.24; besi
yeri 21). Besi yerine eklenen % 0,25 oranindaki KNOj3 proteaz iiretiminde dnemli bir
degisiklige neden olmazken, ayni miktardaki NaNO3'm iiretimde genel olarak tiim
saatlerde % 35 oraninda bir azalmaya yol agtig1 gozlendi (Sekil 6.24; besi yeri 20 ve
besi yeri 19). % 0,02 CuCl; eklenmesinin ise proteaz iiretimini neredeyse biitiiniiyle

inhibe ettigi goriildii (Sekil 6.24; besi yeri 24).
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Gergeklestirilen bu c¢aligma sonucunda; % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi
yerine % 1 jelatin eklenmesiyle elde edilen 14 numarali besi yerinin (% 1 siit tozu, %
0,5 maya oziiti, % 0,5 Proteoz pepton, % 1 jelatin, % 0,1 K,HPO, % 0,02
Mg,S04.7H,0) % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi yerine gorece enzim iiretimini %
10 artirdig1 belirlendiginden, besi yeri optimizasyonuna yonelik son ¢aligmanin bu

besi yeri temelinde gerceklestirilmesi kararlastirildi.

Tablo 6.10: Bacillus sp. P22 alkalen proteaz liretim besi yeri bilesen
kompozisyonunun belirlendigi ¢alismada inkiibasyonun 24. saati sonunda elde edilen
hiicre biiyiimesi, aktivite ve goreceli aktivite degerleri. Besi yeri (B) 12: % 1 siit tozu

iceren Horikoshi (% 1 siit tozu + % 0,5 maya 06ziitii + % 0,5 Proteoz pepton + % 0,1
K2HPO, + % 0,02 MgS0.4.7H,0); B13: % 1 maya 6ziitii+% 1 Proteoz pepton; B14:
% 1 jelatin; B15: % 1 asparajin; B16: % 0,05 KH,POg; B17: % 0,1 Na,HPO,; B18:
% 0,1 Na;HPO4+NaH,PO,4; B19: % 0,25 NaNOs; B20: % 0,25 KNOs; B21: % 0,25
(NH4)2S04; B22: % 0,02 NaCl; B23: 0,5 NaCl; B24: % 0.02 CuCly; B25: % 2

Tripton.
Hiicre
Besi yeri Biiyiimesi | Aktivite (U/ml/dk) | Goreceli Aktivite (%)

(Asoo)
Besi yeri 13 7,68 50,52 72,5
Besi yeri 14 6,72 76,31 109,6
Besi yeri 15 6,13 59,75 85,8
Besi yeri 16 4,76 60,07 86,2
Besi yeri 17 4,79 54,64 78,4
Besi yeri 18 4,21 34,24 49,1
Besi yeri 19 4,45 41,93 60,2
Besi yeri 20 5,93 64,09 92
Besi yeri 21 4,9 60,79 87,3
Besi yeri 22 5,29 68,66 98,6
Besi yeri 23 4,66 31,12 447
Besi yeri 24 3,34 48,4 6,9
Besi yeri 25 6,36 60,8 86,7
Besi yeri 12 4,22 69,61 100
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6.2.10. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteaz Uretim Besi Yeri Bilesen
Derisimlerinin Belirlenmesi

Yapilan bu son calismada, 14 numarali besi yeri bilesenlerinin miktarlarinin
optimize edilmesi amaglandi. Sonuglar Sekil 6.25 ve Sekil 6.26'da gosterildi.

Sekil 6.25 ve Sekil 6.26 besi yeri 12'de standart (% 1 siit tozu igeren), Sekil
6.25 ve Sekil 6.26 besi yeri 14'te ek olarak % 1 jelatin igeren standart Horikoshi besi
yerleri goriilmektedir. Buna gore; jelatin igeren besi yerindeki hiicre biiyiimesinin
icermeyene gorece % 40 daha fazla oldugu ve enzim iiretiminin de yaklasik % 10
arttig1 belirlendi. Besi yerindeki jelatin miktarinin % 0,5'e disiiriillmesinin (besi yeri
33) hiicre biiylimesini 48. saatten sonra yaklasik % 50 artirdigi, buna karsin enzim
tiretiminin ilk 31 saatte % 27, 48. saatten sonra ise % 6 daha diisiik oldugu belirlendi.
Besi yerinde kullanilan jelatinin % 2'ye ¢ikarilmasinin (besi yeri 34) ilk 31 saatteki
hiicre biiylimesini % 60'a kadar azalttigi, sonraki saatlerde tiremenin % 1 siit tozu
iceren besi yeri ile ayn1 degerlere ulagsmasina karsin, enzim iiretiminin tiim saatlerde
yaklasik % 60 daha az oldugu goriildii.

Horikoshi besi yerinden siit tozunun biitiiniiyle ¢ikarilmasmin (besi yeri 26)
hiicre biiylimesini 0,1-0,5 Aggo diizeylerine diisiirdiigii ve enzim iiretimini tiimiiyle
inhibe ettigi; siit tozunun % 0,5 oraninda kullanilmasmin (besi yeri 27) ise, hiicre
biiyiimesini ortalama % 40-50 oraninda diisiirdiigi, buna karsin en fazla enzim
tiretiminin 48-72. saatler arasinda ve % 1 siit tozu igerene (besi yeri 12) gorece
yaklasik % 70 az oldugu belirlendi. Siit tozunun besi yerinde % 2 oraninda
kullanilmasinin (besi yeri 28) ilk 31 saatteki hiicre biiyiimesini yaklasik % 50'ye; 48-
72. saatlerde ise % 25'e kadar diisiirdiigii; enzim tretimini de ilk 31 saatte % 50-77,
48. saatten sonra ise % 29 azalttig goriildii.

Horikoshi besi yerinde % 0,5 oraninda kullanilan maya Oziitiiniin, besi
yerinden biitiiniiyle ¢ikarildigi (besi yeri 29) ve % 1 oraninda kullanildig1 (besi yeri
30) calismalarda enzim iretiminin onemli Ol¢iide etkilendigi goriildii. Maya Oziitii
icermeyen besi yerinde, Olgiilebilir enzimatik aktivitenin alindig1 48-72. saatlerde
hiicre biiylimesinin yaklasik % 40, enzim iretiminin de % 80'den fazla azaldig:
belirlendi. Maya o6ziitiniin % 1'e ¢ikarildigi durumda; hiicre biiyiimesinin ilk 31
saatte % 20; enzim iretiminin 24. saatte % 63, 28-31. saatlerde ise % 47 daha az

oldugu; tiremenin 48. saatten sonra % 0,5 maya 6ziitii iceren 14 numarali besi yeri ile
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aynit degerlere ulasmasina karsin, enzim iretiminin % 27 daha diisiik oldugu
gozlendi.

Proteoz pepton miktarinin % 0,5'ten % 1 ¢ikarilmasinin (besi yeri 32) tiremede
% 17'lik bir diisiise yol acarken, enzim iiretimini % 28 diisiirdiigli; besi yerinden
timiiyle ¢ikarilmasimin (besi yeri 31) ise; iremeyi % 22 azaltirken, enzim {iretimini
% 41 azalttig1 bulundu.

Besi yerinde fosfat kaynagi olarak kullanilan K,HPO4 miktarlar1 % 0 - 0,3
araliginda denendi. Hi¢ K;HPQO, icermeyen besi yerinde (besi yeri 35) hiicre
bliylimesi tiim calisma boyunca ortalama 4.9 Agg degerlerinde kalirken; enzim
tretimi 14,38 U/ml/dak'dan 30,40 U/ml/dak'ya kadar siirekli bir artis gosterdi. Bu
degerler % 0,1 KoHPOg, igeren 14 numarali besi yeri ile karsilastirildiginda; tiremenin
ortalama % 25; enzim iiretiminin ise % 82 (24. saat) ile % 65 (72. saat) daha az
oldugu bulundu. % 0,3 K;HPO, kullanilan besi yerinde (besi yeri 36) ise; hiicre
biliylimesi ¢alismanin ilk yarisinda (24-31. saatler) % 25 daha azken, ikinci yarida
(48-72. saatler) % 4 artmis olmasina karsin, enzim tiretimi tiim ¢alisma boyunca %
21 daha diisiik bulundu.

Alkalen proteaz liretim besi yerinde bulunan son parametre MgSO4'in besi
ortamindan ¢ikarilmasinin (besi yeri 37) hiicre biiyiimesini % 23, enzim iretimini %
30 azalttig1 goriildii. MgSO, derisiminin 10 kez arttirilmasi (% 0,2) (besi yeri 38); ilk
31 saatteki hiicre biiyiimesini % 42, enzim {iiretimini % 46 azaltirken; 48. saatten
sonra hiicre biiyiimesindeki azalma % 21, enzim iretiminde ise % 31 oldu. Besi
yerinde kullanilan MgSQO, derisiminin % 0,5'e ¢ikarilmasinin (besi yeri 39); hiicre
biiylimesini 24-31. saatlerde % 46, 48-72. saatlerde ise % 21 azalttigi goriildii. Enzim
tretiminde 24. saatte % 65 azalma belirlenirken; 28-55. saatler arasinda proteaz
tiretiminin ayni diizeylerde kaldigi, ancak % 0,02 MgSOy iceren besi yerine gorece
ortalama % 46 daha diisiik oldugu, 72. saatte ise proteaz iiretimindeki azalmanin %

35 diizeyinde oldugu goézlendi.
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Tablo 6.11: Bacillus sp. P22 alkalen proteaz iiretim besi yeri bilesen derisimlerinin
belirlendigi ¢aligmada inkiibasyonun 24. saati sonunda elde edilen hiicre biiyiimesi,
aktivite ve goreceli aktivite degerleri. Besi yeri 12: % 1 siit tozu i¢eren Horikoshi (%
1 siit tozu + % 0,5 maya 6ziitii + % 0,5 Proteoz pepton + % 0,1 K;HPO4 + % 0,02
MgS0,.7H,0); Besi yeri 14: Horikoshi + % 1 jelatin. Diger besi yeri bilesenleri i¢in
Bkz. Tablo 5.3; sayfa 54.

Besi yeri Bi?ylili(r:xsi Aktivite G_t')r_eceli
(U/ml/dk) Aktivite (%)
(Aso0)

Besi yeri 14 6,99 78,66 107,7
Besi yeri 26 0,18 0 0

Besi yeri 27 3,84 2,75 3,63
Besi yeri 28 3,19 18,18 23,9
Besi yeri 29 1,43 0 0

Besi yeri 30 5,49 29,35 38,7
Besi yeri 31 5,02 44,05 58,1
Besi yeri 32 51 70,29 92,7
Besi yeri 33 4,44 46,5 61,3
Besi yeri 34 2,09 28,9 38,1
Besi yeri 35 4,81 14,38 18,9
Besi yeri 36 5,33 62,01 81,8
Besi yeri 37 4,5 60,34 79,5
Besi yeri 38 3,96 40,57 53,5
Besi yeri 39 3,81 27,77 36,6
Besi yeri 12 5,35 75,81 100
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% 1 siit tozu ve % 1 jelatin igeren 14 numarali Horikoshi besi yeri temel
alarak gergeklestirilen bu ¢alisma sonucunda; besi yeri bilesenlerinin ortamdan
cikarilmasit ya da miktarlariin azaltilmasi veya artirilmasinin hiicre biiylimesini
¢ogunlukla, alkalen proteaz iiretimini ise her zaman azalttig1 goriildii. Bu nedenle; 14
numarali besi yeri (% 1 siit tozu, % 0,5 maya 6ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 1
jelatin, % 0,1 K;HPO4, % 0,02 Mg,SO,4.7H,0) Bacillus sp. alkalen proteazinin
iiretimi i¢in optimal besi yeri olarak secildi. Ancak, bu besi yeri ile gerceklestirilen
caligmalarda enzim iiretimindeki artisin en fazla % 10 diizeylerinde olmasi ve
kromatografi ¢aligmalarinda jelatinden kaynaklanabilecek sorunlarin indirgenmesi
amaciyla, Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin saflastirma ¢alismalarinda 12 numarali
besi yerinin (% 1 siit tozu, % 0,5 maya 6ziitii, % 0,5 Proteoz pepton, % 0,1 K;HPOy,
% 0,02 Mg,SQO,4.7H,0) kullanilmasina karar verildi.

6.3. Bacillus sp. P22°nin Zamana Bagh Hiicre Biiyiimesi ve
Alkalen Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu caligma, besi yeri bilesenleri ve inkiibasyon kosullarinin optimizasyonu
caligmalarinin tamamlanmasindan sonra, Bacillus sp. P22’nin optimal kosullarda
bliylime ve enzim aktivitesinin gozlemlenmesi amaciyla gerceklestirildi.

Boliim 5.2.3.’de ayrintilar1 verilen sekilde kiiltiire alinan bakteri susunun hiicre
biiylimesi ve enzim aktivitesi 76 saate kadar takip edildi. Bacillus sp. P22’nin,
inkiibasyonun 12. saatinde en yiiksek hiicre biiyiimesi degerine (Agoo= 5,32) sahip
oldugu, 24 ve 48 saatleri arasinda 4,00-4,50 Agpo degerlerinde seyrederken
inkiibasyonun sonunda yaklasik 5,00 Agoo degerine sahip oldugu gozlendi. En yiiksek
enzim aktivitesine beklenen sekilde 24. saat sonunda rastlanirken (78 U/ml/dK),
inkiibasyonun sonlandirildigr 76. saate kadar 78-70 U/ml/dk araliginda alkalen
proteaz aktivitesi gézlendi. Bacillus sp. P22’nin hiicre biiyliimesi ve enzim aktivitesi
grafigi Sekil 6.27°de verildi.
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Sekil 6.27: Bacillus sp. P22 soyunun % 1 siit tozu i¢ceren Horikoshi besi yerinde
zamana bagl hiicre biiylimesi ve alkalen proteaz aktivitesi grafigi.

6.4. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteazimn Biiyiik Olcekte
Uretimi ve Saflastirilmasi

6.4.1. Bacillus sp. P22 Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi ve Kiiltiir
Ust Sivisinin Toplanmasi

Enzim saflastirma c¢alismalarinda kullanilmak iizere belirlenen sartlarda toplam
1500 ml kiiltiir baslatildi. Inkiibasyonun 24. saatinde durdurulan kiiltiirlerden iist siv1

toplanarak enzim saflastirma ¢alismalarina gegildi.
6.4.2. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteazinin Saflastirilmasi

e Amonyum Siifat Derisimi ve Tampon Igeriginin Belirlenmesi

Enzimin saflastirma amaciyla biiyilk hacimde {retilmesinden Once,
saflastirmanin ilk basamagini olusturan amonyum stilfat ¢oktiirmesinde kullanilacak
tuz derisiminin ve kismen saf enzimin kararli oldugu tampon igeriginin belirlenmesi
amaciyla 6n ¢alismalar gerceklestirildi. Bu amagcla; 24. saat sonunda toplanan hiicre

kiiltiirtiniin + 4 °C 7.000 rpm’de 20 dakika santrifiijlenmesi ile elde edilen kiiltiir {ist
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stvisinin iki kat 3MM Whatman kagittan gecirilmesiyle elde edilen siiziintii dort esit
hacime ayrilarak amonyum siilfat ¢oktiirmesine alindi.

% 20, 40, 60 ve 80 tuz konsantrasyonlar ile tek basamakta ¢oktiiriilen kiiltiir
iist svilarmin + 4 °C 10.000 rpm’de 30 dakika santrifiijlenmesi ile elde edilen
peletler 50 mM Tris-HCI, pH 8.0 tampon ile ¢oziildiikten sonra, iist sivilar ise
dogrudan aktivite testine alindi. Azalan tuz konsantrasyonu ile iist sivida artan
alkalen proteaz aktivitesi, % 80’in altindaki amonyum siilfat konsantrasyonlarinda
enzimin iyi ¢okmedigine isaret etti. P22 alkalen proteazinin saflastirilmasinda tek
basamakta % 80 amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmasina karar verildi.

Coktirme adimimi izleyen diyaliz basamaginda ve sonraki saflastirma
asamalarinda kullanilacak tampon igeriginin belirlenmesi amaciyla, i¢erikleri Boliim
2.2.4.2'de verilen dort ayr1 tampon hazirlanarak, Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin
en kararl oldugu tamponun segilmesi hedeflendi. Ilk paragrafta tarif edildigi sekilde
hazirlanan kiiltiir Gst sivist % 80 amonyum siilfat ¢oktiirmesine alindi. Coktiirme
islemi sonrasinda dort esit hacime ayrilan {ist sivinin santrifiijlenmesiyle elde edilen
peletler farkli iceriklere sahip tamponlar i¢inde c¢oziildikten sonra + 4 °C’ta
geceboyu diyalize alindi. Diyaliz 6ncesi ve diyaliz sonrasinda alinan &rneklerle
aktivite testleri gergeklestirildi.

Diyaliz dncesi aktivite degerleri % 100 kabul edilerek, diyaliz isleminden sonra
kalan aktiviteler degerlendirildi (Sekil 6.28). Koruyucu icermeyen 50 mM Tris-HCI,
pH 8.0 tamponuna (Tampon 4) kars1 gergeklestirilen diyaliz sonucunda P22 alkalen
proteazinin % 70 aktivite kaybina ugradigi, buna karsin, ayni tampon icine eklenen
% 15 gliserol ve 7 mM BME'in (Tampon 1) baslangi¢ enzim aktivitesini % 78
oraninda korudugu belirlendi. Saflastirma ¢alismalarinda % 15 gliserol ve 7 mM

BME igeren 50 mM Tris-HCIL, pH 8.0 kullanimina karar verildi.
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Sekil 6.28: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin % 80 amonyum siilfat ile
¢oktiiriilmesinden sonra farkli tamponlara kars1 geceboyu gerceklestirilen diyalizi
sonrasinda kalan alkalen proteaz aktiviteleri. Tampon 1: 50 mM Tris-HCI, % 15
Gliserol, 7 mM [-ME, pH 8.0; Tampon 2: 50 mM Tris-HCI, 7 mM S-ME, 2 mM
CaCl,, pH 8.0; Tampon 3: 50 mM Tris-HCI, % 15 Gliserol, 7 mM -ME, 2 mM
CaCl,, pH 8.0; Tampon 4: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0.

e DEAE Sefaroz Iyon Degistirici ve Sefakril S-100 Jel Filtrasyon Kromatografileri

Bacillus sp. P22 alkalen proteazi amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben
uygulanan DEAE Sefaroz iyon degistirici ve Sefakril S-100 jel filtrasyon
kromatografileri ile ii¢ basamakta kismen saflastirildi.

Saflagtirmanin her basamaginda elde edilen Orneklerin toplam protein
miktarlar1 Bradford yontemi ile, proteaz aktiviteleri, kazeinin substrat olarak
kullanildig1 alkalen proteaz aktivite testi ile belirlendi. Toplam aktivite, protein
konsantrasyonu, spesifik aktivite ve saflastirma verimi hesaplanarak, alkalen proteaz
saflagtirma tablosu olusturuldu (Tablo 6.12).

Boliim 5.2.4.1'de anlatildig1 sekilde hazirlanan hiicre kiiltiirii, inkiibasyonun 24.
saati sonunda durdurularak toplandi. Kiiltiriin + 4 °C 7.000 rpm’de 20 dakika
santrifiijlenmesi ile elde edilen kiiltiir iist sivis1 iki kat 3MM Whatman kagittan
gegirilerek siiziildii. Stizme sonrasi toplam protein miktar1 145,5 mg; spesifik aktivite
456 U/mg olgiildii.

Elde edilen siiziintiiye son konsantrasyonu % 80 olacak sekilde amonyum
stilfat eklenerek + 4 °C’ta gece boyu diisiik hizda karigtirildi. Ertesi giin + 4 °C'ta
10.000 rpm’de 30 dakika santrifiij sonrasi elde edilen pelet - 20 °C’a kaldirildi.

123



Saflagtirmanin diyaliz basamaginda bir dnceki adimda elde edilen amonyum
stilfat ¢okelegi S0 mM Tris-HCI, % 15 Gliserol, 7 mM B-ME, pH 8.0 tamponu i¢inde
¢oziildi. Bu asamada 66 mg toplam protein ve 480 U/mg spesifik aktivite belirlendi.
Coziilen pelet diyaliz membranina aktarildi ve ayn1 tampona karsi gece boyu diisiik
hizda karistirilarak diyalize alindi. Ertesi sabah tampon degistirilerek 2 saat siireyle
diyaliz islemine devam edildi. Diyalizin ardindan gerceklestirilen aktivite ve
Bradford testleri ile bu asamada 56,16 mg toplam protein ve 499 U/mg spesifik
aktivite saptandi. + 4 °C’ta Akuazid ile 48 saat konsantre edilen 6rnegin + 4 °C
10.000 rpm’de 10 dakika boyunca iki kez santrifiijlenmesiyle elde edilen ham oziitte
47,5 mg toplam protein ve 525 U/mg spesifik aktivite belirlendi. Ham 6ziitiin tek
seferde iyon degistirici kolona yiiklenmesiyle elde edilen protein fraksiyonlarinin
aktivite degerleri belirlendi ve SDS-PAGE analizi gergeklestirildi (Sekil 6.29 ve
6.30).
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Sekil 6.29: DEAE Sefaroz iyon degistirici kromatografi ile elde edilen fraksiyonlarin
Aogo Ve alkalen proteaz aktivitesi grafigi.
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Sekil 6.30: DEAE Sefaroz iyon degistirici kromatografi ile elde edilen fraksiyonlarin
SDS-PAGE profilleri. a) Birinci jel, b) ikinci jel.

DEAE Sefaroz iyon degistirici matriks kullanilarak gergeklestirilen saflastirma
islemi ile elde edilen aktif fraksiyonlar (15-44 numarali fraksiyonlar) saflik
dereceleri de gozetilerek tek havuzda toplandi (Sekil 6.33). Ancak, fraksiyonlarla
gerceklestirilen protein elektroforezlerinden, yapilan ¢esitli denemeler sonucunda
cok iyi jeller elde edilemediginden, fraksiyonlarin tek havuzda toplanmasi siirecinde
daha cok aktivite sonuglar1 gbz Oniine alindi. Saflastirmanin bu asamasinda toplam
protein miktar1 ile spesifik aktivite, sirasiyla, 21,84 mg ve 998 U/mg olarak
hesaplandi.

Iyon degistirici kolon kromatografisi sonrasinda olusturulan havuz + 4 °C’ta 72
saat Akuazid ile konsantre edildikten sonra gece boyu diyalize alinarak Sefakril S-
100 jel filtrasyon kolonuna yiiklenmeye hazir hale getirildi. Bu asamada 6,29 mg
toplam protein ve 3025 U/mg spesifik aktivite saptandi ve bu 6rnek Sefakril S-100
kolonuna yiiklendi.
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Sekil 6.31: Sefakril S-100 jel filtrasyon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin
Azgo Ve alkalen proteaz aktivitesi grafigi.

Jel filtrasyon kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlar aktivite testleri
ve SDS-PAGE analizleri ile degerlendirildikten sonra 35-44. fraksiyonlar tek
havuzda birlestirilerek nitelendirme ¢alismalarinda kullanildi. Jel filtrasyon
kromatografisinden elde edilen protein fraksiyonlarinin aktivite ve Aago grafikleri
Sekil 6.31°de, fraksiyonlarin SDS-PAGE profilleri Sekil 6.32°de verildi.

126



a b
CS!? é,lg?a %e_é;
S &8 I%
SIS T u
S ¢ o & & B¥es & & o S o & oY o o o o
FhEL PP AL L L EFESTLL LS
S P F I FES IS S I I S
ST ELE | CEELTFELELLE
Ty & Igs eV ¥ TS YTy ¥
1234 56 78910 1 234 5 7 8 9 10
- g | EE
- ‘
28 kD
S SSiage = . -
o |
» |
| l | |
= — (= — — —

Sekil 6.32: Sefakril S-100 jel filtrasyon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlarin
SDS-PAGE profilleri. a) Birinci jel, b) Ikinci jel.

Sefakril S-100 kolon kromatografisi ile elde edilen fraksiyonlardan uygun

bulunanlar1 nitelendirme ¢alismalarinda kullanilmak iizere tek havuzda toplandi

(Sekil 6.33). Bu asamada 1,05 mg toplam protein ile 6414 U/mg spesifik aktivite

saptandi.

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin saflagtirma siirecinde elde edilen

verilerden yola gikilarak saflastirma tablosu hazirlandi (Tablo 6.12).

Tablo 6.12: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin saflasgtirma tablosu.

Toplam Top. Protein Spe§|f_|k Saflasma | Verim
Aktivite (U) | (mg) Aktivite Oram | (%)
(U/mg)

Amonyum
A 31665 66,00 480 1.00 100
Diyaliz 28050 56,16 499 1,04 89
Sonrasi
DEAE kolon 24946 47.50 525 1,00 79
Oncesi
DEAE Sefaroz| 51419 21,84 993 2.08 69
Havuz 1
Sefakril 5-100 | 04, 1,05 6414 13.36 21
Havuz 1
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Enzimin saflagma profilinin ve molekiiler agirliginin yeniden degerlendirilmesi
amactyla, kromatografiler sonrasi olusturulan havuzlar kolon Oncesi ornekler
esliginde SDS-PAGE'e yiiklendi (Sekil 6.33). Aktif fraksiyonlarin toplanmasiyla elde
edilen havuzlarda yaklasik 28 kDa agirliginda beliren bant enzim aktivitesiyle
iliskilendirildi.

Sekil 6.33: Iyon degistirici ve molekiiler elek kromatografileri dncesi protein
ornekleri ile sonrasinda olusturulan havuzlarin SDS-PAGE profilleri.

Enzim aktivitesinin kaynagi olan bandin belirlenmesi amaciyla, jel filtrasyon
kromatografisinden elde edilen havuz, % 0,1 oraninda jelatin igeren akrilamit jele
yiikklenerek zimogram analizi gercgeklestirildi (Sekil 6.34). Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde; zimogram jelinde yaklasik 28 kDa agirhigindaki protein
bandina paralel bir hidroliz bandi gézlenmezken, Coomassie mavisi ile boyanan jelde
daha biiyiik belirgin bir protein band1 gériinmemesine karsin, daha agir bir molekiil

ile iliskilendirilebilecek bir hidroliz zonu olustugu saptandi.
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Sekil 6.34: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin molekiiler elek kromatografisi ile
saflastirilmasi sonrasinda olusturulan protein havuzunun SDS-PAGE profili ve
zimogram analizi. a) SDS-PAGE profili. Kuyu 1, molekiiler agirlik belirteci, kuyu 2
molekiiler elek kromatografisi sonucu olusturulan protein havuzu, b) Zimogram
analizi.

6.5. Bacillus sp. P22 Alkalen Proteazinin Nitelendirilmesi

6.5.1. Optimal Reaksiyon Sicakhig1 ve Sicakhk Kararhhginin
Belirlenmesi

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin optimal reaksiyon sicakliginin
belirlenmesi igin 5, 10, 15, 20, 30, 40, 45, 50, 55, 60 ve 65 °C sicaklik degerlerinde
standart aktivite testleri yapildi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda enzimin optimal
tepkime sicakligimnm 40 °C oldugu goriildi (Sekil 6.35). Bu sicakliktaki aktivite
degeri % 100 kabul edilerek diger sicakliklardaki goreceli aktiviteler hesaplanda.
Enzimin 30 °C’ta aktivitesinin 40 °C’takine gorece % 10; 45 °C’takinin ise yaklasik
% 30 daha diisiik oldugu belirlendi. Takip eden nitelendirme calismalarinda aktivite

testleri 40 °C sicaklikta gergeklestirildi.
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Sekil 6.35: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin optimal reaksiyon sicakligi grafigi.

Enzim 10-55 °C araliginda 15 dakika bekletildikten sonra aktivite testine

alinarak kararli oldugu sicaklik araligi belirlendi. 5 dakika oda sicakliginda

bekletildikten sonra dogrudan test edilen Ornegin aktivite degeri % 100 kabul

edilerek kalan aktiviteler hesaplandi ve sicaklik kararliligi grafigi ¢izildi (Sekil 6.36).

10-30 °C araliginda enzim aktivitesinin biiyiik olgiide, 40 °C’ta ise yaklasik %

80’inin korundugu, 45 °C’m {lizerindeki sicakliklarda ise 6nemli derecede azaldigi

gorildii.
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Sekil 6.36: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin sicaklik kararliligi grafigi.
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Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin 30 °C sicaklikta zamana bagh
kararliliginin belirlenmesi amaciyla, yeterli miktarda 1/25 enzim diliisyonu 30 °C
sicaklikta inkiibe edilerek diizenli araliklarla 6rnek alindi ve standart aktivite testleri
yapildi. Dogrudan aktivite testine alinan 6rnegin aktivite degeri % 100 kabul edilerek
bu degere gorece kalan aktiviteler hesaplandi. Enzimin bu sicakliktaki inaktivasyon
grafigi Sekil 6.37’de verildi. Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin 30 °C sicaklikta 15.
dakikada aktivitesinin % 90’1, 30. dakikada ise % 60’11 korudugu gézlendi. 45.
dakikadan itibaren proteolitik aktivitenin 6nemli Ol¢iide yitirildigi, aktivitedeki bu

diistisiin 75. dakikada % 20 diizeylerinde sabitlendigi goriildii.
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Sekil 6.37: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin 30 °C’taki inaktivasyon egrisi.

6.5.2. Optimal Reaksiyon pH’s1 ve pH Kararhhginin Belirlenmesi

Farkli pH degerlerinde (pH 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9, 9.5, 10, 10.5, 11, 11.5 ve
12) hazirlanan tamponlar kullanilarak gerceklestirilen aktivite testleri sonucunda,
Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin optimal ¢alisma pH’sinin belirlendigi bu
calismada, kKismen saflastirilmis enzimin optimal reaksiyon pH’sinin 10.5 oldugu
goriildi (Sekil 6.38). Bu pH degerindeki aktivite % 100 kabul edilerek goreceli
aktiviteler saptandi. Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin pH 8-10.5 araliginda
aktivitesinin onemli Ol¢iide korundugu (% 80-100), 10.5’in izerindeki pH
degerlerinde enzim aktivitesinin hizla diiserek pH 12°de yaklasik O oldugu

gbzlemlendi.
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Sekil 6.38: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin optimal reaksiyon pH grafigi.

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin pH kararliliginin belirlenmesi amaciyla;
kismen saflagmis enzim belirlenen pH degerlerinde (pH 4, 5, 6, 7, 8, 8.5, 9, 10, 10.5,
11, 11.5, 12) hazirlanan tamponlarla + 4 °C’ta 18 saat (Sekil 6.39) ve 1 hafta (Sekil
6.40) siireyle bekletildikten sonra optimal tepkime kosullarinda standart aktivite
testleri yapildi. Dogrudan test edilen enzimin aktivite degerleri % 100 kabul edilerek
kalan aktiviteler belirlendi. + 4 °C’ta 18 saat sonunda elde edilen bulgularin
degerlendirilmesiyle, enzimin pH 9-11 aralifinda kararli oldugu goézlendi. pH 11.5
degerinde enzim aktivitesin % 40’1nin, pH 12°de ise % 80’den fazlasinin yitirildigi
belirlendi (Sekil 6.39).
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Sekil 6.39: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin +4 °C’ta 18 saatlik pH kararlilig
grafigi.

Belirlenen pH degerlerinde hazirlanan tamponlar ile bir hafta boyunca + 4
°C’ta bekletilen enzim Orneklerinin kalan aktivite degerleri, dogrudan test edilen
ornegin aktivite degeri % 100 kabul edilerek hesapland: (Sekil 6.40). pH 8.5 ve pH 9
Tris-HCI tamponu ile + 4 °C’ta bir hafta bekletilen Bacillus sp. P22 alkalen
proteazinin aktivitesinin % 70, pH 8.0’de ise % 65 oraninda korundugu belirlendi.
Bununla birlikte pH 9, 10, 10.5, 11, 11.5 ve 12 glisin-NaOH tamponlarinda
bekletilen enzim Orneklerinin bir hafta sonundaki aktivite degerlerinin daha diisiik
oldugu gozlendi. pH 9 glisin-NaOH tamponunda bir hafta inkiibasyon sonunda
proteolitik aktivitenin yaklasik % 55 oraninda kaybedildigi, pH 10, 10.5 ve 11
degerlerindeki glisin-NaOH tamponlarda inkiibasyon sonunda enzim aktivitesinin
yaklasik % 55’inin korundugu, artan pH degerlerinde ise proteolitik aktivitenin
onemli dlgiide yitirildigi belirlendi.
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Sekil 6.40: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin +4 °C’ta bir haftalik pH kararlilig:
grafigi.

6.5.3. Metal Iyonlarinin Enzim Aktivitesine Etkileri

Cesitli metal tuzlarinin 1 ve 10 mM son konsantrasyonda kullanildigi ¢calisma
ile metal iyonlarinin alkalen proteaz aktivitesine etkileri incelendi. Metal iyonlari ile
30 °C’ta 30 dakika siireyle yiizlestirilen enzim 6rneklerinin kalan aktiviteleri, metal
icermeden ayni sartlar altinda inkiibe edilerek aktivitesi belirlenen kontrole goérece
degerlendirildi (Sekil 6.41, Tablo 6.13). Buna gore; 1 mM Ca* iyonunun enzim
aktivitesini yaklasik % 40 artirdigi, Ca*? konsantrasyonu 10 katina ¢ikarildiginda ise
proteolitik aktivitenin pozitif kontrole oranla yaklasik % 100 artis gosterdigi
belirlendi. Na* iyonlarimin 1 ve 10 mM konsantrasyonlarda enzim aktivitesini
strastyla % 7 ve % 29 artirdigi, Mn*? iyonlarinin ise 10 mM konsantrasyonda enzim
aktivitesini yaklasik % 10 artirdigr gozlemlendi. Fe*? ile Fe® iyonlarinin her iki
konsantrasyonda, Cu*?, Ba™ ve Zn™ iyonlariin ise 10 mM konsantrasyonda alkalen
proteaz aktivitesini % 45-75 oranlarinda inhibe ettigi saptandi. Bununla birlikte,
NHsAC iyonlariin her iki konsantrasyonunun, LiCl ve NiCl; iyonlarinin 10 mM,
CoCly’tin ise 1 mM konsantrasyonlarinin enzim aktivitesini onemli 0Slgilide

etkilemedigi belirlendi.
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Sekil 6.41: Cesitli metal tuzlarinin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi
tizerine etkileri.

Tablo 6.13: Cesitli metal tuzlarmin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi
tizerine etkileri.

Kalan Aktivite
Metal (%)

Tuzu 10
1 mM mM
Kontrol 100,0 | 100,0
FeCl, 45,8 31,4
FeCl; 45,9 26,7
LiCl 80,9 97,8
ZnCl, 75,4 57,0
NiCl, 88,3 95,7
CoCl, 100,8 | 76,9
BaCl, 73,2 47,3
CuCl, 81,3 26,1
CaCl, 146,9 | 199,0
KCI 89,9 65,8
MnCl, 84,5 | 110,9
MqgCl, 85,0 88,0
NaCl 107,5 | 128,6
(NH4).S0O,4| 78,6 53,4
NHsAC 91,9 93,3
FeSO, 67,2 55,3
ZnSQOy 84,9 88,7
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6.5.4. Deterjanlarin Enzim Aktivitesine Etkileri

Cesitli deterjanlar ile 30 °C’ta 30 dakika inkiibe edilen enzim 6rnekleri aktivite
testine alindi. Elde edilen aktivite degerleri deterjan icermeksizin ayni kosullar
altinda inkiibe edilen Ornegin aktivite degerine gorece degerlendirildi ve kalan
aktiviteler hesaplandi  (Sekil 6.42, Tablo 6.14). Elde edilen bulgular
degerlendirildiginde; % 0,1 ve % 1 final derisimlerinde Tween 80’in, enzim
aktivitesini, sirastyla, % 19 ve % 81; ayni derisimlerde Tween 20’nin ise, sirasiyla, %
29 ve % 25 oranlarinda artirdig1 saptandi. Triton X-100’tin % 1 konsantrasyonda
alkalen proteaz aktivitesini % 36 oraninda yiikselttigi, bununla birlikte % 0,1
konsantrasyonda enzim aktivitesini % 9 oraninda inhibe ettigi belirlendi. Sodyum
deoksikolatin ise enzim aktivitesini % 0,1 derisimde % 12 artirirken, % 1 derisimde
% 16 inhibe ettigi gorildii. CTAB’1n her iki derisimde de enzim aktivitesini biiyiik
oranda (% 70-80) inhibe ettigi gozlendi. Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin % 0,1
SDS varligindan etkilenmedigi, ancak SDS konsantrasyonunun on katina ¢ikmasi

sonucunda proteolitik aktivitenin tamamen yitirildigi gozlendi.
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Sekil 6.42: Cesitli deterjanlarin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi tizerine
etkileri.
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Tablo 6.14: Cesitli deterjanlarin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi
tizerine etkileri.

Kalan Aktivite
Deterjan (%)
% 0,1 % 1
Kontrol 100,0 100,0
CTAB 22,1 30,6
SDS 100,4 0

Soydumdeoksikolat| 112,0 84,3
Triton X-100 91,1 136,0
Tween 80 118,9 181,4
Tween 20 129,0 124.9

6.5.5. Organik Coziiciilerin Enzim Aktivitesine Etkileri

% 10 ve 30 oraninda organik ¢oziicii ile 30 °C’ta 30 dakika inkiibe edilen
enzim orneklerinin kalan aktiviteleri ¢oziicli icermeden ayni sartlarda inkiibe edilen
enzimin aktivite degerine goreceli olarak belirlendi. Sonuglar Sekil 6.43 ve Tablo
6.15°de verildi. Izoamilalkoliin % 10 ve % 30 final konsantrasyonlarda kullanimi
sonucunda enzim aktivitesinin, sirasiyla, yaklasik % 60 ve % 70 oranlarinda inhibe
oldugu gozlenirken, benzer sekilde, asetonitrilin her iki konsantrasyonda da alkalen
proteaz aktivitesini, sirasiyla, % 45 ve % 80 oraninda inhibe ettigi gbzlendi. % 10
derisimde etanol ile % 10 ve % 30 derisimde asetonun proteolitik aktiviteyi hemen
hi¢ etkilemedigi belirlenirken, % 10 derisimde metanol, izopropanol, DMSO ve
etilen glikoliin proteolitik aktiviteyi yaklasik % 20 oraninda artirdigi saptandi.
DMSO konsantrasyonunun ii¢ katina ¢ikmasi ile enzim aktivitesinin % 54
yiikseldigi, benzer sekilde % 30 oraninda etanol, metanol ve izopropanol
kullaniminin ise enzim aktivitesini yaklasik % 30 artirdigi gozlendi. % 30 etilen

glikol varliginda ise proteolitik aktivitenin % 35 oraninda yiikseldigi belirlendi.
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Sekil 6.43: Cesitli Organik ¢oziiciilerin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi
iizerine etkileri.

Tablo 6.15: Cesitli organik ¢oziiciilerin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi
iizerine etkileri.

Organik Kalan Aktivite (%)
Coziicii % 10 % 30
Kontrol 100,0 100,0
Aseton 102,8 98,0
Etanol 101,2 1254
Metanol 123,5 127,0
izopropanol 116,5 131,3
[zoamilalkol 41,3 28,6
DMSO 124,1 154,0
Asetonitril 56,4 21,1
Etilen Glikol 116,0 135,5
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6.5.6. Cesitli Kimyasal Maddelerin Enzim Aktivitesine Etkileri

1 ve 10 mM son konsantrasyonda EDTA, B-ME, DTT ve PMSF ile 30 °C
sicaklikta 30 dakika inkiibe edilen enzimin aktivite degerleri, kimyasal madde
icermeden aym sartlarda inkiibe edilen enzime goérece degerlendirilerek kalan
aktiviteler belirlendi (Sekil 6.44 ve Tablo 6.16). EDTA’nin 1 ve 10 mM derisimde
enzim aktivitesini tamamen; PMSF’nin 1 mM derisimde % 46, 10 mM derisimde ise
% 100 inhibe ettigi gozlendi. 1 mM DTT Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin
aktivitesini etkilemezken, 1 mM BME'in % 59 artirdig1 belirlendi. 10 mM DTT nin
proteolitik aktivite tizerindeki etkisi % 52 oraninda artis olarak belirlenirken, 10 mM

B-ME'in ise aktiviteyi % 123 artirdig1 gozlendi.
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Sekil 6.44: Cesitli kimyasal maddelerin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin
aktivitesi tizerine etkileri.
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Tablo 6.16: Cesitli kimyasal maddelerin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin

aktivitesi lizerine etkileri.

Kimyasal | Kalan Aktivite (%)
Madde 1mM | 10mM
EDTA 0 0
PMSF 53,9 0
B-ME 159,0 222,8

DTT 103,4 152,0
Kontrol 100,0 100,0

6.5.7. Stabilizatorlerin Enzimin Sicaklhik Kararhhgina Etkileri

% 10 ve 30 konsantrasyonlarda DMSO, etilen glikol veya gliserol, 10 mM
derisimde CaCl, iceren enzim ornegi 50 ve 60 °C’ta 15 dakika inkiibe edildi.
Stabilizator icermeyen ve ayni sartlarda inkiibe edilen enzim Orneginin aktivite
degeri % 100 kabul edilerek kalan aktiviteler hesaplandi (Sekil 6.45, Sekil 6.46 ve
Tablo 6.17).

50 °C sicaklikta % 30 DMSO ve % 30 gliserol varliginda enzim aktivitesinin
iki katina ¢iktig1 gozlendi. Bununla birlikte % 30 etilen glikoliin enzim aktivitesini
yaklasik 4 kat artirdigi ve 10 mM CaCl,’iin proteolitik aktiviteyi dokuz kata kadar
yiikselttigi saptand1 (Sekil 6.45, Tablo 6.17). CaCl,’lin enzimin sicaklik kararlilig

tizerine etkisinin kullanilan diger stabilizatorlerden ¢ok daha fazla oldugu gozlendi.
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Sekil 6.45: Cesitli stabilizatorlerin 50 °C’ta 15 dakika inkiibasyon sonunda Bacillus
sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi tizerine etkileri.

60 °Cta 10 mM CaCl, varhgmda enzim aktivitesinin diger tim
stabilizatorlerden oldukca yiiksek oldugu saptandi. Bu sicaklikta 15 dakika
inkiibasyon sonunda % 30 etilen glikoliin aktiviteyi yaklasik 3 kat artirdigi, 10 mM
CaCly’iin ise proteolitik aktiviteyi 30 kata kadar yiikselttigi gozlendi. Buna karsin, %
10 ve % 30 DMSO ile 15 dakika sonunda enzim aktivitesinin ancak % 25 — 30’unun
kaldig1, % 10 ve 30 gliserol ile % 10 EG varliginda ise tiimiiyle inhibe oldugu
goriildii (Sekil 6.46, Tablo 6.17).
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Sekil 6.46: Cesitli stabilizatorlerin 60 °C’ta 15 dakika inkiibasyon sonunda Bacillus
sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi iizerine etkileri.

Tablo 6.17: Cesitli stabilizatorlerin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi
iizerine etkileri.

e Kalan Aktivite (%)
Stabilizator 50 °C 60 °C
% 10 DMSO 74,5 29,9
% 30 DMSO 199,7 25,4
% 10 Etilen Glikol 95,9 75
% 30 Etilen Glikol 370,4 283,6
% 10 Gliserol 69,8 0
% 30 Gliserol 202,2 0
10 mM CaCl, 921,6 2993,3
Kontrol 100 100

CaCly’lin sicaklik kararliligina olumlu etkisinden yola ¢ikarak, 10 mM CacCl,
varliginda 50 ve 60 °C sicakliklarda enzimin zamana bagli sicaklik kararlilig:
caligildi. Son konsantrasyonda 10 mM CaCl, igeren enzim Ornegi belirtilen
sicakliklarda 350 dakika boyunca inkiibe edildi. Diizenli araliklarla alinan 6rneklerle
standart aktivite testleri yapildi. Dogrudan aktivite testine alinan ve CaCl, i¢ermeyen

enzim Orneginin aktivite degerlerine gorece kalan aktiviteler hesaplandi. Elde edilen
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bulgular degerlendirildiginde (Sekil 6.47 ve Tablo 6.18), 50 °C sicaklikta enzim
aktivitesinin ¢ok biiyiikk oranda korundugu gozlendi. ilk 90 dakikada aktivitenin
kontrole gorece yaklasik % 40, sonraki saatlerde ise yaklasik % 10 yiiksek oldugu
belirlendi. 50 °C’ta yaklasik 6 saat inkiibasyon sonucunda enzim aktivitesinde
kontrole gorece herhangi bir azalma gbézlenmedi. 60 °C’ta inkiibe edilen enzimin ise,
45 dakika sonunda aktivitesinin % 20°sini, 90 dakika sonunda % 80’ini kaybettigi,

175. dakika sonunda ise aktivitenin sifirlandig1 belirlendi.
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Sekil 6.47: Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin 10 mM CaCl; varliginda zamana
bagli sicaklik kararlilig1 grafigi.
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Tablo 6.18: 10 mM CaCl,‘nin 50 ve 60 °C sicakliklarda Bacillus sp. P22 alkalen
proteazi lizerine zamana bagl etkileri.

. Kalan Aktivite (%)
Zaman (Dakika) 50 °C 60 °C
15 138,9 109,1
30 135,4 83
60 138,3 43,5
90 135,5 19,2
120 121,8 8,5
150 115 5,8
180 115,7 0
210 113,3 0
240 112,3 0
270 111,8 0
300 109 0
330 109,4 0
Kontrol 100 100
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7. TARTISMA ve SONUC

Tim biyokimyasal siireglerin temelinde yer alan enzimler, molekiillerin
degrade edilmesi, kimyasal enerjinin korunmasi ve doniistiirilmesi ve onciil
molekiillerden biyolojik makromolekiillerin biyosentezi gibi yiizlerce tepkimenin
gergeklestirilmesinde rol oynamaktadir.

Enzimlerin sergiledikleri olaganiistii katalitik islev sentetik veya inorganik
katalizorlerin sahip oldugundan ¢ok daha etkilidir; sulu ¢ozeltilerde belirli sicaklik ve
pH kosullarinda calisan ezimler substratlarina karsi yiiksek derecede ozgiilliik
gostererek kimyasal tepkimeleri biiylik 6l¢iide hizlandirmaktadir [Lehninger, 2008].

Proteazlar peptit baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir ve hiicresel
metabolik siireclerde sahip olduklar1 énemli islevlerin yaninda cesitli endiistriyel
uygulamalarda giderek artan kullanimlarindan dolayr en 6nemli hidrolitik enzim
sinift haline gelmistir [Sundararajan et al., 2011].

Diinya enzim pazarinda yaklasik % 60 pay sahibi olan proteazlar deterjan, deri
isleme, gida ve ilag sanayilerinde genis uygulama alanina sahiptir. Pek c¢ok
mikroorganizmanin proteaz iiretebildigi bilinse de glinlimiizde ticari olarak satisa
sunulan alkalen proteazlarin ¢ok biiyiikk kismi1 Bacillus sp. kaynaklidir. Bacillus
cinsinin biiyiik miktarda alkalen proteaz tiretebilmesi, bu enzimlerin yiiksek sicaklik
ve pH degerlerinde dikkate deger kararlilik ve proteolitik aktivite sergilemesi bu
cinsin en dnemli endiistriyel enzim kaynagi olmasini saglamistir [Yang et al., 2013],
[Vijayaraghavan et al., 2013], [Pillai et al., 2011].

Farkli mikrobiyal kaynaklardan alkalen proteaz iiretiminde kullanilabilecek
0zel besi yerleri tamimlanmamistir. Her organizma ya da soy maksimum enzim
tretimi i¢in kendi 06zel kosullarina gereksinim duymaktadir. Besi yerindeki
kaynaklarin tiikenmesi, besi yeri kompozisyonu, ¢dziinmiis oksijen, H* iyonu gibi
cevresel stresler proteaz iiretimini etkilemektedir [Beg and Gupta, 2003].

Farkli karbon ve azot kaynaklar: ile divalen metal iyonlarinin fermentasyon
ortamina eklenmesi ile bu degiskenlerin alkalen proteaz iiretimine olan etkilerinin
degerlendirildigi pek cok calisma mevcuttur. Ayrica pH, sicaklik, calkalama hizi,
havalandirma ve asilama orani gibi faktorlerin de optimizasyonu yogun bigimde

calisilmaktadir [Chu, 2007].
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Bu tez calismasi kapsaminda Bacillus sp. P22 soyundan alkalen proteaz iiretim
kosullar1 optimize edilmis, enzim kismen saflastirilmis ve nitelendirilmistir.

Besi yeri ve inkiibasyon kosullarinin optimizasyonu ¢alismalarina enzim
tiretiminin en verimli oldugu % 1 siit tozu iceren Horikoshi [Horikoshi, 1996] besi
yeri temelinde baslanmis, karbon ve azot kaynaklari, metal tuzlari, inkiibasyon
sicakligl, besi yeri pH’s1, havalandirma ve calkalama orani ile agilama miktarinin
alkalen proteaz tiretimine olan etkileri irdelenmistir.

Bacillus sp. P22 bir ve iki asamali olarak sivi ve kat1 stoklardan hazirlanan 6n
kiiltiirler ile canlandirilmis, farkli canlandirma yontemlerinin alkalen proteaz iiretimi
tizerine olan etkileri degerlendirilmistir. En verimli enzim tiretimi, — 20 ve — 80 °C
sivit stoklarindan 37 °C sicaklikta bir asamali olarak hazirlanan 6n kiiltiirler
kullanilarak biiyiitiilen kiiltiirlerde elde edilmistir. 1ki asamada hazirlanan 6n
kiiltiirler ile asilanan kiiltiirlerdeki enzim iiretimi buna kiyasla olduke¢a diisiik
bulunmustur. LB agar besi yerinde + 4 °C’ta saklanan Bacillus sp. P22 hiicrelerinin
kullanilmastyla hazirlanan kiiltiirlerde ise enzim aktivitesinin % 25 daha az oldugu
belirlenmistir.

Inkiibasyon sicakligi enzim iiretimindeki bir bagka kritik parametredir ve
organizmadan organizmaya farlilik géstermektedir. Sicakligin enzim biyosentezi ile
olan baglantis1 agik sekilde aydinlatilamamis olmakla birlikte, Bacilluslarda sicaklik
ve oksijen alimi iizerinden kontrol edildigi bilinen, enzim {retimi ve enerji
metabolizmasi arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir [Kumar and Takagi, 1999].

Enzim {retiminin gerceklestirilecegi inkiibasyon sicakligi biiyiikk oOlglide
enzimin kaynagi olan mikroorganizmayla ilgilidir. Ornegin, ksilanaz iirettigi bilinen
termofilik bir fungus olan S. thermophilum’un optimal biiyiime sicakligi 45 °C,
Aspergillus oryzae’nin optimal biiyiime sicakligi ise 30 °C’tir. Mezofilik sicaklik
araliginin  (20-45 °C) disinda enzim {retiminde diislisler ortaya ¢ikmaktadir
[Thanapimmetha et al., 2012].

Literatiirde yer alan caligmalara bakildiginda alkalofilik Bacillus soylarinin
mezofilik sicakliklart tercih ettikleri, optimal biiylime sicakliklarmin 30-37 °C
araliginda oldugu goriilmektedir [Banerjee et al., 1999], [Mabrouk et al., 1999].

Optimal alkalen proteaz tretiminin 30-35 °C inkiibasyon sicakliklarinda
gerceklestirildigi calismalar olmakla birlikte [Joo et al., 2004], [Potumarthi and Jetty,

2007], daha yiiksek sicakliklarda en verimli enzim iiretiminin gergeklestirildigi
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calismalar da bulunmaktadir. Rai ve Mukherjee (2010) tarafindan gergeklestirilen
caligmada, Bacillus subtilis DM04 soyunun 50 °C inkiibasyon sicakliginda optimal
enzim iiretimini gergeklestirdigi rapor edilmistir [Rai and Mukherjee, 2010].

Bu tez c¢alismasinda Bacillus sp. P22’nin optimal enzim {iretimini
gerceklestirdigi sicaklik 30 °C olarak belirlenmistir. En yiiksek hiicre biiyiimesi 45
°C’ta gozlenmekle birlikte, bu sicaklikta enzim iiretimi son derece diisiik seviyelerde
kalmustir.

Alkalofilik  mikroorganizmalarin  hiicre biiylimesi ve enzim iiretimi
fermentasyon ortaminin pH’sma siki sikiya baglidir. Besi yeri pH’s1t pek cok
enzimatik stireci etkiledigi gibi ¢esitli bilesenlerin hiicre zarindan taginmasinda da
onemli bir etkendir. Alkalofillerden yiiksek seviyede enzim iiretilmesi icin
kullanilacak besi yerinin pH degeri fermentasyon boyunca pH 7.5’un iizerinde
tutulmalidir. Alkalen proteaz tiretiminde kullanilacak besi yeri pH’simin karbonatlar
ile ayarlanmasi sik basvurulan bir yontemdir. Amonyum iyonlarin fermentasyon
ortamina eklenmesinin asiditeyi artirdigi, amino asitler veya peptitler gibi organik
azot kaynaklarmin metabolize edilmesinin ise pH’yi yiikselttigi bilinmektedir. pH
degerinde goriilen diisiis asidik triinlerin iretiminden de kaynaklanabilmektedir.
Enzim biyosentezi ve azot kaynaklarinin kullanimi arasindaki baglantidan yola
cikilarak, fermentasyon esnasindaki pH degisimleri proteaz iiretiminin kinetikleri ile
iligkilendirilebilir [Moon and Parulekar, 1991], [Aunstrup, 1980].

Bu tez calismasinda Bacillus sp. P22 soyu 30 °C inkiibasyon sicakliginda iki
farkli pH degerinde (pH 7.0 ve 10.0) hazirlanan % 1 siit tozu igeren Horikoshi besi
yerinde biiyiitiilerek, besi yeri pH’sinin enzim iiretimine olan etkileri irdelenmistir.
Notral pH’daki besi yerinde optimal enzim iiretimi (80 U/ml/dk) gerceklestirilmis,
pH 10.0 besi yerinde ise oldukga diisiik diizeyde (17 U/ml/dk) enzim aktivitesi elde
edilmistir.

Nilegaonkar ve arkadaslar1 Bacillus cereus MCM B-326 soyu alkalen
proteazinin iiretim kosullarini optimize ettikleri ¢aligmada, 30 °C sicaklik ve pH
9.0’da en verimli enzim iiretimini gerceklestirdiklerini bildirmislerdir [Nilegaonkar
et al., 2006].

Benzer bir ¢alismada Moorthy ve Baskar, alkalofilik bir Bacillus sp. iiyesi ile
gergeklestirdikleri ¢alismalarinda, pH 11.0 gibi oldukca yiiksek bir pH degerinde

optimal enzim iiretimi saptadiklarini rapor etmislerdir [Moorthy and Baskar, 2013].
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Asilama oran1 mikrobiyal fermentasyon siirecindeki bir diger Onemli
degiskendir. Yiiksek oranda asilama, besi yerinde bulunan besin maddeleri i¢in
rekabet olusacagindan dolay1r enzim iiretimini geciktirebilmektedir. Diisiik oranda
asilama sonucunda ise fermentasyon ortaminda ¢ok az sayida hiicre bulunacagindan
dolay1 enzim biyosentezi diisiik seviyelerde kalacaktir. Asilama orani optimize
edilmesi gereken bir fermentasyon parametresi olarak kabul edilmektedir
[Yalemtesfa et al., 2010].

Bu tez caligmasinda 6n kiiltiir agsilama miktarinin optimizasyonu amaciyla % 1,
2, 5, 10 ve 20 oranlar1 kullanilarak hazirlanan kiiltiirlerdeki enzim {retimi
irdelenmistir. Elde edilen bulgular degerlendirildiginde; % 1 asilama oraninin
Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi i¢in en uygun asilama orani oldugu, % 2,
5, 10 ve 20 asilama oranlariyla hazirlanan kiiltiirlerde ise enzim iiretiminin, % 1
asilamaya kiyasla, sirasiyla, % 5, 15, 20 ve 30 daha diisiik oldugu gozlenmistir.

Reddy ve arkadaslar1, Bacillus sp. RKY3 soyundan alkalen proteaz iiretimini
optimize ettikleri calismada ¢esitli karbon ve azot kaynaklari ile % 1, 2 ve 3 asilama
oraninin enzim biyosentezine olan etkilerini irdelemislerdir. Bu calismada asilama
oraninin artmasiyla enzim iretiminin yiikseldigi belirlenmis, optimal asilama
miktarinin % 3 oldugu ve bunun iizerindeki oranlarda asilamanin enzim iiretimini
etkilemedigi bildirilmistir [Reddy et al., 2008].

Uyar ve Baysal % 10, 15, 20, 25 ve 30 gibi daha yiliksek oranda asilama
miktarlarinin Bacillus sp. alkalen proteazi iiretimine olan etkilerini irdelemistir. Bu
calismada % 20 ve 25 asilama oranlar1 enzim iiretimi i¢in optimal degerler olarak
bildirilmis, bunun {izerindeki oranlarda enzim iiretiminin azaldig1 saptanmigtir [Uyar
ve Baysal, 2003].

Havalandirma oran1 fermentasyon ortamindaki ¢6ziinmiis oksijeni ifade
etmektedir. Cesitli havalandirma oranlari, calkalama hizlar1 veya oksijence zengin ya
da oksijen igermeyen gaz fazlari (uygun hava-oksijen/hava-azot karisimlari)
kullanilarak farkli ¢oziinmiis oksijen profilleri olusturulabilmektedir. Calkalama
hizinda meydana gelen degisimler ise erlende ya da biyoreaktorde besi yeri ile
havanin karismasinin niteligini etkileyecektir. Oksijen miktar1 biiylime iizerine etkili
oldugu gibi proteaz sentezi i¢in de kritik 6neme sahiptir [Kumar and Takagi, 1999].

Bu tezde, inkiibasyon kosullarinin optimize edildigi ¢aligmalar kapsaminda
farkl1 havalandirma oranlart ve c¢alkalama hizlarinda enzim {retimleri

gerceklestirilmistir. 1/3, 1/5, 1/8 ve 1/10 havalandirma oranlariyla hazirlanan hiicre
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kiiltiirlerinde, besi yeri/erlen oranimnin 1/5 ve tizerinde oldugu kosullarda proteaz
tiretiminin en yiiksek ve birbirleriyle benzesik degerlerde (ortalama 80 U/ml/dk)
oldugu; 1/3 havalandirma oraninda ise proteaz iiretiminin diger kiiltiirlere gorece
yaklasik % 25 daha diisiik oldugu goriilmiistiir.

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretiminde 150, 200 ve 250 rpm ¢alkalama
hizlar1 denenerek, optimal ¢alkalama hizi belirlenmistir. Enzim {iretimi i¢in ideal
calkalama hizinin 200 rpm oldugu gozlenmistir. 150 rpm gibi diisiik calkalama
hizinda biiyiitiilen kiiltiiriin enzim iiretiminde yaklasik % 50 diisiis gozlenirken, 250
rpm’de % 25 kayip oldugu saptanmustir.

Cesitli havalandirma oranlart ve ¢alkalayici hizlarimin enzim iiretimine olan
etkilerinin biyoreaktor diizeyinde incelendigi bir calismada, 1/2, 1/3 ve 1/4 besi
yeri/erlen oranlar1 ile 200, 300 ve 400 rpm c¢alkalayic1 hizlar1 kullanilmistir. Bu
calismada 1/3 havalandirma orani1 ve 300 rpm calkalayict hiz1 ile optimal enzim
tiretiminin gergeklestigi, 300 rpm’nin altindaki ve istiindeki ¢alkalayici hizlarinda
enzim biyosentezinin havalandirma oranindan bagimsiz olarak diisiis gosterdigi
bildirilmistir [Potumarthi and Jetty, 2007].

Bir enzimin {iretimi tiretici organizmanin biiylime faziyla dogrudan iligkilidir.
Bacillus tiirlerinde proteaz sentezi tamamen veya kismen indiiklenebilir 6zelliktedir
ve eksponansiyel fazdan duragan faza gecis sirasinda isleyen sayisiz karmagsik
mekanizma ile kontrol edilmektedir. Biiyiimenin duragan fazinda hiicre dis1 proteaz
tretiminin bir ¢cok bakteri tiirinde tipik bir 6zellik oldugu bilinmektedir [Ferrero et
al. 1996], [Olivera et al. 2006], [Bhaskar et al. 2007].

Bacillus sp. P22 optimal inkiibasyon sartlar1 altinda, inkiibasyonun 24. saatinde
maksimum enzim tretimini gerceklestirmektedir; enzim biyosentezinin en yliksek
oldugu bu zaman hiicre biliylimesinin duragan fazinin erken evrelerine denk
gelmektedir. Tez calismasi kapsaminda Bacillus sp. P22 hiicre gelisimi ve alkalen
proteaz iretimi 76 saate kadar takip edilmis, alkalen proteaz {iretiminin
inkiibasyonun ¢ok ileri saatlerinde bile ayn1 diizeylerde devam ettigi gozlenmistir.

Besi yeri ve inkiibasyon kosullarinin optimizasyonu c¢aligmalar1 sonucunda;
notral pH'ya sahip % 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yerinin (% 0,5 maya 6ziitii, %
0,5 Proteoz pepton, % 0,1 Ko;HPO4, % 0,02 Mg,SO,4.7H,0) Bacillus sp. P22 soyunun
— 20 °C hiicre stogunun 37 °C sicaklikta LB besi yerinde bir asamali olarak

bliyiitiilmesiyle elde edilen 6n kiiltiir ile % 1 oraninda asilanmasi ve kiiltliriin 1/5
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havalandirma oram1 ve 200 rpm calkalayict hizinda, 30 °C’ta inkiibe edilmesi
kararlastirilmistir.

Cesitli ¢alismalarda [Sen and Satyanarayana, 1993], [Phadatare et al.,1993],
[Tsuchiya et al., 1997], [Malathi and Chakraborty, 1991] karbon kaynagi olarak
laktoz, maltoz, siikroz ve fruktoz gibi sekerlerin kullanimi sonucunda enzim
iretiminde artis kaydedilmis, ancak bu karbon kaynaklarinin besi yeri igerigine
yiiksek konsantrasyonda eklenmesi enzim sentezini baskilamistir. Asetik asit, metil
asetat ve sitrik asit gibi organik asitlerin alkali pH’da proteaz {iretimini destekledigi
bilinmektedir. Glikozun katabolit represyona yol agarak proteaz iiretimini baskiladigi
pek cok aragtirmaci tarafindan bildirilmistir. Ancak Zamost ve arkadaslar1 enzim
tiretimindeki bu baskilanmay1 hizli hiicre biiylimesinden kaynaklanan pH diisiisii ile
iliskilendirmistir [Zamost et al., 1990].

Uyar ve Porsuk (2011) tarafindan bir Bacillus sp. alkalen proteazi ile
gerceklestirilen caligmada, karbon kaynagi olarak % 1 siit tozu kullanimi ile en
yiiksek diizeyde proteolitik aktivite elde edilmis, siit tozu konsantrasyonunun artisi
ile alkalen proteaz aktivitesinin inhibe oldugu bildirilmigtir. Ayni c¢aligmada siit
tozundan sonra en yiiksek aktivite % 1 nisasta varliginda belirlenmistir [Uyar ve
Porsuk, 2011]. Benzer seckilde, Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretim
kosullarinin optimizasyonu ¢aligmalarinda da en yliksek aktivite karbon kaynag:
olarak % 1 siit tozu kullanimi1 sonucunda gézlenmis, siit tozu konsantrasyonunun %
I’den daha diisiik veya yiiksek oldugu durumlarda proteolitik aktivitede onemli
oranda diigiis kaydedilmistir. Ek olarak Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin
tiretiminde denenen karbon kaynaklar1 arasinda siit tozundan sonra en iyi aktivite %
1 nigasta igeren besi yerinde belirlenmistir.

Bu bulgularin aksine, Chauhan ve Gupta (2001), Bacillus sp RGR-14 soyu ile
gerceklestirdikleri ¢aligmada, karbon kaynagi olarak nisasta kullanimi ile en yiiksek
alkalen proteaz aktivitesine ulagirken, bunu sirasiyla mannitol, maltoz ve gliseroliin
takip ettigini rapor etmislerdir. Yine aym ¢alismada fruktoz, glikoz, mannoz, siikroz
ve laktoz gibi kolay metabolize edilebilir basit sekerlerin karbon kaynagi olarak
kullanim1 sonucu c¢ok diisiik seviyede alkalen proteaz aktivitesi gozlendigi
bildirilmistir [Chauhan and Gupta, 2001]. Besi yerine karbon kaynagi olarak basit
karbonhidratlarin eklenmesi sonucu enzim f{iretiminin inhibisyonu yoniinde benzer

sonuglar Chi ve arkadaslar1 (2007) tarafindan da elde edilmis, bu calismada
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¢oziilebilir nisasta ve musir nisastasi ile en verimli sonuglarin alindigr bildirilmistir
[Chi et al., 2007].

Tez c¢alismas1 kapsaminda gergeklestirilen besi yeri optimizasyonu
caligmalarinda karbon kaynagi olarak glikoz, siikroz, fruktoz ve ksiloz kullanimi
sonucunda alkalen proteaz iiretiminin % 90 oraninda inhibe oldugu; laktoz, maltoz,
galaktoz, mannitol, arabinoz, gliserol kullanimi ile ise enzim iiretiminin tamamen
baskilandig1 goriilmiistiir.

Pek ¢ok arastirmaci tarafindan elde edilen bu bulgularin aksine, Bacillus
licheniformis ATCC 21415 ile, karbon kaynagi olarak laktoz ve glikoz
kombinasyonu kullanimi ile en verimli enzim iretiminin gerceklestirildigi bir
calisma da literatiirde mevcuttur [Mabrouk et al., 1999].

Mikroorganizmalar inorganik ve organik azotu metabolize ederek amino asit,
niikleik asit, protein ve hiicre duvari bilesenlerinin tiretiminde kullanirlar. Alkalen
proteazlar % 15,6 oraninda azot igermektedir ve tiretimleri fermentasyon ortamindaki
azot ve karbon kaynaklarina bagli bulunmaktadir. Alkalen proteaz iiretimi igin
kompleks azot kaynaklar1 gerekli olmakla birlikte, her mikroorganizmanin 6zgiil bir
baska azot kaynagina daha ihtiya¢ duydugu bilinmektedir [Kole et al.,1988].

Inorganik azot kaynaklarinin kullanimi sonucunda diisiik seviyede enzim
tiretimi gergeklestigi, amino asitler gibi kolay metabolize edilen azot kaynaklari ile
amonyum iyonlar1 varlifinda alkalen proteaz {iretiminin baskilandig rapor edilmistir.
Glisinin proteaz {iretimini inhibe ettigi, kazamino asitlerin de alkalen proteaz
iiretimine benzer etkiler gosterdigi bildirilmistir [Kumar and Takagi, 1999].

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretimi ¢aligmalarinda besi yerine ilave
edilen organik azot kaynaklarindan % 1 maya 6ziitii, % 0,5 maya 6ziitii ve % 0,5 N-Z
amin A kombinasyonu ile % 1 tripton 6ne ¢ikmistir. Bununla birlikte % 0,5 maya
oziitii ve % 0,5 Proteoz pepton kombinasyonu ile en yiiksek seviyede enzim tiretimi
gerceklestirilmistir. Proteoz pepton tek basima % 1 oraninda kullanildiginda ise
alkalen proteaz iiretiminin ¢ok diisiik seviyelerde kaldig1 saptanmistir. Elde edilen
proteolitik aktivite degerlerinde maya 6ziiti ve pepton karistmini, sirayla, maya
Oziitii, maya Oziiti ve N-Z amin A kombinasyonu, et peptonu, soyton ve jelatin
izlemistir. % 0,5 maya 6ziitii ve % 0,5 Proteoz pepton kombinasyonuna ek olarak %
1 oraninda jelatin kullanildiginda enzim iiretiminin yaklasik % 10 artis gosterdigi

edinilen diger bir bulgudur.
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Shivanand ve Jayaraman bir Bacillus sp. proteazinin fiiretim kosullarini
optimize ettikleri calismalarinda, azot kaynagi olarak maya 6ziitii, pepton, et 6ziiti,
malt Oziitii, tripton, kazein ve jelatin kullanmis, en verimli iiretimi maya 6ziitii ve
pepton kombinasyonu ile elde ettiklerini rapor etmislerdir [Shivanand and
Jayaraman, 2009].

Haloalkalofilik bir Bacillus iiyesi ile gergeklestirilen baska bir ¢alismada besi
yeri igerigine kazamino asitler, jelatin, pepton, maya 6ziitii gibi azot kaynaklar ilave
edilerek alkalen proteaz {iretimine etkileri irdelenmistir. Optimal enzim {retimi
kazamino asitlerin kullanimi sonucunda goriilmiis, bundan sonraki en yiiksek
aktiviteyi, sirasiyla, jelatin, pepton ve maya 6ziitii kombinasyonu vermistir [Patel et
al., 2005].

Tez ¢aligmasi kapsaminda inorganik azot kaynaklarinin enzim {iretimi iizerine
etkileri incelenmis, besi yerine eklenen sodyum nitrat, potasyum nitrat, amonyum
stilfat, amonyum fosfat gibi inorganik azot kaynaklarinin enzim tiretimini baskiladig:
kaydedilmistir. Ayn1 ¢alismada azot kaynagi olarak denenen aminoasitlerden glisinin
enzim TUretimini tamamiyle inhibe ettigi, asparajinin ise yar1 yariya azalttigi
belirlenmistir.

Bacillus aquimaris VITP4 soyu ile gergeklestirilen bir ¢alismada, inorganik
azot kaynagi olarak kullanilan amonyum kloriir, amonyum nitrat ve amonyum
karbonatin enzim iiretimini ciddi sekilde baskiladigi bildirilirken [Shivanand ve
Jayaraman, 2009], yine ¢esitli Bacillus sp. {iyeleriyle gerceklestirilen benzer
calismalarda potasyum nitrat, amonyum siilfat ve amonyum fosfat gibi inorganik
azot kaynaklarinin proteolitik aktiviteyi inhibe ettigi raporlanmigtir [Wang et al.,
2008], [Calik ve ark., 2003].

Bununla birlikte, Bacillus licheniformis TD4 soyunun organik ve inorganik
azot kaynaklarini etkin bicimde kullanarak alkalen proteaz tirettigi bilinmektedir. Bu
soy ile gerceklestirilen ¢alismada potasyum nitrat, sodyum nitrat, amonyum kloriir ve
tire gibi inorganik azot kaynaklari ile kazamino asitler, pepton ve soya kiispesi gibi
organik azot kaynaklariin besi yerine eklenmesi sonucunda birbirine olduk¢a yakin
seviyede proteolitik aktivite izlendigi rapor edilmistir [Suganthi and Mageswari,
2013].

Optimal alkalen proteaz iiretimi i¢in kalsiyum, kobalt, bakir, bor, demir,
magnezyum, mangan ve molibden gibi divalen metal iyonlarinin fermentasyon

ortaminda bulunmasi1 gerekmektedir. Bununla beraber, enzimi iireten organizmaya
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0zgiil olarak glimiis veya ¢inko gibi metallerin de gerekliligi bilinmektedir. Pek ¢cok
calismada potasyum kaynagi olarak potasyum fosfat kullanilmaktadir. Potasyum
fosfat ayni zamanda fermentasyon ortaminda tampon gorevi de gormektedir.
Potasyum konsantrasyonunun artisi ile enzim tiiretiminin inhibe oldugu bildirilmistir.
Fermentasyon ortamina eklenen agir metal iyonlarmin da enzim iiretimini inhibe
ettigi bilinmektedir [Kumar and Takagi, 1999].

Bu tez c¢alismasinda magnezyum, mangan, kalsiyum, sodyum, potasyum,
kobalt, ¢cinko ve demir gibi metal tuzlarmin alkalen proteaz iiretimine etkileri
irdelenmig, optimal enzim iretiminin % 0,02 MgS0O4.7H,0 kullanimi ile
gerceklestigi belirlenmistir. Kobalt, demir ve ¢inko gibi agir metal iyonlarinin besi
yerine ilave edilmesi sonucunda enzim biyosentezi biiyiikk oranda baskilanmistir.
Besi yerine MgSO, yerine MgCl, veya NaCl eklenmesi ile enzim {iretiminin yaklasik
% 10 azaldig1 gortilmiistiir. % 0,02 MgS0,4.7H0 ile birlikte % 0,5 NaCl varliginda
enzim liretiminin yar1 yartya disiis gosterdigi, % 0,02 MgS04.7H,0’a ek olarak ayni
oranda CuCl,;.2H,0 kullanimi ile alkalen proteaz biyosentezinin 6nemli derecede
inhibe oldugu saptanmistir. Besi yerinde hi¢bir metal tuzu bulunmadigi durumda ise,
enzim aktivitesinin optimal kosullara oranla % 75’inin korundugu gézlenmistir.

Potasyum kaynagi olarak kullanilan K;HPO4’in besi yerinden c¢ekildigi
durumda enzim tiretimi % 80 oraninda azalmis, optimal {iretimin gergeklestirildigi %
0,1'in tizerindeki kosantrasyonlarda ise enzim tiretimi % 20 diismiistiir.

Liu ve Fang Bacillus sphaericus DS11 soyundan proteaz iiretimini ¢alismiglar
ve gerceklestirdikleri optimizasyon c¢alismasinda {i¢c metal tuzunun enzim iretimi
lizerine etkilerini arastirmiglardir. Bu c¢alismada, fermentasyon ortamina cesitli
konsantrasyonlarda MgSO,.7H,0, NaCl ve CaCl,.2H,0 ayr ayri eklenmis, optimal
tiretimin MgS0O4.7H,0 varliginda sergilendigi saptanmustir [Liu et al, 2010].

Benzer bir galismada Uyar ve arkadaslart gesitli metal tuzlarimin Bacillus
cereus CAI1S5 proteazinin iiretimine etkisini irdelemis, optimal enzim {iretimini
MgSQO,4.7H,0 ile elde ederken, NaCl varliginda optimale ¢ok yakin diizeyde iiretim
gozlemlediklerini bildirmistir. Bu g¢alismada ayrica, fermentasyon ortaminda tuz
bulunmadigr durumda da yiikksek diizeyde enzim iiretimi gozlenmistir [Uyar ve
Porsuk, 2011].

Bir baska c¢alismada potasyum kaynagi olarak kullanilan KoHPO4/KH,PO4 1n
besi yerinden ¢ekilmesi ile proteaz iiretiminin % 65 oraninda azaldig: bildirilmistir

[Li et al., 2012].
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Pillai ve arkadaglar1 (2011)’min bir Bacillus sp. alkalen proteaziyla
gerceklestirdigi besi yeri optimizasyonu c¢aligmasinda, fermentasyon ortamina
eklenen MgSO,, FeSO,, CaCl, ve BaCl, tuzlarmin enzim iretimine etkileri
incelenmistir. Alkalen proteaz tiretiminin CaCl, ve BaCl, varliginda artis gosterdigi,
FeSQO, varliginda ise inhibe oldugu rapor edilmistir [Pillai et al., 2011].

Saflastirma asamasinda, 24. saatinde durdurulan hiicre Kkiiltiirliniin
santrifiijlenmesiyle elde edilen {ist sivi enzim kaynagi olarak kullamilmistir. % 80
amonyum siilfat ile ¢oktiiriilen enzim birbirini takip eden diyaliz ve konsantrasyon
adimlarindan sonra kromatografi calismalarina alinmistir. DEAE Sefaroz iyon
degistirici kolon kromatografisi ve Sefakril S-100 molekiiler elek kromatografisi
kullanilarak Bacillus sp. P22 alkalen proteazi ii¢ basamakta kismen saflagtirilmistir.
Saflagtirma calismalarinin her adiminda toplam protein miktar1 ve alkalen proteaz
aktivitesi belirlenmistir. Nitelendirme ¢alismalarina alinan Sefakril Havuz 1’de 1,05
mg toplam protein, 6730 U toplam aktivite ve 6414 U/mg spesifik aktivite saptanmis,
Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin % 21 verimle 13 kez saflastirildig:
belirlenmistir.

Iyon degistirici kromatografi ve jel filtrasyon kromatografisi protein
saflagtirmada siklikla kullanilan yontemlerdir. Maruthiah ve arkadaslar1 Bacillus
subtilis AP-MSUG6 proteazini, % 85 amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben DEAE
Sefaroz iyon degistirici kromatografi ve Sefadeks G-75 jel filtrasyon kromatografisi
ile iki basamakta % 23 verimle 27 kez saflastirmiglardir [Maruthiah et al., 2013].

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin molekiiler agirliginin belirlenmesi
amaciyla SDS-PAGE analizleri gergeklestirilmistir. Jel filtrasyon kromatografisi
sonucunda elde edilen enzim havuzunun SDS-PAGE analizi sonucunda yaklagik 28
kDa agirliginda bir bant proteolitik aktiviteyle iligkilendirilmistir. Bu sonucun
dogrulanmas1 amaciyla yapilan ve substrat olarak ayirma jelinde % 0,1 oraninda
jelatin iceren zimogram analizinde, bu bant ile paralel bir hidroliz bandi
gozlenmemis; bununla birlikte daha agir bir protein molekiilii ile baglantili olmasi
muhtemel bir hidroliz zonu saptanmistir. Bu sonu¢ enzimin birden fazla sayida alt
birimi olabilecegini akla getirmektedir. Bu durum, B-ME igermeyen yiikleme
tamponu ile kaynatilmadan yiiklenen proteinin, zimogram jelinde daha biiyiik
goriinmesini agiklayabilir. Bir diger olasilik ise; zimogram jelinde bulunan substrat
nedeniyle proteazin jeldeki yiiriimesinin gecikmesi olabilir. Bacillus sp. P22 alkalen

proteazinin molekiiler agirligmin belirlenmesi amaciyla, zimogram analizlerinin
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substrat icermeyen jellerle yinelenmesi, ayrica denatiirleyici ve denatiirleyici
olmayan PAGE analizlerinin gerceklestirilmesi planlanmaktadir.

Mikrobiyal alkalen proteazlarin molekiiler agirliklariin 15-30 kDa arasinda
oldugu bilinmektedir [Kumar and Takagi, 1999].

Enzim, iki basamakta gerceklestirilen kromatografi asamasinin ardindan
nitelendirme c¢aligmalarina alinmistir. Bu ¢alismalarda enzim g¢esitli metaller,
deterjanlar ve organik c¢oziiciilerle etkilestirilmistir. Enzimin sicaklik kararlilig
caligmalarindan elde edilen bulgularin 1518inda, enzimin endiistriyel siireclere
uyumlulugunun degerlendirilmesi amaciyla etkilesme kosullari, ticari bir deterjanin
ortalama yikama sicaklig1 ve siiresi de gozetilerek 30 °C sicaklik ve 30 dakika olarak
belirlenmistir.

Bacillus sp. alkalen proteazlarinin 30-60 °C sicaklik araliginda aktivite
sergiledigi ve pH 7.0-11.0 arasinda aktif olduklart bilinmektedir. Bu pH araliginin
disinda kalan pH degerlerinde enzimin {i¢ boyutlu yapisinin degigsmesi ve yiikli
amino asitler arasindaki elektrostatik etkilesimlerin bozulmasi sonucunda enzim
aktivitesinde diisilisler ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir [Horikoshi, 1999], [Gupta et
al., 2002], [Joo et al., 2006].

Nitelendirme ¢alismalarmin ilk asamasinda kismen saflastirilan enzimin
optimal ¢alisma sicakligl ve pH’siin belirlenmesi amaciyla, 5-65 °C sicaklik ve 6-12
pH araliginda aktivite testleri gerceklestirilmistir. Bacillus sp. P22 alkalen
proteazinin optimal c¢alisma sicakligr 40 °C, optimal calisma pH’s1 10.5 olarak
belirlenmistir.

Ayrica enzimin kararli oldugu sicaklik ve pH araliklar1 da belirlenmistir.
Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin sicaklik kararliliginin belirlenmesi amaciyla 10,
20, 30, 40, 45, 50 ve 55 °C sicakliklarda 15 dakika bekletilen enzim diliisyonu
optimal kosullarda aktivite testine alinmis, enzimin 10-30 °C sicaklik araliginda
baslangi¢ aktivitesinin % 90’mi1, 40 °C’ta 15 dakika inkiibasyondan sonra ise
baslangi¢ aktivitesinin % 75’ini korudugu saptanmistir. 40 °C’1n iizerindeki sicaklik
degerlerinde ise enzimatik aktivitenin hizla yitirildigi gézlenmistir.

30 °C sicaklikta enzimin zamana bagh sicaklik kararliligi calisilmis, 15.
dakikada enzimatik aktivitede % 10, 30. dakikada % 40 kayip belirlenirken, 60.

dakikadan itibaren enzim aktivitesinin % 80 oraninda yitirildigi goriilmiistiir.
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Belirlenen pH degerlerinde hazirlanan tamponlar i¢inde + 4 °C’ta 18 saat ve bir
hafta siireyle bekletilen enzim diliisyonlarinin kalan aktiviteleri optimal tepkime
kosullarinda belirlenerek enzimin kararli oldugu pH aralig1 irdelenmistir. Elde edilen
bulgular degerlendirildiginde; + 4 °C’ta 18 saat sonunda enzimin pH 8-11 aralifinda
aktivitesinin % 80’inin, bir hafta sonunda ise pH 8.5 ve 9'da yaklasik % 70’inin
korundugu belirlenmistir.

Bacillus sp. SSR1 alkalen proteazinin optimal ¢alisma sicakliginin 40 °C
oldugu, bu sicaklikta 300 dakika inkiibasyondan sonra bile aktivitesinin % 100
oraninda korundugu, enzimin pH 8-11 arasinda kararli oldugu bildirilmistir [Singh et
al., 2001].

Bhaskar ve arkadaslar1 Bacillus proteolyticus CFR3001 soyundan kismen
saflastirdiklar1 alklen proteazin optimal calisma sicakliginin 40 °C oldugunu, 60°
C’ta enzim aktivitesinin % 20’sinin yitirildigini bildirmistir [Bhaskar et al., 2007].

Daha yiliksek pH ve sicakliklarda kararli olan enzimler de bulunmaktadir.
Bacillus circulans DZ100 alkalen proteazinin optimal ¢alisma sicakligi ve pH’sinin
85 °C ve 12.5 olarak saptandigi bir c¢aligmada, enzimin pH 9-12 araliginda
aktivitesinin % 95’ini korudugu bildirilmistir. Enzimin pH 8’de 70 °C’ta 48 saat
inkiibasyon sonunda aktivitesini % 80 oraninda korudugu, pH 12.5°de 70, 80, 90 ve
100 °C’taki yarilanma Omriiniin sirasiyla 18, 12, 4 ve 1 saat oldugu belirlenmistir
[Benkiar et al., 2013].

Proteazlarin, en yliksek seviyede proteolitik aktivite i¢in divalen katyonlara
gereksinim duyduklar1 ve divalen metal iyonlarinin enzimlerin sicaklik kararliligina
etki ettigi bilinmektedir. Bununla birlikte agir metal iyonlarinin enzim aktivitesini
inhibe ettigi gerceklestirilen calismalarla gosterilmistir [Kumar and Takagi, 1999].

Cesitli metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkilerinin saptanmasi amaciyla 1
ve 10 mM son konsantrasyonlarda metal tuzlarn ile etkilestirilen enzim ¢dzeltisi 30
°C’ta 30 dakika inkiibe edildikten sonra optimal kosullarda aktivite testi yapilarak
kalan aktiviteler belirlenmistir.

Kismen saflagtirilan Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesi, 1| mM
CaCl, varliginda % 40 artmig, CaCl, derisiminin 10 katina ¢iktigi durumda ise
yaklasik iki kat yiikselis gOstermistir. Proteolitik aktiviteye olan etkisinin yaninda
CaCl; enzimin sicaklik kararliligini da 6nemli diizeyde artirmistir. 10 mM CaCl,

varliginda 50 ve 60 °C sicakliklarda 15 dakika inkiibe edilen enzimin kalan aktivitesi
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belirlenmis, stabilizator icermeyen drnege gorece enzim aktivitesinin 50 °C’ta 9 ve
60 °C’ta 30 katina c¢iktigr belirlenmistir. 10 mM CaCl, varliginda 50 °C’ta 330
dakika boyunca alkalen proteaz aktivitesi takip edilerek enzimin bu sicaklikta
zamana bagh sicaklik kararliligi irdelenmistir. 120. dakikaya kadar enzim
aktivitesinin % 85’inin, 330. dakika sonunda ise % 78’inin korundugu saptanmuistir.
Yapilan bir diger ¢alismayla 60 °C sicaklikta 10 mM CaCl, varliginda enzimin 175
dakika siireyle aktivitesi takip edilerek inaktivasyon egrisi hazirlanmistir. Bu
sicaklikta enzim aktivitesinin 30. dakika sonunda % 75, 60. dakika sonunda % 40 ve
90. dakika sonunda ancak % 17 oraninda korundugu, 175. dakikada ise biitiiniiyle
kayboldugu gozlenmistir.

Joshi ve Satyanarayana (2013) Bacillus lehensis alkalen proteazinin 60 °C'taki
sicaklik kararliligini glisin, gliserol, dekstran, PEG 4000 ve CaCl, gibi farkh
stabilizatorler varliginda irdelemis, CaCl, bu sicaklikta enzimin sicaklik kararliligini
en ylksek seviyede artiran stabilizator olarak raporlanmistir [Joshi and
Satyanarayana, 2013].

Bu tez calismasinda 10 mM MnCl, ve NaCl’iin Bacillus sp. P22 alkalen
proteazimin aktivitesini, sirastyla, % 11 ve % 28 artirdig1 belirlenirken, Fe*?, Fe*,
Zn*?, Cu*? ve Ba*?iyonlarmin proteolitik aktiviteyi inhibe ettigi saptanmustur.

Deng ve arkadaglar1 (2010) Bacillus sp. BOO1 alkalen proteazinin proteolitik
aktivitesinde 5 ve 10 mM CaCl, varliginda, sirasiyla, % 115 ve % 108 yiikselis
kaydetmislerdir. Ayni ¢calismada 10 mM Fe*®, Fe™? ve Cu*? ile enzim aktivitesinin,
sirasiyla, % 95, % 46 ve % 66 oraninda inhibe oldugu rapor edilmistir [Deng et al.,
2010].

Bacillus subtilis AP-MSUG6 alkalen proteazinin 0,5 M NaCl varliginda
maksimum aktivite sergiledigi bildirilmistir [Maruthiah et al., 2013].

Bir Bacillus sp. serin alkalen proteazi ile gergeklestirilen baska bir ¢aligmada,
kismen saflastirilan enzimin kalsiyum, magnezyum, mangan, ¢inko ve bakir gibi
metal iyonlar1 varlifinda aktivitesi irdelenmis, enzim aktivitesinin anilan metal
iyonlarindan hemen hig etkilenmedigi bildirilmistir [Bhunia et al., 2013].

Bir enzimin ¢amasir veya bulasik deterjanlarinda kullanima uygunlugu, genis
bir pH ve sicaklik araliginda deterjan O6zellikteki kimyasallar ile uyumluluguna
onemli Ol¢lide baghdir. Bir ¢cok ¢amasir deterjaninin pH degeri genellikle 9.0-12.0
arasinda oldugundan, alkali pH’da yiiksek kararlilik ve aktivite sergileyen proteazlar

biyoteknolojik uygulamalarda, 6zellikle de deterjan endiistrisinde kullanima oldukca
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uygundur. Yikama ¢ozeltisinin pH’s1, yikama sicakligi ve deterjan bilesimi deterjan
proteazlarinin performansini etkileyen unsurlardir. Bu nedenle ideal deterjan
enziminin gesitli yikama sicakliklarinda, yiizey aktif maddeler ve oksitleyici ajanlar
varliginda uzun siire aktivite ve kararliligini koruyabilmesi gerekmektedir [Haddar et
al., 2009], [Banik and Prakash, 2004].

Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin gesitli deterjanlar varhigindaki aktivitesi
degerlendirmistir. Bu amagla % 0,1 ve 1 konsantrasyonlarinda CTAB, SDS,
sodyumdeoksikolat, Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 ile 30 °C’ta 30 dakika
inkiibe edilen enzim diliisyonlarinin kalan aktiviteleri belirlenmistir. % 1 Tween 80
varliginda enzim aktivitesinin % 81 oraninda artis gosterdigi, ayn1 derisimde Tween
20 ve Triton X-100’iin proteolitik aktiviteyi, sirasiyla, % 25 ve % 36 artirdigi, % 0,1
konsantrasyonda Tween 80 ve Tween 20°nin ise enzim aktivitesini, sirastyla, % 19
ve % 29 ylkselttigi saptanmistir.

Elde edilen bulgular literatiirde yer alan ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur.
Bacillus licheniformis NH1 alkalen proteazinin % 1 Triton X-100 ve Tween 20 ile 40
°C’ta 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesini korudugu bildirilmistir [Hmidet et al.,
2009].

Jellouli ve arkadaslar1 saflastirdiklart Bacillus licheniformis MP1 alkalen
proteazini nitelendirdikleri ¢alismalarinda, enzimi ¢esitli deterjanlar ile 40 °C’ta 1
saat inkiibe ederek, % 5 Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 varliginda enzim
aktivitesinin korundugunu raporlamislardir [Jellouli et al., 2011].

Katyonik bir deterjan olan CTAB, % 0,1 ve % 1 konsantrasyonda enzim
aktivitesini % 70-80 oraninda inhibe etmis, % 1 SDS varliginda aktivite tamamen
kaybolmustur. Enzim aktivitesinin % 0,1 SDS varligindan etkilenmedigi
saptanmuistir.

El Hadj-Ali ve arkadaslar1 Bacillus licheniformis NH1 alkalen proteazinin %
0,1 SDS ile 40 °C’ta 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesini % 98 oraninda
korudugunu, SDS oraninin % 0,5 oldugu durumda ise proteolitik aktivitenin %
20’sinin kaybedildigini bildirmistir [El Hadj-Ali et al., 2007].

Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 gibi anyonik yiizey aktif maddeler
varhiginda 30 °C sicaklikta 30 dakika boyunca kararliligim1 koruyan veya
aktivitesinde % 81'e kadar artis gozlenen Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin disiik

sicakliklarda aktif bir deterjan enzimi olarak kullanim potansiyeli bulunmaktadir.
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Enzimlerin organik c¢oziiciiler igerisinde kullanimi, son yillarda yeni bir
biyokataliz siirecini ortaya ¢ikarmistir. Proteazlarin sulu olmayan ortamlarda peptit
ve ester sentezine olan uygunluklari, organik c¢oziiciiler igerisinde yiliksek kararlilik
ve aktivite sergileyen proteazlara olan ihtiyaci beraberinde getirmistir. Ayrica
poliollerin enzimlerin sicaklik kararliligini ve saklanma siirelerini artirdigi
bilinmektedir [Vulfson et al., 2001], [Fagain, 2003].

Coziiclilerin enzim molekiiliinii ¢evreleyen su molekiilleri ile etkilesmek
yoluyla enzimatik aktiviteyi etkiledikleri bilinmektedir. Yiksek polar coziiciiler
katalitik aktivite icin gerekli suyu enzimden uzaklastirarak aktivite kaybina yol
acmaktadir. Organik ¢oziiclinlin polaritesi yiikseldik¢e enzim aktivitesinde diisiis
gozlenmektedir. Subtilisin gibi Bacillus spp. proteazlarinin hidrofilik ¢o6ziiciilere
kars1 tolerans1 bulunmamaktadir [Li et al., 2009].

Bu tez c¢alismasinda, cesitli organik c¢oziiciiler varliginda aktivitesinin
belirlenmesi amaciyla kismen saflastirilmis enzim, % 10 ve 30 oranlarinda aseton,
etanol, metanol, izopropanol, izoamilalkol, DMSO, asetonitril ve etilen glikol ile 30
°C sicaklikta 30 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra aktivite testine alinarak kalan
aktiviteler belirlenmistir. DMSO’nun enzim aktivitesini % 10 ve % 30
konsantrasyonda, sirasiyla, % 24 ve % 54 oranlarinda yiikselttigi saptanmis, % 30
etanol, metanol ve izopropanol varliginda enzim aktivitesinin yaklasik % 30 arttig1
belirlenmistir. Izoamil alkol ve asetonitrilin proteolitik aktiviteyi her iki
konsantrasyonda da inhibe ettigi gdzlenmistir.

Elde edilen bulgular1 destekler nitelikte ¢alismalar bulunmaktadir. Bacillus
koreensis BK-P21A soyundan saflagtirilan alkalen proteaz ile % 50 oraninda DMSO,
etanol ve izopropanol varliginda sirasiyla % 100, % 104 ve % 124 kalan aktivite
degerleri elde edildigi rapor edilmistir [Anbu, 2013].

Literatiirde yer alan bir baska calismada, 40 °C’ta bir saat silireyle % 50
oraninda organik ¢oziicliler ile inkiibe edilen Bacillus licheniformis YP1A
proteazinin DMSO varliginda aktivitesini % 95 oraninda korudugu bildirilmistir [Li
et al., 2009].

Stabilize edici ajanlarin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin sicaklik kararliligi
tizerine etkilerinin irdelendigi ¢alismalarda, % 10 ve 30 son derisimde DMSO, etilen
glikol ve gliserol ile 50 °C sicaklikta 15 dakika inkiibe edilen enzimin sicaklik
kararliliginin arttigr goriilmistiir. % 30 DMSO ve gliserol varliginda enzim

aktivitesinin iki kat, % 30 etilen glikol varliginda ise 3,6 kat arttig1 belirlenmistir.
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Benzer sekilde % 30 etilen glikol ile 60 °C sicaklikta 15 dakika yiizlestirilen enzimin
aktivitesini yaklagik 3 kat artirdigi edinilen diger bulgular arasindadir. Bununla
beraber DMSO ve gliserol 60 °C sicaklikta enzimin sicaklik kararliligini artirici etki
gostermemistir.

Organik ¢oziiclilerin enzimin sicaklik kararliligina etkilerinin irdelendigi bir
calismada, optimal ¢alisma sicakligi 50 °C olan Oceanobacillus sp. alkalen
proteazinin 70 °C sicaklikta % 30 izooktan varliginda aktivitesinin % 60’1
koruyabildigi bildirilmistir [Pandey et al., 2012].

Jain ve arkadaslari, bir Bacillus sp. alkalen proteazi ile gergeklestirdikleri
calismada 37 °C sicaklikta % 50 hegzan varliginda 192 saat boyunca enzimatik
aktivitenin tamamina yakininin korundugunu bildirmistir [Jain et al., 2012].

Bu tez ¢alismasinda, EDTA, B-ME, DTT ve PMSF gibi kimyasal maddeler ile
1 ve 10 mM son konsantrasyonda 30 °C sicaklikta 30 dakika inkiibe edilen Bacillus
sp. P22 alkalen proteazinin kalan aktivitesi belirlenmistir. Bir metal selatlayict olan
EDTA 1 ve 10 mM konsantrasyonlarda alkalen proteaz aktivitesini tamamen inhibe
etmistir. Bu bulgu Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin metal iyonlarina gereksinim
duyduguna ve bir metalloproteaz olabilecegine isaret etmektedir.

Bacillus pumilus CBS alkalen proteazinin saflastirilarak nitelendirildigi bir
calismada Jaouadi ve arkadaglar1 25 °C’ta 30 dakika siireyle 1 ve 5 mM EDTA
varhiginda enzimatik aktivitenin sirasiyla % 86 ve 80 oraninda korundugunu
bildirmislerdir [Jaouadi et al., 2008].

Bir serin proteaz inhibitdrii olan PMSF'nin reaksiyon ortaminda 1 mM son
derisimde bulundugu durumda Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesinin %
54’iniin  korundugu, PMSF derisiminin 10 mM oldugu durumda ise enzim
aktivitesinin tamamen yitirildigi belirlenmistir.

Literatiirde yer alan bir ¢cok ¢alismada 1 mM PMSF varliginda alkalen proteaz
aktivitesinin tamamina yakiminin yitirildigi rapor edilmistir [Johnvesly and Naik,
2001; Shrinivas and Naik, 2011; Shankar et al., 2011].

Bir denatiirleyici ajan olan DTT’nin 1 ve 10 mM konsantrasyonlarda Bacillus
sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesini, sirasiyla, % 3 ve % 52 oraninda artirdigi
saptanmistir. Yine bir baska denatiirleyici kimyasal olan B-ME varliginda enzim

aktivitesi onemli oranda artig gostermistir. 1 mM B-ME varliginda alkalen proteaz
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aktivitesi % 59 artarken, B-ME derisiminin on katina ¢iktigi durumda enzim
aktivitesi % 123 ytikselmistir.

Damare ve arkadaslar1 Aspergillus utus NIOCC20 proteazinin DTT ve B-ME
gibi iki denatiirleyici ajandan etkilenmedigini bildirerek, enzimin tiyol grubu
icermedigi sonucuna varmislardir (Damare et al., 2006). Bu bulguyu destekler
sekilde DTT ve B-ME’iin Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin aktivitesini inhibe
etmemis olmasi, enzimin tiyol gruplari icermedigini diisiindiirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, GYTE Enzim Molekiiler Genetigi grubunca Gonen Dag
Ilicasi'ndan izole edilmis Bacillus sp. P22'nin alkalen proteaz iiretiminin
optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmis, ayrica enzim kismi olarak saflagtirilmis ve
nitelendirilmistir. Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin iiretiminin optimizasyonu i¢in
besi yeri icerigi ve pH's1, inkiibasyon sicakligi, havalandirma, c¢alkalama ve asilama
orani parametreleri ile ¢alisilmistir. Elde edilen veriler sonucunda, Bacillus sp. P22
alkalen proteazinin {iiretimi i¢in optimal kosullar; 30°C inkiibasyon sicakligi, 1/5
havalandirma, 200 rpm calkalama hizi, % 1 siit tozu iceren Horikoshi besi yeri, pH
7.0 olarak belirlenmistir.

Tezin ikinci asamasi olan enzim saflastirma ¢aligsmalarinda ise Bacillus sp. P22
alkalen proteazi amonyum siilfat ¢oktiirmesinin ardindan iyon degistirici ve jel
filtrasyon kromatografi basamaklar1 kullanilarak besi yeri {ist sivisindan % 21
verimle 13 kez saflastirilmis olup, spesifik aktivitesi 6414 U/mg hesaplanmistir. Elde
edilen kismi saflasmis enzim ile yapilan nitelendirme calismalari sonucunda ise,
Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin mezofilik, alkali pH'larda etki gosteren, CaCl,
varliginda sicaklik kararliligi artan bir alkalen proteaz oldugu belirlenmistir. Bu
yonilyle enzimin endiistriyel siireclerde kullanilmaya aday olabilecek bir deterjan
katki maddesi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Deterjan enzimleri genel olarak pH optimalleri alkalen olan ve sicaklik
kararliliklar1 yiiksek enzimlerdir. Ancak iyi bir deterjan enzimi i¢in istenen bir diger
Ozellik goreceli disiik sicakliklarda da aktif olmasidir. Bacillus sp. P22 alkalen
proteazi, optimal aktivitesini 40 °C’ta sergilemekte, 30 °C gibi diisiik bir sicaklikta
ise maksimum aktivitesinin % 90’11 korumaktadir. Bununla birlikte, enzim Triton
X-100, Tween 80 ve Tween 20 gibi anyonik yiizey aktif maddeler varliginda 30°C
sicaklikta 30 dakika boyunca kararliligini korumaktadir; bu durum enzimin diisiik
sicakliklarda kullanima uygun bir deterjan proteazi olarak kullanilabilecegini
diistindiirmektedir.

161



e Sonuglar
Gergeklestirilen tez galismasi kapsaminda Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin
enzim Uretim kosullar1 optimize edilerek enzim saflastirilmis ve nitelendirilmistir. Bu

calisma ile elde edilen sonuclar asagida listelenmistir:

- Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin optimal ¢alisma sicakligi 40 °C ve optimal
calisma pH degeri 10.5 olarak belirlenmistir. Ayrica, enzimin bir metallo-proteaz
olabilecegine yonelik bulgular elde edilmistir.

- Enzim nitelendirme ¢aligmalarinda elde edilen bulgular, Bacillus sp. P22 alkalen
proteazinin 15-50 °C gibi genis bir sicaklik araligi ve alkali pH araliginda (pH 8-
11) aktif oldugunu gostermistir. Bu bulgular enzimin 6zellikle diisiik sicakliklarda
ve alkali sartlarda gerceklestirilen endiistriyel uygulamalara elverislili§ine isaret
etmistir.

- Enzimin alkali pH degerlerinde ve SDS, Triton X-100, Tween 80, Tween 20 gibi
deterjanlar ve aseton, etanol, metanol, izopropanol ve etilen glikol gibi organik
¢ozilicliler varliginda aktivitesini korumasi, Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin

bir deterjan proteazi olarak potansiyelini ortaya koymustur.

Tez calismast kapsaminda gerceklestirilen saflastirma calismalar1 sonucunda
enzim beklenen diizeyde saflastirllamamistir. Bu nedenle bu asamadan sonra
gerceklestirilmesi planlanan ¢alismalar arasinda dncelikle saflagtirma ¢alismalarinin
yinelenmesi ve bunun ardindan gerceklestirilecek cesitli elektroforez calismalari ile
Bacillus sp. P22 alkalen proteazinin molekiiler agirliginin  dogrulanmasi
bulunmaktadir. Ayrica enzimin amino asit dizisinin tanimlanmasina yonelik olarak
N-terminal protein analizi yapilmasi ve heniliz tanimlanmamis bu Bacillus soyunun

bir kiiltiir koleksiyonuna depo edilmesi diisiiniilmektedir.
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