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Bu calismada kiiglikbas hayvan iiretimi yapilan ¢iftlik kesimhane topragindan izole edilen
Bacillus sp. G17 susundan proteaz iiretilmis ve enzimin karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

Bu amagla izole edilen 203 sus proteolitik aktivite bakimindan test edilmek iizere Skimmed
Milk Agar(SMA) besiyerinde 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Koloni morfolojisi bakimindan
degerlendirilen oOrneklerden etrafinda seffaf zon olusturan 71 sus, proteaz pozitif olarak
degerlendirilmistir. Kismi olarak saflastirilan proteazin 50°C ve pH 8,0’de optimum aktivite
gosterdigi saptanmistir. Enzimin karakterizasyon sonuclarina gore pH 4,0-6,0 aralifinda ortalama
%095 aktiviteye sahip olmasi asidik ortamda ¢alisilmaya elverisli oldugunu gostermistir. 20°C-40°C
araliginda yiiksek oranda kararlilik da sagladigi belirlenmistir. Farkli kimyasallarin proteolitik
aktiviteye olan etkisi test edildiginde 5 mM TEMED ile proteaz aktivitesinin arttig1, Triton X-100,
Tween 80 ve EDTA nin 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinin tiimiiniin enzimi inhibe ettigi
gortilmiistir. 1 mM CaCl, ve MnCl; nin enzim aktivitesini sirasiyla %9 ve %S5 artirdigi gézlenmistir.

Elde edilen bulgular, Bacillus sp. G17 susundan iiretilen proteaz enziminin endiistriyel
kullanim potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
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ABSTRACT

In this study, protease was produced from the Bacillus sp. G17 strain isolated from the
slaughterhouse soil of a farm where small ruminants are produced and the enzyme was characterized.

For this purpose, 203 isolated strains were incubated in Skimmed Milk Agar (SMA) medium
at 37°C for 48 hours to be tested for proteolytic activity. Among the samples evaluated in terms of
colony morphology, 71 strains that formed a transparent zone around were evaluated as protease
positive. It was determined that the partially purified protease showed optimum activity at 50°C and
pH 8.0. According to the characterization results of the enzyme, it has an average activity of 95% in
the pH range of 4.0-6.0, showing that it is suitable for working in an acidic environment. It has also
been determined that it provides high stability in the range of 20°C-40°C. When the effect of
different chemicals on proteolytic activity was tested, it was observed that protease activity increased
with 5 mM TEMED, and 1 mM and 5 mM concentrations of Triton X-100, Tween 80 and EDTA all
inhibited the enzyme. It was observed that 1 mM CaCl; and MnCl; increased enzyme activity by 9%
and 5%, respectively.

The results obtained, Bacillus sp. It shows that the protease enzyme produced from the G17
strain has the potential for industrial use.

Keywords: Bacillus sp., Enzyme, Protease, Production
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, degerli bir son iirlin iiretmek icin kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran
biyokatalizorlerdir. Giliniimiizde mikroorganizmalardan elde edilen enzim preparatlari sanayinin
birgok alaninda, tarimda ve tipta kullanilmaktadir. Enzimlerin kullanimi, teknolojik siireglerin hizin
artirmay1, bitmis iriinlerin verimini 6nemli Olgiide artirmayi, kalitelerini iyilestirmeyi, degerli
hammaddelerden tasarruf etmeyi ve atik miktarin1 azaltmayr mimkiin kilar (Jankorazov ve
ark.,2023).

Enzimler, metabolik gorevlerinin yanm1 sira artik hayatimizin her alaninda karsimiza
cikmaktadir. Tipta teshis ve tedavi siirecinde, siit ve siit iirlinleri iiretiminde, fotografeilik, gida tiretim
ve islemede, temizlik malzemeleri iiretiminde biiyiik miktarlarda kullanimi mevcuttur. Bu alanlar
disinda da ¢ok ¢esitli kullanim amaglar1 bulunmaktadir.

Gilintimiizde biyoteknolojik islemlerin gelismesi ile metabolik siire¢lerde rol oynayan
enzimler endiistriyel ¢evrelerin dikkatini ¢ekmistir. Enzimlerin kullanildigi endiistriyel proseslerde
nispeten kaliteli, ucuz ve ¢evreye dost iirlin elde edilmesi bu enzimlerin iiretiminin ve kullaniminin
artmasini saglamistir. Enzim teknolojisinin siirekli gelismesi, endiistriyel enzimlere olan ilgiyi de

artirmistir.

1.2. Proteazlar

Proteazlar, tiim hayvanlarda, bitkilerde ve viriislerde oldugu kadar baz
mikroorganizmalarda da yaygin olarak bulunur. Proteazlar, hayvanlar, insanlar, bitkiler ve bazi
mikroorganizmalarin i¢inde yer alan biyokimyasal siireclerin ayrilmaz bir bilesenini temsil eder
(Shamsi ve ark., 2016).

Proteazlar, yiliksek substrat oOzgiilliigii ve verimli katalitik aktivite sunarak canh
organizmalardan izole edilebilir ve saflastirilabilir. Ayn1 zamanda proteazlar, protein katabolizmasi,
sindirilen proteinlerin sindirimi ve hiicre sinyali gibi ¢esitli temel biyolojik islevlerde yer alirlar.
Cesitli proteaz tiirleri, tamamen farkli mekanizmalar yoluyla benzer reaksiyonlar1 katalize edebilir.
Ayrica, proteazlar, hiicresel proteinin doniisiimiinde yer alma gibi 6nemli bir isleve sahiptir.
Proteazlar, kanin pihtilasmasi, zimojenik enzimlerin aktivasyonu ve salgi proteinlerinin islenmesi
gibi siirli boliinmeler yoluyla proteinlerin segici modifikasyonlarini gergeklestirebilir (Johnvesly ve
Naik., 2001).

1.3. Proteazlarm Siniflandirilmasi
Proteazlar temelde kimyasal yapilarina gére ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olarak ikiye
ayrilmaktadir. Ekzopeptidazlar polipeptit zincirinin sonunda hareket ederken endopeptidazlar

tercihen hiicrenin i¢ bolgesinde hareket eder.



Ekzopeptidazlar ayrica; polipeptit zincirlerinin amino (N-) ve karboksil (C-) terminalindeki
peptit baglarina yaptiklar1 katalitik etkiye gore karboksipeptidaz ve aminopeptidaz olarak ikiye
ayrilmaktadir.

Aym sekilde, endopeptidazlar da aktif bolgelerinde bulunan farkli katalitik mekanizmalar

temel alinarak; serin, sistein, aspartik ve metalloproteaz olarak dort gruba ayrilmaktadir.

1. Serin proteazlar: Serin proteazlar, aktif bolgelerinde serin grubu (-OH) bulunduran
proteazlardir.

2. Sistein proteazlar:: Aktif bolgelerinde bozulmamis bir SH grubu bulunduran
proteazlardir.

3. Metalloproteazlar: Aktif bolgelerinde bir veya iki degerlikli metal iyonu bulunduran
proteazlardir.

4. Aspartik proteazlar: Asit proteazlar olarak da bilinirler. Katalitik aktiviteleri i¢in

aspartik asit aminoasitlerine ihtiyag duyarlar (Rao ve ark., 1998, Nduka O., 2007).

Endoproteazlar ayrica maksimum aktiviteye sahip olduklar1 pH araligina gore; asidik, notr

ve alkalin proteazlar olarak ii¢ alt gruba ayrilmaktadir.

*  Asidik proteazlar: Asit proteazlar olarak adlandirilirlar. pH 2,0-6,0 araliginda aktivite
gosterirler.

*  Notr proteazlar: notr, zayif alkali veya zayif asidik pH'ta aktiftirler.

*  Alkalin proteazlar: Alkalin pH araliginda aktif olan proteazlardir (Rao ve Narasu.,
2007).

1.4. Proteaz Kaynaklar

Proteazlar hemen hemen tiim canlilar i¢in fizyolojik olarak gereklidir. Proteaz enzimlerinin
dogal kaynaklari arasinda bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar bulunur. Bu kaynaklar arasinda,
mikrobiyal proteazlar, hizli hiicresel iiretim hizi ve mikrobiyal kiiltiirlerin bakiminin kolayligi
nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir (Naveed ve ark., 2021).

Kiiresel pazarda proteazlara olan yiiksek talep nedeniyle, dogada her yerde, yani bitkilerde,
hayvanlarda ve mikroorganizmalarda bulunan proteazlara yonelik arayislar muazzam bir sekilde
artmigtir (Rani ve ark., 2012).

Mikrobiyal proteazlar, proteinaz aktivitesi, amidaz aktivitesi ve peptidaz aktivitesi gibi genis
bir protein hidrolitik aktivite araligina sahip en biiyiik enzim grubunu olusturur ve toplam enzim

pazarinin %60'ma katkida bulunur (Naveed ve ark., 2021; Dhayalan ve ark., 2022).



1.5. Bacillus ve Proteazlar

Proteaz enzimlerinin biiyiik bir kismimin Bacillus cinsi bakterilerden elde edildigi
bilinmektedir.

Bacillus cinsi, zorunlu aeroblar veya fakiiltatif anaeroblar olan Gram pozitif, spor olusturan,
cubuk seklindeki bakterilerle temsil edilir (Dijl ve Hecker 2013).

Dogada bulunan sayisiz mikrorganizma arasinda Bacillus sp. proteaz enzimlerinin en biiyiik
tireticileri olarak onemli bir role sahiptir. Bacillus sp.'den izole edilen proteazlar yiiksek substrat
ozgiilliigiine ve substrat biyobozunurluguna kadar genis bir sicaklik ve pH araligina kars1 direnglidir
(Danilova ve Sharipova, 2020; Hasan ve ark., 2022).

Mikrobiyal proteazlar, daha genis esneklikleri ve endiistriyel Onemleri nedeniyle

arastirmalarin biiyiik ilgisini ¢ekmistir (Matkawala ve ark., 2021; Banerjee ve ark., 2022).

1.6. Proteazlarin Kullanim Alanlar:

Proteazlar, tiim canli formlarinda ve viriislerde bulunan esansiyel bir enzim grubudur.
Mikroorganizmalar, ¢esitli bitki gruplar1 ve hayvanlar tarafindan iiretilitler. Bakteriler tarafindan
iretilen  bakteriyel proteazlar endiistriyel uygulamalart nedeniyle en Onemli yeri
tutmaktadir.Endistriyel enzim gruplart deterjan, deri, gida, ilag ve tekstil endiistrisinin yanisira

giimiisiin geri kazanimi ve biyoremediasyon siireglerinde uygulama alan1 bulmaktadir.

1.6.1. Deri Endiistrisi

Enzimlerin deri isleme ve iiretiminde uygulanmasi ile ilgili ¢aligmalar 1910 yilinda
baslamistir. O zamandan beri 6nemli aragtirmalar yapilmig ve giiniimiizde birgok enzim deri islemede
ticari diizeyde kullanilmaktadir. Deri isleme; kiirleme, 1slatma, kiregleme, tiiy alma, yaralama,
dekapaj, yagdan arindirma ve tabaklama gibi birkag adim igerir. Bu adimlar sirasinda olusan atiklar
veya atik sular, yalnizca ¢ok biiyiik ¢evre kirliligine neden olmakla kalmaz ve ekosistem igin bir
tehdit olusturarak yiiksek konsantrasyonlarda siilfit ve krom bulunmasi nedeniyle ciddi saglik
tehlikesi olusturabilir (Nilegaonkar ve ark., 2007).

Deri isleme endiistrisinde yapilan ¢aligmalara bakildiginda zararli kimyasal madde yerine
alternatif bakteriyel enzimlerin kullammmiyla, c¢evre kirliliginin azalmasi, deri kalitesinin

arttirllmasinda basarili olunmus ve uygulamlarin daha ekonomik olmasi saglanmistir (Afsar, 2008).

1.6.2. Deterjan Endiistrisi

Enzimlerin kullanim alanlar1 incelendiginde deterjanlar, en biiylik endiistriyel uygulamalar
olmaktadir (Horikoshi, 1999).

Proteazlar, deterjan endiistrisinde ticari Olgekte yaygin olarak kullanilmaktadir. Temel

bilesen veya bilesen olarak proteazlar igeren deterjan endistrisindeki gesitli triinler, evdeki



camagirlarin, takma dislerin veya kontakt lenslerin temizlenmesi i¢in kullanilmigtir. Toplam enzim
satiginin, deterjan endiistrisindeki proteazlarin kullanimi ~%20'dir. (Jacobson ve ark., 1985).
Proteazlar sadece camasir deterjani olarak degil hem kurumsal hem de endiistriyel
sektorlerde bulasik ve temizlik deterjani olarak da kullanilmaktadir (Estell ve ark., 1985; Shanlin ve
ark., 1997; Bornscheuer ve ark., 2012).
Deterjan sektoriinde kullanilan alkalin proteaz enzimlerin biiyiik ¢cogunlugu Bacillus sp.'den
izole edilmektedir. Deterjan formiilasyonlarinda enzimlerin kullanimi, diisiik 1silarda ve kisa siirede

temizligi saglamakta ayni1 zamanda yikama verimini artirmaktadir (Yardimci, 2014).

1.6.3. Kozmetik ve ila¢ Endiistrisi

Enzimler ilag endiistrisinde piht1 6nleyici, anti-inflamatuar ve antikanserojen ajanlar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir.

Bakterilerden elde edilen saflastirilmis proteaz, antibakteriyel aktivite gibi gesitli amaglar
icin kullanilir. Klinik patojenlerin yan1 sira biyofilmleri degrade eder (Harish ve Chauhan, 2017).
Ayrica onkoloji alaninda ilag olarak kullanilir (Prabhavathy ve ark., 2013).

Kozmetik sanayisinin kontak lens soliisyonlarinda, sa¢ bakimu iirlinlerinde, dis macunlarinda
ve viicuttaki istenmeyen tiiylerin giderilmesinde kullanilan {iriinlerin yapiminda tercih

edilmektedirler (Langmaier ve ark., 2002).

1.6.4. Tekstil Endiistrisi

Yiin, ipek, angora, kasmir dogal protein liflerindendir, bu {irtinlerle papain, pronaz ve pepsin
enzimleri bir araya getirildiginde liflere esneklik saglanir, daha beyaz bir renk elde edilir ve dogal
kirlerinden arindirilmis olunur. Proteolitik enzimlerle yapilan islemler, kimyasal maddelere gére hem
daha kaliteli iiriin elde edilmesini hem de zamandan tasarruf yapmasi bakimindan daha avantajlidir

(Duran ve ark., 2007; Karmakar, 1999).

1.6.5. Gida Endiistrisi

Proteaz enzimlerinin temel islevleri, proteinlerin hidrolize edilmesi 6zelligiyle protein
hidrolizatlarinin ~ hazirlanmasinda  kullanilir.  Protein  hidrolizatlart  bebek mamalarinin
formiilasyonlarinda, kan basinci fizyolojisinin diizenlenmesinde, mesrubat ve meyve sularinin raf
Omiirlerini uzatmada 6nemlidir (Gupta ve ark., 2002).

Proteaz enzimleri gida endiistrisinde firincilik, peynir yapimi, et yumusatma ve protein
acisindan zengin diyet yiyeceklerinin iiretimi gibi ¢esitli alanlarda tercih edilmektedir (Mahajan ve
Badgujar, 2010; Celik, 2006).

Biranin iiretiminde ¢6ziinmeyen proteinlerden dolay1 olusan bulanik goriiniimii engelleyerek

berrak ve parlaklik i¢in proteaz enzimleri kullanilmaktadir. Bu goriiniim i¢in genellikle kaba papain



ya da bromelain (sistein) kullamimi ile saglanmaktadir. Ayrica maltin matlastirlmasinda da

kullanilmaktadir (Maccabe, 2007).

1.7. Tezin Amaci

Proteazlar1 incelemeye olan ilgi, yalmizca farkli metabolik siireglerin diizenlenmesi
nedeniyle degil, ayn1 zamanda endiistriyel topluluktaki 6nemli kullanimi nedeniyle de artmustir.
Onemli sayida hiicre dis1 proteaz iireten mikroorganizmalar, endiistri i¢in biiyiik dnem tasir ve birkag
alkalin proteaz {irtinii basarili bir sekilde pazarlanir (Gupta ve ark., 2002; Gupta ve Ramnani, 2006;
Vijayaraghavan ve ark., 2014).

Gilinlimiizde endiistriyel agidan dnemli enzimlerin basinda gelen proteazlarin sahip oldugu
ozellikler goz oOniline alindiginda kullanilabilecek baska potansiyel alanlarin da olabilecegi bu
enzimin endiistriyel ve biyoteknolojik olarak tercih edilmesine yol agmustir.

Modern diinyada daha yeni, siirdiiriilebilir ve ¢ok yonlii enzimler gelistirmek i¢in yapilan
caligmalar hizla devam etmektedir.

Bu calismada Bacillus sp. G17 susundan izole edilen proteaz enziminin iretim

optimizasyonu ve karakterizasyon ¢aligmalari yapilmigtir.






2. ONCEKI CALISMALAR

Usharani ve ark. (2010), Bacillus laterosporus susunun EDTA varliginda proteaz iretiminin
biiyiik dl¢iide inhibe oldugunu belirtmistir.

Shah ve ark. (2010), Bacillus cereus susundan iiretilen proteazin genis pH (6,0 — 9,0) ve (40-
70°C) sicaklik araliginda aktif oldugunu ve enzimin optimum 60°C ve pH 8.0°de aktivite gosterdigini
belirtmistir. Ayrica Tween 80 ve Triton X-100 gibi noniyonik deterjanlarin varliginda enzimin kararl
oldugunu saptamaistir.

Akcan ve ark. (2010), Bacillus subtilis RSKK96 susunun maksimum proteaz tiretiminin 72.
saatte gerceklestigini saptamuistir.

Bajaj ve ark. (2014), Bacillus subtilis 1-2 susundan iirettikleri proteaz enziminin optimum
aktivitesini 50°C sicaklikta ve pH 8,0’de gosterdigini saptamistir. Ayrica enzimin pH 7,0-10,0
araliginda ve30-50°C sicaklikta  stabil oldugunu ve EDTA varliinda enzim aktivitesinin biiytik
Olciide azaldigini bildirmistir.

Vijayaraghavan ve arkadaglar1 (2014), B. cereus AT susundan izole ettikleri proteaz
enziminin pH 8,0 ve 50°C sicaklikta en yiiksek aktiviteyi gosterdigini rapor etmistir.

Sahin ve ark. (2015), Bacillus subtilis M-11 susundan izole edilen proteazin optimum enzim
aktivitesini pH 8,0 ve 50°C sicaklikta gosterdigini bildirmistir.

Mothe ve ark. (2016), Bacillus caseinilyticus susundan izole ettikleri alkali proteazin aktivite
gosterdigi optimum pH degerinin 8,0, optimum sicaklik degerinin ise 60°C oldugunu ve Ca?* ve
Mg?* iyonlar1 varliginda aktivitesinin arttigini rapor etmistir.

Maruthiah ve ark. (2017), Bacillus sp. APCMST-RS7 susundan izole edilen proteazin
aktivite gosterdigi optimum pH degerinin 8,0 ve optimum sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu tespit
etmistir.

Yang ve ark. (2019), Bacillus altitudinis W3 susundan izole ettikleri alkali proteazin Ca®" ve
Mg?" iyonlar1 varhiginda aktivitesinin arttiim, EDTA varliginda enzimin inhibe oldugunu rapor
etmistir.

Abdollahi ve ark. (2020), Bacillus altitudinis susundan izole ettikleri proteazin optimum
sicaklik degerinim 50-55°C, optimum pH degerinin ise §-8,5 oldugunu bildirmistir.

Avci ve ark. (2020), Bacillus sp. EBTA6 susundan izole ettikleri proteaz enziminin optimum
sicaklik degerinin 50-60°C, optimum pH degerinin ise 8,0 oldugunu ve Ca?" iyonu etkisi ile
aktivitesinin arttigini tespit etmistir.

Sharma ve ark. (2020), Bacillus cereus RSA1 susundan izole ettikleri proteazin pH 8,0 ve
50°C sicaklikta en yiiksek aktiviteyi gosterdigini bildirmistir.

Shafique ve ark. (2021), Bacillus subtilis apr-TIPL04 susunun maksimum proteaz liretiminin

72. saatte ve %3 inokiilum kullanildiginda gergeklestigini bildirmislerdir.



Gurunathan ve ark. (2021), Bacillus cereus susu ile yaptiklari caligmada elde ettikleri
proteazin proteazin optimum sicaklik degerinim 50°C, optimum pH degerinin ise 10 oldugunu rapor
etmistir.

Ullah ve ark. (2022), Bacillus cereus AUST-7 susundan izole ettikleri alkali proteazin pH
10,0’da ve 55°C’de kararli oldugunu tespit etmistir. Ayrica pH 8-11 ve 50°C’de stabilitesini
korudugunu belirtmistir.

Tennalli ve ark. (2022) Bacillus cereus PW3A susundan izole ettikleri proteaz enziminin
optimum pH 8,0 ve optimum 50°C sicaklikta aktivite gosterdigini, ayrica enzimin MgCl, ve CuSO4
varliginda aktivitesinin arttigini rapor etmistir.

Ramalingam ve ark. (2022) siit tirtinleri atiklarmin dokildiigii topraktan izole ettikleri
Bacillus subtilis VBC7 susunun Mg?*, Ca%**, Mn?* iyonlar1 varliginda aktivitesinin arttigim
bildirmistir.

Fahmy ve El-Daab (2023), Kizildeniz’in kiyisinda bulunan abu-Shaar vadisinin tuzlu
topraklarindan izole ettikleri Halobacillus sp. HAL1 susundan izole ettikleri proteazin 50°C ve pH
8,0‘de optimum aktivite gosterdigini, ayrica Ca?", Mn? ve Mg?" iyonlar1 varhiginda enzim
aktivitesinin arttigini bildirmislerdir.

Adetunji ve Olaniran (2023) Bacillus aryabhattai Ab-15S susundan izole ettikleri proteazin
en yiiksek aktivitesini 50°C ve pH 8,0’de gosterdigini bildirmislerdir.

Bu ¢alisma ve diger ¢alisma sonuglarinin da gosterdigi gibi farkli Bacillus suslariyla yapilan
deneylerde proteolitik aktivitedeki farkliliklar, kiiltlir ortam1 bilesenlerine bagli oldugu kadar bakteri
susunun genetik Ozelliklerine ve deney kosullarma da baglanabilir. Ayrica proteaz {iretimini
etkileyen fiziksel faktorlerin test edildigi arastirmalarda farkli sonuglarin elde edilmesi

mikroorganizmalarin farkli metabolik yollar1 kullandigini kanitlar niteliktedir.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢alismada kiigiikbas hayvan kesimi yapilan ciftlik topraginin farkli lokasyonlarindan
izole edilen Bacillus sp. suslar1 kullanilmistir. Bakteri suslarinin izolasyonu, enzimin iiretimi, enzim
karakterizasyonu ve etkinliginin test edilmesi i¢in yapilan deneylerde gesitli besiyerleri, substratlar,
tamponlar ve diger kimyasallar kullanilmistir. Su banyosu, ¢alkalamali inkiibator, sogutmali santrifiij
otoklav, spektrofotometre, steril hava kabini, pH metre, otomatik pipetler kullanilan

ekipmanlardandir.

3.1.1. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar
NaOH Coézeltisi
Besiyerleri ve tamponlarinin ¢ozeltilerin pH’larinin ayarlanmasi i¢in 0,2 N ve 2 N

NaOH ¢ozeltileri kullanilmistir.

Etanol
Sivi besiyerinde liretilen enzimlerin ¢oktiiriillmesi amaciyla %96°11ik soguk etanol

kullaniimastur.

Sodyum Fosfat Tamponu (100 mM, pH 7,0)
Etanol ile kismi saflastirma amaciyla ¢oktiiriilen enzimin c¢oziindiiriilmesi ig¢in

kulanilmagtir.

Sodyum-Fosfat Tamponu
pH 6,0-8,0 arasinda enzim aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmustir. istenilen pH’da
tampon elde edebilmek amaciyla 0,2 M Na;HPO,4.7H,O ve 0,2 M NaH,PO, uygun hacimlerde

karigtirilir ve son hacim 100 mL’ye tamamlanir (Temizkan ve Arda, 2004).

Glisin-NaOH Tamponu

pH 8,5-10,5 arahginda enzim aktivitesini belirlemek amaciyla kullanilmustir.
Istenilen pH’ta tampon elde edebilmek amaciyla 0,2 M Glisin ve 0,2 M NaOH uygun
hacimlerde karistirilarak distile su ile son hacim 200 mL’ye tamamlanir (Temizkan ve Arda,
2004).



Borax-NaOH Tamponu

pH 11,0-12,5 arasinda enzim aktivitesini belirlemek amaci ile kullanilmistir. Stok
olarak hazirlanan 0,05 M Boraks (19,05 g/L) ¢ozeltisinden 50 mL alinarak iizerine istenilen
pH degeri elde edilene kadar uygun hacimde NaOH ¢6zeltisi ilave edilerek son hacim distile

su ile 200 mL’ye tamamlanir (Temizkan ve Arda, 2004).

TCA (Trikloro Asetik Asit)
Enzim aktivitesini durdurmak amaciyla kullanilmigtir. 60 mL distile su igerisinde 10

g TCA c¢ozdiiriiltiikten sonra son hacim distile su ile 100 mL olacak sekilde hazirlanmistir

(Chi ve ark, 2007).

3.1.2. Bakteri izolasyonu ve Tanilanmasinda Kullanilan Besiyerleri

N1 Agar
Calismada kullanilan bakteri suslarinin izolasyonu, saf kiiltiir eldesi, cogaltilmasi,

gelistirilmesi ve saklanmasi (stok kiiltiir) amaciyla hazirlanmistir (Anonymous, 1978).

Bilesimi g/L
Pepton 10
Et oziiti 10
Maya )
Glikoz 1
Agar 15

Proteaz Uretim Besiyeri (Skimmed Milk Besiyeri)
Kat1 ve s1v1 besiyerlerinde proteaz aktivitesini belirlemek amaciyla Singh ve ark. (2001) nin

tanimladig1 besiyeri icerigi modifiye edilerek hazirlanmstir.

Bilesimi g/L
Pepton 10

Et 6ziti 3

NaCl 5
Skimmilk 11
Agar 15
Distilesu 1000 mL
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Skimmed Milk ayrica sterilize edildikten sonra steril edilmis besiyerine sonradan eklenerek

pH’s1 8,0’e ayarlanmigtir.

3.2. Metot

3.2.1. Topraktan Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu

Kiiciikbas hayvan kesimi yapilan ¢iftlik topraginin farkli bolgelerinden alinan 6rneklerden 1
g toprak ornegi 9 mL steril distile su icerisinde karistirilmis ve homojenize edilmistir (Moraga ve
ark., 2004). Spor olusturan bakterileri izole edip vejetatif formdaki bakterileri elimine etmek
amaciyla 80°C’de 15 dakika 1s1 soku uygulanmistir (Lennette ve ark., 1985; Venkateswaran ve ark.,
2003). On islem uygulanan toprak drneklerine seri sulandirma (102, 10, 10*%) yapilmis daha sonra
N1 agar besiyerine (pH: 7,0) yayma metoduyla (0,1 mL) inokiile edilmis ve 37°C’de bir gece
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan sonra tek koloni formunda {iremis, koloni morfolojileri
Bacillaceae familyasima benzeyen suslar secilip SMA besiyerine (pH: 7,0) ¢izgi ekim metoduyla
ekilmigve 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra proteolitik aktivite bakimindan test edilmek iizere

(stok kiiltiir seklinde) +4°C’de saklanmustir.

3.2.2. Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Kati Besiyerinde Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Proteolitik aktivite gosteren suslarin belirlenebilmesi i¢in stok kiiltiir olarak saklanan
izolatlar SMA besiyerlerine ¢izgi yontemiyle ekilmis ve 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Toplam 203 izolatin proteaz aktivitesini saptamak amaciyla izole edilen 203 susun kat1 besiyerine
ekimleri yapilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bakterilerin etraflarinda olusan zon caplar1 Slgiilerek
enzim aktivitesi hesaplanmistir (Regmi ve ark, 2017). En genis proteolitik aktiviteleri gosteren suslar

belirlenmis ve bu arastirmada tiretici sus olarak kullanilmustir.

St Besiyerinde Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi
S1v1 besiyerinde enzim aktivitesi Leighton yontemine gore tayin edilmistir (Leihgton
ve ark., 1973). Bu yonteme gore 0,1 M Tris-HCI (pH 7,0) igerisinde %0,5 lik Azokazein

vortekslenerek ¢oziindiirilmiis ve substrat olarak kullanilmistir.
Reaksiyon karisimi:

. Azokazein ¢ozeltisi (%0,5°1ik, 300 pl)
. Enzim preparati (300 pl)
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Reaksiyon karisimi, 40°C sicaklikta 30 dk inkiibe edildikten sonra %10’luk TCA
(Trikloroasetik asit) ¢ozeltisinden 600 pl eklenerek reaksiyon durdurulmustur. -20°C’de 5 dk 4°C’de
12000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir. 440 nm’de spektrofotometrede absorbans dl¢limii yapilarak

proteaz aktivitesi hesaplanmustir.

3.2.3. Proteaz Uretiminde Optimum Kosullarin Belirlenmesi

Sicaklik ve pH 'nin Etkisi

Endiistriyel uygulamalarda mikroorganizma temelli enzim {iretimlerinde iiretici sustan en
yiiksek verimle iiretim saglanmasi temel adimdir. Bu nedenle bu arastirmada enzim iiretici suslardan
iretim yapmak amaciyla sicakligin ve pH’nin etkisi saptanmistir.

Bu amagla farkli pH’larda hazirlanan (4,0; 5,0;6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 ve 12,0) 100 mL
SM siv1 besiyerine %1 oraninda inokiile edilen taze bakteri kiiltiirii 150 d/dk calkalama hizinda
calkalamali inkiibatorde 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda  kiiltiir
+4°C’de 8000 d/dk’da, 15 dk santrifiij edilerek iist faz soliisyonu ile standart yontemle proteaz
aktivitesi belirlenmistir.

En yiiksek absorbansin elde edildigi deger %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden
grafiklendirilmistir.

Her sus i¢in ii¢ seri drnek hazirlanarak ortalamalari alinmistir. Besiyeri pH optimizasyonu
yapildiktan sonra optimum pH’ta 100mL SM s1v1 besiyeri hazirlanmis ve suslar %1 oraninda SM
besiyerlerine (enzim iiretim besiyeri, 250 mL’lik erlenlerde) inokiile edilmistir. 150 d/dk calkalama
hizinda 20°C, 30°C, 40°C, 50°C ve 60°C ’de 48 saat inkiibe edilen 6rnekler +4°C’de 8000 d/dk’da,
15 dk santrifiij edilmistir. Ust s1v1 faz ile standart yontemle enzim aktivitesi belirlenmistir.

En ytiksek absorbansin elde edildigi deger %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden
grafiklendirilmistir.

Proteaz Uretimine Inokiilum Miktarinin Etkisi

Enzim iiretim siireglerinde iretim besiyerine ilave edilecek inokiiliim miktarinin saptanmasi
en temel parametrelerden biridir. Bu nedenle bu ¢alismada proteaz iiretimi amaciyla 25 mL iiretim
besiyerine eklenecek en uygun inokiiliim miktart saptanmistir. 100 mL’lik erlenler hazirlanmig ve 25
mL SM (enzim iiretim besiyeri) besiyerlerine %0,5; %1; %1,5; %2, %3; %4 oranlarinda Bacillus sp.
inokiile edilmis, 40°C’de 150 d/dk’da calkalayici inkiibatorde 48 saat inkiibe edilerek +4°C’de 8000
d/dk’da 15 dk santrifiij edilmis ve iist siv1 faz alinarak 440 nm dalga boyunda proteaz aktiviteleri
Olciilmiistiir.

En yliksek absorbansin elde edildigi inokiilasyon miktar1 degeri %100 kabul edilerek bagil

aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.
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Proteaz Uretimine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Uretim kosullar1 i¢in optimum pH, sicaklik ve inokiilim miktar1 saptandiktan sonra
maksimum iiretim i¢in inkiibasyon siire tayini yapilmistir. Bu amagla optimum kosullarda hazirlanan
SM besiyerine (enzim tiiretim besiyeri) 18 saatlik taze bakteri kiiltiirinden %3 oraninda inokiile
edilmistir. Daha sonra 24, 36, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde 6rnekler alinarak +4°C’de 8000 d/dk’da
15 dk santrifiij edilmis ve st sivi faz alinarak 440 nm dalga boyunda proteaz aktiviteleri
Olciilmiistiir.

En ytiksek absorbansin elde edildigi inkiibasyon siiresi degeri %100 kabul edilerek bagil

aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

3.2.4. Optimum Kosullarda Proteaz Uretimi ve Etanol (Et-OH) ile Presipitasyonu

Proteaz iiretimi i¢in optimum kosullarin belirlenmesini takiben iiretici sus G17, 20 mL N1
stv1 besiyerine ekilmis ve 37°C’de 150 d/dk calkalama hizinda 18 saat iiremeye birakilmistir. Kiiltiir
pH’s1 8,0’e ayarlanan 100 mL SM siv1 besiyerine %3 oraninda inokiile edilmis ve 40°C sicaklikta
150 d/dk ¢alkalama hizinda 72 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra kiiltiir, +4°C’de 8000 d/dk’da 15
dk santrifiij edilmistir.

Ust s1v1 faz alinarak iizerine kendi hacminin %70’ oraninda %96°lik soguk etanol eklenerek
-20°C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra ornek, +4°C’de 10000 d/dk’da 15 dakika santrifiij
edilerek enzimin geri kazanimi saglanmstir. Cokelti, 0,1 M sodyum fosfat tamponunda (pH 7,0)

¢oOziilerek +4°C’de saklanmustir.

Proteaz Aktivitesi Uzerine pH min Etkisi

Bu c¢alismada firetici sus olarak G17 den optimum kosullarda enzim {iretimi yapildiktan
sonra iiretilen enzimin aktivitesi lizerine pH ve sicakligin etkisi saptanmaya calisilmistir.

Etanol presipitasyonu ile kismi saflastirma yapilan proteazin optimum pH aktivitesinin

belirlenmesi i¢in asagidaki tamponlar hazirlanmstir;

e  Sodyum Asetat (pH 4,0-5,0),
e  Sodyum-Fosfat (pH 6,0-8,0),
e Glisin-NaOH (pH 9,0-10,0),
e Boraks-NaOH (pH 11,0-12,0).

Substrat olarak kullanilan azokazein, pH 4,0-12,0 araliginda farkli pH’larda yukaridaki

tamponlar igerisinde %0,5 oraninda hazirlanmistir. Hazirlanan substrat ¢ozeltileri ile standart proteaz

aktivite tayini yapilmistir.
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En yiiksek absorbansin elde edildigi pH degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite cinsinden
grafiklendirilmistir.

Proteaz Aktivitesi Uzerine Sicakligin Etkisi

Proteazin optimum aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek amaciyla, optimum proteaz
aktivitesinin gorildiigii pH’ta (pH 8,0) enzim-substrat karisim1 20, 30, 40, 50 ve 60°C sicakliklarda
inkiibasyona birakilarak standart proteaz aktivite tayini yapilmistir.

En ytiksek absorbansin elde edildigi sicaklik degeri %100 kabul edilerek bagil aktivite

cinsinden grafiklendirilmistir.

pH min Enzim Kararlihigina Etkisi

Ozellikle endiistriyel iiretim siireclerinde fiziksel ve kimyasal degiskenlerden etkilenen
enzim aktivitesinin yiliksek diizeyde korunmasi ve kabul edilebilir diizeyde aktivite kayb1 arzu edilir.
pH degisiklikleri de enzim aktivitesini olumsuz etkileyecek bir kimyasal etkidir. Bu nedenle pH’nin
enzim kararligina etkisi saptanmustir.

pH’nin enzim kararliligina etkisini saptamak amaci ile enzim preparasyonu pH 4,0-12,0
araligindaki farkli tamponlarla optimum sicaklikta (50°C) 2 saat 6n inkiibasyona birakilmistir.
Optimum pH’da hazirlanan substrat (pH 8,0) ile 6n inkiibasyona birakilan enzim karistirilarak,
enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklikta (50°C) standart proteaz aktivite tayini yapilmistir.

Kontrol olarak, 6n inkiibasyona birakilmamis enzim Ornegiyle standart aktivite tayini

yapilmis ve bu deger %100 kabul edilerek kalan aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

Sicakligin Enzim Kararliligina Etkisi

Endiistriyel iiretim proseslerinde kullanilan enzimler ekstrem sicakliklarda kararlilik
gostermeleri nedeniyle endiistriyel uygulamalarda tercih edilmektedirler. Bu nedenle enzim, 20, 30,
40, 50, 60 ve 70°C sicakliklarda 2 saat on inkiibasyona birakilmistir. Optimum pH’da hazirlanan
substrat (pH 8,0) ile 6n inkiibasyona birakilan enzim karistirilarak, enzimin optimum aktivite
gosterdigi sicaklikta (50°C) standart proteaz aktivite tayini yapilmistir.

Kontrol olarak, 6n inkiibasyona birakilmamis enzim Ornegiyle standart aktivite tayini

yapilmis ve bu deger %100 kabul edilerek kalan aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

Metal Iyonlarimn Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
Enzimlerin kullanildig: siireglerde bazi metal iyonlari enzim aktivitesini etkileyebilmektedir.
Bu ¢aligmada bazi metal iyonlarinin proteolitik aktivite tizerine etkisini belirlemek amaciyla NaCl,

CaCly, CoCly, MgSQs, CuSO4, MNCly, ZnCl; ve FeSO4 metalleri kullanilmigtir.
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Metal iyonlarinin distile su ile 100 mM stok ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra son
konsantrasyonlart 1 mM ve 5 mM olacak sekilde enzime eklenmis ve 60 dakika 6n inkiibasyona
birakilmistir (Asha ve ark., 2018). Optimum pH’da hazirlanan substrat (pH 8,0) ile 6n inkiibasyona
birakilan enzim karistirilarak, enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklikta (50°C) standart proteaz
aktivite tayini yapilmistir.

Kontrol olarak, metal iyonu igermeyen enzim ile standart aktivite tayini yapilmis ve bu

deger %100 kabul edilerek kalan aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

Diger Kimyasallarin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

G17 susundan iiretilen proteaz aktivitesi iizerine EDTA, TEMED, Tween 80 ve Triton X-
100°1in, etkisi arastirilmistir. Enzime son konsantrasyonlar1 %1 ve %35 olarak hazirlanan kimyasallar
eklenmis, 60 dakikalik 6n inkiibasyon sonrasi optimum pH’da hazirlanan substrat (pH 8,0) ile 6n
inkiibasyona birakilan enzim karistirilarak, enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklikta (50°C)
standart proteaz aktivite tayini yapilmistir.

Kontrol olarak, kimyasal icermeyen ortamda standart aktivite tayini yapilmis ve bu deger

%100 kabul edilerek kalan aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢aligmaya ait bulgular asagidaki adimlarda tartigilacaktir;

e Dogal ortamlardan Bacillus cinsi bakterilerin izolasyonu ve saf kiiltiirlerinin
hazirlanmasi,

e izolatlarin proteolitik aktivitelerinin Skimmed milk agarda belirlenmesi ve en yiiksek
aktivite gosteren suslarin segimi,

e  Uretici sus ile enzim iiretim besiyerinde (siv1) enzim iiretimi ve proteaz aktivite
kontrolii,

e Uretici sus ile proteaz iiretim kosullarinin optimizasyonu,

e  Optimum kosullarda enzim iiretimi ve enzimin karakterizasyonu.

4.1. Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu ve Tamlanmasi

Bu calismada, kiigiikbas hayvan kesimi yapilan ¢iftlik topraginin farkli lokasyonlarindan
alinan toprak 6rneklerinden Bacillus cinsi bakteriler izole edilmistir. Distile su i¢erisinde homojenize
edilen toprak 6rnegi 80°C’de 15 dk 6n 1s1l igleme maruz birakildiktan sonra, vejetatif formdaki
bakteri hiicrelerinin eliminasyonu saglanmistir. Daha sonra seri sulandirmayla N1 besiyerine yayma
metoduyla ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben N1 besiyerinde
iireyen tek kolonilerden 203 sus secilmistir. Koloni se¢ciminde; koloni morfolojileri dikkate alinarak
Bacillaceae familyasina benzeyen suslar SMA besiyerine (pH 7,0) ¢izgi ekim metoduyla ekilmis ve
37°C’de 24 saat liremeye birakilmistir. Boylece her bir susun saf kiiltiirii elde edilmis ve 151k
mikroskobu incelemesi ile boyanma karakteristikleri dikkate alinarak (gram pozitif, gubuk seklinde,
endospor olusumu; Sekil 4.1) Bacillus cinsine ait olan 71 sus proteolitik aktivite bakimindan test

edilmek tizere (stok kiiltiir seklinde) +4°C’de saklanmistir.

¢ ‘ ’ . .
-
e . 3 g - e
- - .
o' v ®
-
-
a 3 (- -
5 ‘
' . \' . .
- » -~ . . > -
- 3 - ¢
® : . po
’ L") .
- - - e -
» - - .. 4 )
L -
s ’ » g ‘/
| x - :' P ) !
o
%
- - . < \..‘ ;o
.- & > \‘/ N { .
» -~ 3 X

- .
Sekil 4.1. Bacillus sp.’nin Gram boyanma karakteristigi (151k mikroskobu 10x100)
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4.2. izolatlarin Proteaz Aktivitelerinin Belirlenmesi
4.2.1. Kat1 Besiyerinde Proteaz Aktivitesinin Saptanmasi

Bacillus cinsine ait oldugu koloni morfolojisi ve mikroskobik inceleme ile belirlenen 71 sus
proteolitik aktivite belirlenmesi amaciyla Skimmed Milk Agar’a (SMA) cizgi seklinde ekilerek
37°C’de 48 saat bekletilmistir. Suslarin tireme hatt1 etrafinda goriilen hidroliz zonlar1 proteolitik
aktiviteyi isaret etmektedir (Sekil 4.2). Bu arastirma igin kati besiyerinde goézlenen proteolitik
aktiviteye istinaden 17 numarali susun iiretim susu olarak kullanilmasina karar verilmis ve G17

olarak kodlanmustir.

Bakteri iireme hatt1

Sekil 4.2. G17 susunun Skimmed Milk Agar’da 37°C’de proteolitik aktivitenin saptanmasi

4.3. Proteaz Uretimini Etkileyen Kosullarin Optimizasyonu
4.3.1. Sicakhk ve pH’min Siv1 Besiyerinde Enzim Uretimi Uzerine Etkisi

G17 susu kullanilarak sivi besiyerinde proteaz tiretimi SM (Skimmed Milk) besiyerinde
gerceklestirilmistir. Enzim iiretimi siireclerinde pH ve sicaklik en dnemli parmetreler oldugu icin,

enzim iretimine pH ve sicakligin etkisi arastirilmis ve optimum kosullar belirlenmeye calisilmustir.

pH nin etkisi

S1v1 besiyerinde enzim iiretimi iizerine pH’ nin etkisini belirlemek amaciyla, G17 susunun
N1 siv1 besiyerinde 18 saatlik taze kiiltiirii hazirlanmis ve kiiltiiriin optik yogunlugu McFarland ile
0,5’e ayarlanmistir. pH 4,0-12,0 araliginda hazirlanan skimmed milk s1v1 besiyerlerine %1 oraninda
taze kiiltiir inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiir +4°C’de 8000 d/dk’da
santriflyj edilerek kiiltlir canli hiicre/6lii hiicrelerden olusan kat1 fazdan ayrilmistir. Santrifiijleme ile

aynistirilan sivi st faz ile (enzim preparasyonu) standart aktivite tayini (kaynak) ile proteolitik
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aktivite belirlenmistir. Sonuglar Sekil 4.3’te grafik olarak verilmistir. Kontrole gére maksimum
enzim aktivitesi pH 8,0’de saptanmistir. pH 7.0’da bagil aktivite %39 saptanirken, pH 9,0’da bagil
aktivite %42 saptanmistir. Grafikte goriildiigii {izere pH 4,0-7,0 ve 9,0-12,0 araliklarinda 6l¢iilen
aktivitelere gore pH 8,0°da dikkate deger yliksek aktivite saptanmigtir. Bu ¢aligmada iiretim susu
olarak belirlenen G17 susu i¢in iiretim besiyerinin pH’s1 8,0 oldugunda en yiiksek verimlilikte enzim
iiretilebilecegi saptanmistir. Bir sonraki adim olan sicakligin etkisini belirlemek ve enzim

karakterizasyonu amaciyla proteaz iiretmek icin besiyeri pH’s1 8,0 olarak kullanilacaktir.

Proteaz Uretimine pH Etkisi
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0%
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Sekil 4.3. Siv1 besiyerinde pH’nin enzim iiretimi iizerine etkisi

Anandharaj ve arkadaslar1 (2016), Bacillus alkalitelluris TWI3 susunun skimmed milk (azot
kaynag1) iceren besiyerinde maksimum proteaz iiretiminin 40°C sicaklikta ve pH 8,0’de

gerceklestirdigini saptamustir.

Sicakligin etkisi

S1v1 besiyerinde enzim iiretimine sicakligin etkisini belirlemek amaciyla G17 susunun N1
stv1 besiyerinde (pH= 8.0) 18 saatlik taze kiiltiirii hazirlanmistir. Bes farkli erlende hazirlanan enzim
iiretim besiyerine (SM) optik yogunlugu McFarland ile 0,5’e ayarlanmus kiiltiirden %1 oraninda taze
kiiltlir inokiile edilmis ve enzim iiretimi 20°C, 30°C, 40°C, 50°C, 60°C’lerde 150 d/dk ¢alkalama
hizinda inkiibatorde gerceklestirilmistir. inkiibasyondan sonra bakteri kiiltiirii +4°C’de 8000 d/dk’da
santrifllj edilmis ve {ist siv1 faz (enzim sollisyonu) alinarak farkli sicakliklarda iiretilen enzimlerin
aktivitesi standart aktivite tayini ile saptanmistir. Sonuglar bagil aktivite cinsinden grafik olarak Sekil
4.4’te verilmistir. Bu verilere gore en yiiksek aktivite 40°C’de gozlenmis ve G17 kullanilarak proteaz
iiretimi igin optimum sicakligin 40°C oldugu belirlenmistir. Test edilen diger sicakliklarda %71-78
araliginda aktivitelerin saptanmasi s6z konusu susun kosullara bagli olarak psikrofilik ve termofilik
kosullarda dahi {iretim i¢in kullanilabileceginin gostergesidir. Sonug olarak G17 susundan en yliksek

verimde enzim iiretmek i¢in mezofil kosullara gereksinim duyulmaktadir.
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Proteaz Uretimine Sicakh@in Etkisi
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Sekil 4.4. Sicakligin enzim {iretimi iizerine etkisi

4.3.2. Proteaz Uretiminde Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Endiistriyel siireglerde mikroorganizmalardan enzim iiretiminde inkiibasyon siiresinin
onceden belirlenmesi enzimden maksimum verimin aliabilmesi i¢in énemli bir adimdir. Bdylece
gereksiz enerji kullanilmasinin 6niine gecilmis ve enzim verimi maksimum diizeyde saglanmisg olur.

Bu amagla onceki adimlarda belirlenmis optimum kosullarda (pH 8,0; 40°C inkiibasyon
sicakligl) hazirlanan SM besiyerlerine iiretim susu inokiile edilmis ve inkiibasyonun 24, 36, 48, 72,
96 ve 120. saatlerinde alinan 6rneklerin standart yontemle proteolitik aktivitelerine bakilmistir. Sekil
4.5’te verilen grafikte en yiiksek enzim f{iretiminin 72. saatte gerceklestigi belirlenmistir. Bu
calismada kullanilan iiretici sus olan G17 ile proteaz iiretmek i¢in inkiibasyon siiresinin 72. saatte

sonlandirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. 96. saatten sonra enzim veriminde %35-40 diizeyinde

bir diisiis gbzlenmistir.

Proteaz Uretimine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi
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Sekil 4.5. Enzim iiretiminde inkiibasyon siiresinin etkinligi

Shafique ve ark. (2021), Bacillus subtilis apr-IPL04 susu ile maksimum proteaz iiretiminin

72. saatte gergeklestigi bildirilmistir.
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4.3.3. Proteaz Uretiminde Inokiiliim Miktarimin Etkisi

Enzim iiretiminde maksimum verim igin belirlenmesi 6nem arzeden parametrelerden biri de
inokiilim miktaridir. Bu amagla, optimum pH ve sicaklikta skimmed milk iceren (enzim iiretim
besiyeri) besiyeri hazirlanmig ve sivi besiyerlerine %0,5; %1; %1,5; %2; %3 ve %4 oraninda 18
saatlik taze bakteri kiiltiirii inokiile edilmistir. Ornekler 40°C’de inkiibe edilmis ve santrifiijleme ile
katt kisimdan ayrilan st sivi faz alinarak standart aktivite yontemiyle proteolitik aktiviteleri
belirlenmigstir. Sekil 4.6’da verilen grafikte goriildigii gibi %3 oraninda taze kiiltiir eklenmis
denemede maksimum enzim aktivitesi saglanmistir. Enzim {iretimi i¢in en uygun asilama oraninin
strasiyla %3>%1>%0,5>%4>%2>%1,5 oldugu belirlenmistir.

Shafique ve ark. (2021), Bacillus subtilis apr-IPL04 susu ile proteaz iiretimi igin %3

inokiilum miktari ile en yliksek verim alindigini bildirmislerdir.

Proteaz Uretimine inokiiliim Miktarinin Etkisi
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Sekil 4.6. Proteaz liretiminde inokuliim miktarinin etkisi

Bu arastirmada; enzim tiretimi i¢in en uygun pH (Sekil 4.3), sicakhk (Sekil 4.4),
inkiibasyon siiresi (Sekil 4.5) ve inokuliim miktari (Sekil 4.6) belirlendikten sonra bu parametreler
bakimindan elde edilen optimum kosullarda enzimin karakterizasyonu ig¢in {iretim
gerceklestirilmistir. Uretim kosullarinin optimizasyon ¢alismalarina gére; SM besiyerinde G17 susu

ile enzim iiretmek i¢in Cizelge 4.1’de 6zetlenen sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.1. Proteaz iiretimi i¢in optimizasyon sonuglari

Uretim susu Bacillus sp. G17
Uretilen enzim Proteaz
Besiyeri pH’s1 8,0

Inkiibasyon sicakhgi (C) 40

Inkiibasyon siiresi (saat) 72

Inokuliim miktar1 (%) 3
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4.3.4. Enzimin Karakterizasyonu

Sicaklik ve pH 'min Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Uretim kosullarimin  optimizasyonundan sonra optimum kosullarda iiretilen enzimin
kullanildigi/cagr endiistriyel siireclerde maksimum verim ile calismasi beklenir. Mikrobiyal
enzimlerin maksimum iireyebildigi pH ve sicaklik kosullari, enzimin maksimum aktivite gosterecegi
pH ve sicakliktan farkli olabilmektedir. Bu nedenle endiistriye yonelik iiretilmis enzimlerin
aktiviteleri lizerine pH ve sicakligin etkisi belirlenmeli ve etiket iizerine yazilmalidir.

Bu gercekten hareketle; optimum kosullarda tiretilen ezmin aktivitesi pH 4,0-12,0 araliginda
farkli tamponlar kullanilarak standart yontemle belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.7’de grafik ile
gosterilmistir. Bu sonuglara goére G17 proteazi en yiiksek aktiviteyi pH 8,0’da gostermistir.
Maksimum aktivite pH 8,0°da belirlenmis olmakla birlikte tiretilen enzimin pH 4,0-8,5 araliginda
calisan proseslerde kullanilabilecegi agiktir. Ciinkii asidofil kosullarda bile aktivite yaklasik %95
diizeyinde devam etmektedir. pH 9,0-12,0 araliginda ortalama %75 aktivite saptanmistir. S6z konusu
enzim asidik {iretim kosullart gerektiren endiistriyel siireclerde kullanilabilir nitelikte olup

maksimum verim igin pH 8,0’in en uygun pH oldugu gézlenmistir.

Proteaz Aktivitesine pH Etkisi
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Sekil 4.7. pH’nin enzim aktivitesi {izerine etkisi

Avci ve ark. (2020), Bacillus sp. EBTA6 susundan izole edilen proteaz enziminin en yiiksek
aktiviteyi pH 8,0’de gosterdigini bildirmislerdir.

Manavalan ve ark. (2020), Bacillus megaterium TK1 susundan firetilen proteazin pH 8,0’de
maksimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Optimum {retim kosullarinda iiretilen proteaz aktivitesi {lizerine sicaklign -etkisini
belirlemek amaciyla standart aktivite tayini reaksiyon sicakligi i¢in bes farkli sicaklik test edilmistir.
Sonuglar Sekil 4.8.’de grafiklendirilmistir. G17 susu kullanilarak proteaz iiretimi ig¢in en uygun
sicakligin 40°C olmasina karsin, enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 50°C olarak

belirlenmistir. Endiistriyel iiretim prosesi kosullarina gére bu arastirmada tiretilen proteaz enzimi
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30°C-50°C araliklarinda kullanilabilir niteliktedir. 30°C’nin alti ve 55°C’nin iizerinde enzim
aktivitesinde dramatik bir azalma g6zlenmistir.
Singh ve Batth (2020) Bacillus lehensis JO-26 ile yaptiklari ¢alismada saflastirdiklar: alkali

proteazin optimum sicakliginin 50°C oldugunu belirtmistir.

Proteaz Aktivitesine Sicakhik Etkisi
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Sekil 4.8. Sicakligin enzim aktivitesi etkisi

4.4. Sicakhgin Enzim Kararhilhigina (Stabilitesi) Etkisi

Mikrobiyal enzimler gilinlimiizde endiistriyel {retim siireclerinin pek ¢ogunda
kullanilmaktadir ve diinya pazarinda etkin bir rol oynamaktadir. Uretim siireclerinde kullanilan
enzimlerin pH, sicaklik, cesitli kimyasallarin etkisi ile aktivite kayiplarinin ne diizeyde oldugu
bilinmeli ve iiretim modiilleri bu degerlere gore belirlenmelidir. Bu nedenle kararlilik deneyleri
yapilarak, sonuglarin etiket iizerine yazilmasi ticari bir zorunluluktur.

Enzim kararliligina sicakligin etkisini belirlemek amaciyla; enzim preparasyonu 20, 30, 40,
50, 60 ve 70°C sicakliklarda 60 dk bekletilmistir. inkiibasyon sonrasinda standart aktivite tayini
(50°C’de) yapilmis ve bulgular Sekil 4.9°da verilmistir. Grafige gore; 20°C’de %92, 30°C’de %99,
40°C’de %87, 50°C’de %83, 60°C‘de %83, 70°C’de %65 oraninda enzim aktivitesi korunmustur.
Enzim, 6n inkiibasyona birakilan tiim sicakliklarda ortalama %84,8 oraninda aktivitesini korumustur.
20-40°C araliginda ortalama %92,66 oraninda, 50-70°C’lerde ortalama %77 oraninda aktivite
korunmustur.

Adetunji ve Olaniran (2023) Bacillus aryabhattai Ab-15S susundan izole ettikleri proteazin
40- 50°C sicaklikta stabilitesini koruyabildigini bildirmiglerdir.

Avci ve ark. (2020), Bacillus sp. EBTAG6 susu ile iiretilen proteazin 50°C’de kararli oldugunu
bildirmislerdir.
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Proteaz Enziminin Sicaklik Stabilitesi
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Sekil 4.9. Sicakligin enzim kararliligina etkisi

4.5. pH’min Enzim Kararhihigina (Stabilitesi) Etkisi

Bacillus sp. G17 susundan tiretilen proteazin farkli pH’larda kararlilik durumu incelenmistir.
Bu amagla enzim preparasyonu pH 4,0-12,0 arasinda 60 dk bekletildikten sonra optimum kosullarda
(pH 8,0, t=50°C) standart yontemle aktiviteleri Ol¢lilmiis ve sonuglar Sekil 4.10°da verilmistir.
Enzimin aktivitesi, pH 4,0’de %90, pH 5,0’de, pH %92, 6,0’da %86, pH 7,0’de %74, pH 8,0’de %73,
pH 9,0°’da %65, pH 10,0’da %66, pH 11,0°’de %52 ve pH 12,0’de %54 oraninda korunmustur.
Proteaz, pH 4,0-12,0 arasinda tiim pH’larda ortalama %72,4 oraninda aktivite gostermistir. pH 4,0-
8,0 araliginda ortalama %83,4 oraninda, pH 9,0-12,0 araliginda ortalama %59,25 oraninda aktivite
Korunmustur. Sonuglara gore s6z konusu enzimin asidik kosullarda daha yiiksek verimle siirece dahil
olacagi, alkali pH’larda yaklasik %35-46 oraninda aktivite kaybina ugrayacagi saptanmistir. Bu

sonuclardan enzimin asidofil/asit tolerant olarak ifade edilebilecegi sonucuna varilmigtir.

Proteaz Enziminin pH Stabilitesi
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Sekil 4.10. pH’nin enzim kararliligina etkisi
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Kotb ve arkadaslar1 (2023) Bacillus sp. Mar64 susundan izole ettikleri proteazin pH 7,0-12,0
araliginda ve Anandharaj ve arkadaslarinin (2016), Bacillus alkalitelluris TWI3 susundan izole
ettikleri proteaz enziminin pH 6,0-12,0 araliginda stabil oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.2. pH ve sicakligin proteaz aktivitesine etkisi ile ilgili sonug dzeti

Test edilen pH’lar 4.0,5.0,6.0,7.0,8.0,9.0,10.0, 11.0, 12.0
Optimum pH 8.0

Test edilen sicakliklar (°C) 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80

Optimum sicaklik (°C) 50

4.6. Kimyasallarin Enzim Kararhhgina Etkisi

Endiistriyel siireclerde kullanilacak enzimlerin aktivitesi pH ve sicaklik degisimlerinden ve
stirece dahil olma olasilig1 olan baz1 kimyasallardan etkilenebilmektedir. Baz1 kimyasallar, agir
metaller ve deterjan gibi ajanlar enzim aktivitesini olumlu/olumsuz yonde etkileyebilmektedirler.

Bu sebeple kimyasallarin enzim aktivitesi iizerindeki etkinliklerinin test edilmesi dnemlidir.
G17 susundan tiretilen proteaz son konsantrasyonlar1 1 mM ve 5 mM olmak iizere cesitli
kimyasallarla muamele edilerek 60 dk bekletilmistir. Inkiibasyonu takiben &nceki adimlarda
belirlenmis optimum kosullarda standart proteaz aktivite tayini yapilmis ve bulgular Sekil 4.11°de
verilmistir. Grafige gore 5 mM TEMED ile proteaz aktivitesinin dikkate deger diizeyde arttig1, Triton
X-100, Tween 80 ve EDTA’nin 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinin tiimiiniin enzim aktivitesini
disiirdiigli gozlenmistir. EDTA varliginda aktivitede %73 oraninda azalma saptanmasi enzimin bir

metalloproteaz olabilecegine isaret etmektedir.

Diger Kimyasallarin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.11. Kimyasallarin enzim aktivitesine etkileri
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4.7. Metal iyonlarinin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Metal iyonlarinin enzim aktivitesine etkisini test etmek amaciyla enzim preparasyonuna son
konsantrasyonlar1 1 ve 5 mM olarak ayarlanan NaCl, CaCly, ZnCl,, CuSO., FeSOs CoCl,, MgSOs.,
MnCI; metal bilesikleri eklenmis ve aktivite tayini yapilmigtir. Enzim aktivitesinin 1 mM CaCl; ve
MnCl, varliginda siras1 ile %9 ve %5 oraninda indiiklendigi saptanirken 5 mM CuSOs varliginda
%52 ve 5 mM FeSOq varliginda %44 aktivite kaybi goriilmiigtiir.

Metal iyonlarinin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 4.12. Metal Iyonlarinin enzim kararliligina etkisi

Fahmy ve El-Daab (2023), Bacillus sp. HAL1 susunun Mn?, Mg?* ve Ca?" iyonu ile proteaz
aktivitesinin biiyiik 6l¢iide arttigini belirtmislerdir.

Ramalingam ve ark. (2022) siit triinleri atiklarinin dokiildiigii topraktan izole ettikleri
Bacillus subtilis VBC7 susunun Mg?*, Ca®*, Mn?* iyonlari varliginda aktivitesinin arttigim

bildirmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Proteazlar, proteinlerde bulunan peptit baglarinin par¢alanmasini katalizleyen ve endiistrinin
pek cok alaninda kullanilan en O6nemli enzim smifidir. Endiistriyel uygulamalar icin {iretilen
biyomolekiillerin %25'ten fazlasin1 ve tiim enzim pazarimin %60'1m1 olustururlar (Savitha ve ark.,
2011; Novelli ve ark., 2016).

Mikrobiyal proteazlar; ilag, deterjan, deri, atik ve gida endiistrileri gibi bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde et yumusatma, bira, sarap, sirke ve peynir yapiminin yani sira
ekmek, pizza, biskiivi gibi unlu mamullerin hazirlanmasi gibi bircok alanda kullanilirlar. Saglik
sektorlerinde proteazlar; X-ism1 filmlerinden giimiisiin geri kazanilmasinda, kanser, HIV,
enflamatuar hastaliklar ve diyabet gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde terapdtik ajanlar olarak da
kullanilmaktadirlar (Novelli ve ark., 2016; Naeem ve ark., 2022).

Mikrobiyal proteazlar dogal izolatlardan kolaylikla iiretilebilecegi gibi, genetik
manipiilasyonlarla konak organizmada iyilestirmeler yapilarak, rekombinant endiistriyel suslarin
elde edilmesi giintimiizde biyoteknolojik yontemlerle hizli ve kolaydir.

Bu Yiiksek Lisans tez caligmasinda; proteaz enzim tireticisi Bacillus cinsine ait G17 susu
kiiciikbas hayvan kesimhanesi atik topragindan elde edilen dogal izolattir. Orneklem alan1 segilirken
protein igeren habitat tercih edilmistir ¢iinki; protein kirliligi s6z konusu olan atiklarda proteolitik
bakteriler mutlaka bulunurlar.

Bu ¢alisma i¢in s6z konusu habitatin 8 farkli alanindan alinan toprak 6rneginden Bacillus
cinsine ait 203 sus izole edilmistir. Yag1 alinmig siit tozunun substrat olarak eklendigi (Skimmed-
Milk) agarda ve enzim iiretim besiyerinden alinan 6rneklerde proteolitik aktivite gdsteren 71 izolat
icerisinden en yiiksek aktivite gosteren Bacillus sp. G17 susu bu g¢alismada iretici sus olarak
kullanilmustir.

Bacillus sp. G17 susu kullanilarak Proteaz iiretimi i¢in tiretim kosullarinin optimizasyonu
sonucunda; besiyeri pH’s1 8,0, inkiibasyon sicakligi 40 °C, inkiibasyon siiresi 72 saat ve inokuliim
miktar1 %3 olarak belirlenmistir.

Optimize kosullarda iiretilen proteazin karakterizasyonu amaciyla sicaklik ve pH’ nin etkisi
ayrica sicaklik, pH ve bazi kimyasallarin enzim kararliligina etkinligi arastirilmistir. En yiiksek
aktivite pH 8,0 ve 50°C’de saptanmustir. Enzim; 20-50 °C sicakliklarda aktivitesini yiiksek oranda
korumus, en fazla aktivite kayb1 60 °C’de %17 oraninda saptanmustir. Test edilen pH’lar i¢in pH 4,0-
6,0 araliginda aktivite yliksek oranda korunmus ve pH 7,0 nin tizerinde dikkate deger diizeyde (%26)
aktivite kayb1 saptanmistir.

Kimyasallarin etkinligi test edilmis ve S mM TEMED ile proteaz aktivitesinin dikkate deger
diizeyde arttig1, Triton X-100, Tween 80 ve EDTA’nin 1 mM ve 5 mM konsantrasyonlarinin
tiimiiniin enzim aktivitesini disirdigli gozlenmistir. EDTA varliginda aktivitede %73 oraninda

azalma saptanmasi enzimin bir metalloproteaz olabilecegini gostermistir. Metal iyonlarinin etkinligi
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test edildigine; enzim aktivitesinin 1 mM CaCl, ve MnCl; varliginda sirasi ile %9 ve %5 oraninda
indiiklendigi saptanirken 5 mM CuSOj varliginda %52 ve 5 mM FeSO4 varliginda %44 aktivite kaybi
gOriilmiigtiir.

Bu ¢alisma 6zelinde; Bacillus G17 izolati kullanilarak iiretilen proteazin karakterizasyonu
dikkate alindiginda 50-60°C’lerde ve pH 4,0-6,0 araliginda uygulanacak iiretim siireclerinde
kullanilabilecek bir metallaproteaz oldugu sdylenebilir.

Diinya enzim pazar1 i¢in proteazin pay1 %60 diizeyindedir. Bu gerceklikten hareketle; dogal
habitatlardan izole edilen/lecek mikroorganizmalarin proteaz kaynagi olarak kullanilmasi ve genetik
manipiilasyonlar i¢in 6nemli gen kaynaklar1 olabilme potansiyeli nedeniyle iilke ekonomisi i¢in
onem arz etmektedir. Bu alandaki ¢aligmalarin devam etmesi, detaylandirilmasi ve endiistriyel
iiretimler icin temel olusturulmasi hatta endiistriyel boyutta iiretimler yapilabilmesi i¢in gayret

edilmesi Oneri olarak soylenebilir.
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