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Bu ¢alismada Adana/Karatas bolgesi deniz suyundan Bacillus sp. suslari
izole edilmistir. KAZEIN substrat iceren kat1 besiyerinde bakterilerin farkli Ph ve
farkl sicaklik kosullarinda {ireme ve enzim iiretme yetenekleri incelenmistir.

Bacillus sp. SG-11 susunun enzim {iretimi i¢in optimum pH ve optimum
sicaklik degerleri tespit edilmistir. Diger asamada kismi olarak saflastirilan enzimin
karakterizasyonu yapilmis ve biyoteknolojik kullanim olanaklari arastirilmistir.
Kismi olarak saflastirilan enzim optimum aktivitesini 70 °C ph 5.0 de gostermistir.
Enzim pH 5.0-6.0 araliginda aktivitesini %92 oraninda korumustur. Enzim 20 °C ve
150 °C arasinda %96 dan fazla aktif oldugu saptanmustir. Farkli NaCl
konsantrasyonlarinda %3 ve %40 araliginda enzim aktivitesi %97 den fazla aktivite
gostermistir. Enzim EDTA, CoClz, SDS, Ure, PMSF, B-merkaptoetanol, CaCl.,
ZnClz, H20-, Triton-X-100 varliginda %99 ve %118 araliginda aktivite gostermistir.
Yikama performansinda deterjan katkisi olarak kullanildiginda sal¢a +yag, bebek
mamasi, kan, ¢ikolata, ketcap lekelerinde %100 yakin etki gostermistir. Yapilan
TLC analizinde proteaz enzimi kazeini L-sistin, L-Glisin, Prolin ve Tyrozine
aminoasitlerine hidroliz etmistir.
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In this study, Bacillus sp. strain was isolated from seawater in Adana/Karatas
region.

Bacteria’s reproduction and enzyme producing abilities in solid growth
medium that consist of KAZEIN substrain were analyzed. Optimum pH and
optimum temperature levels were determined for Bacillus sp. SG-11 strain’s enzyme
production. In the next phase, partially purified enzyme’s characterization was
conducted and its usage opportunities were researched. Partially purified enzyme
performed its optimum activity at 70°C pH 5.0. Enzyme preserved its activity at %92
rate between pH 5.0 and 6.0. It was observed that the enzyme was active over 96%
between 20°C and 150°C. At different NaCl concentrations, between 3% and 4%,
enzyme activity was over 97%. Enzyme presented 99% to 118% activity at the
existence of EDTA, CoCl, SDS, Urea, PMSF,

B-merkaptoetanol, CaCl., ZnCl, H20: , Triton-X-100. As for the washing
performance, it presented almost 100% effect for tomato sauce + butter, baby
formula, blood, chocolate and ketchup stains when used as detergent additive. In
TLC analysis, protease enzyme caseum was hydrolyzed to L-sistin, L-Glisin, Prolin
and Tyrozine aminoacids.

Keywords: Protease, Bacillus sp., SG-11, Asidic, Mesophyll, TLC
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GENISLETILMIS OZET

Bu ¢aligmada, Karatas bolgesinden alinan deniz suyu orneklerinden Bacillus
sp. bakterileri izole edilmislerdir. Alinan su 6rnekleri 6n islemden geg¢irildikten sonra
pH’s1 5.0 olan kat1 besiyerlerine (N1 agar) tek koloni diisecek sekilde sulandirilarak
ekilmisler ve mezofil kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmislardir.

N1 agar besiyerinde tek koloni olusturan bakterilerden koloni morfolojileri
Bacillus sp. oldugu diisiiniilen suslar steril kiirdan ile alinarak pH’s1 5.0 olan N1 agar
besiyerine ¢izgi seklinde ekilerek iiretilmislerdir. izole edilen 6rnekler pH2s1 5.0 e
ayarlanmis skimmilk agar besiyerine ¢izgi seklinde ekilerek 24 saat inkiibasyon
gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda ekim cizgisi etrafinda hidroliz zonu
olusturan ornekler proteaz pozitif olarak degerlendirilmistir.

Deniz suyundan toplam 125 adet sus elde izole edilmis olup, bunlarin 21 adedi
proteaz pozitif olarak saptanmustir. izole edilen sus sayisina gore asidik proteaz
enzimi sentezleyenlerin orani yaklasik %16.8 bulunmustur.

Proteaz pozitif 6zellik gosteren 6rneklerden SG-11 olarak adlandirilan sus pH
5.0-7.0 araliginda en genis hidroliz zonu olusturdugu i¢in enzim iretimi ve
karakterizasyonu i¢in se¢ilmis ve kullanilmugtir.

Enzim iiretimi i¢in secilen sus morfolojik, gram boyama ve biyokimyasal
yontemler kullanilarak analiz edilmis ve Bacillus sp. olarak tanimlanmugtir.

SG-11 susundan iretilen ve kismi saflastirma ile elde edilen asidik proteaz
enzimi optimum aktivite gosterdigi pH degeri, optimum aktivite gosterdigi sicaklik
degeri, pH stabilitesi, termal stabnilite, farkl1 NaCl konsantrasyonlarinda gosterdigi
aktivite, cesitli metal iyonu, inhibitor, selator, okside edici ajanlar, ylizey aktif
bilesikler ile muamele edilerek karakterizasyon ¢alismasi gergeklestirilmistir. Enzim
farklr substratlar ile muamele edilerek ortaya ¢ikan hidroliz iirlinlerinin saptanmasi
icin TLC, molekiiler agirlik icin PAGE c¢aligsmalari ile ileri diizeyde karakterizasyon

gerceklestirilmistir. Enzimin performansini ortaya koymak igin salcat+yag, bebek
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mamasi, kan, cikolata ve ketcap ile Onceden kirletilmis olan ham bez yikama
performansina tabi tutulmus ve enzimin lekeleri gidermedeki basarist aragtirilmigtir.

SG-11 enzimi optimum aktivitesini pH 5.0 te gosterirken, pH 4.0-10
araliginda ortala %96.85 aktivite elde edilmistir. Enzim bu 6zellikleri ile asido-alkali
ozellige sahiptir. izole edilen enzim optimum aktivitesini 70 °C’de gdstermistir.
Bununla birlikte 20-100°C araliginda ortalama %98 aktiviteye sahiptir. Bu
ozellikleri ile termofil ve termostabil karakterdedir.

SG-11 proteaz enzimi 20-150 °C sicaklik araliginda 60 dakika siireyle 6n
inkiibasyona birakildiginda tiim sicaklik degerleri i¢in yaklasik %98 oraninda
orijinal aktivitesini korudugu goézlemlenmistir. Enzim 120°C de %107 ile orijinal
aktiviteye gore indiiklenerek yiiksek bir stabilite gostermistir. Bu 6zellikler enzimin
yiiksek diizeyde termostabil (hiper termofil) oldugunu gdstermektedir.

Izole edilen enzim %3-40 araligindaki NaCl konsantrasyonlarinda orijinal
aktivitesini ortalama %98 devam ettirmistir. Enzimin %40 konsantrasyonda bile
yaklasik %98 aktivite gostermesi hiper halofilik 6zelliktedir.

SG-11 ‘den Izole edilen proteaz enzimi kullanilan kimyasallardan
etkilenmemis, bazilar1 aktiviteyi artirict yonde etki gostermistir. Enzim aktivitesi O
mM CaCl: %100, 10mM ZnCL % 99, %5 H20: %99, 3mM PMSF %100 ve 10 mM
Ure ile %99 oraninda korunmustur.

Enzim %5 Triton X-100 %118, 10 mM EDTA %101, , %5 SDS %101
katalitik aktivite gostermistir. Triton X-100 ile kontrole gore %18 oraninda
indiiklenmistir. Aktivitenin kontrole gére Triton X-100 ‘de %18, EDTA ve SDS’de
%1 oraninda arttig1 saptanmistir. Enzim sistin proteaz karakterinde olup, bu
Ozellikleri ile deterjanlardan etkilenmeyen, okside edici ajanlara dayanikli 6zellik
gostermektedir.

Enzimin yikama performansi denemelerinde salga yag karisimi seklindeki
uygulamada en diisiik performans elde edilirken, bebek mamasi, ¢ikolata, yemek
sosu, kan Ornekleri ile yapilan uygulamada yaklasik %100 temizleme basarisi

gostermistir.
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Deniz kokenli Bacillus sp. SG-11 sugsundan elde edilen proteaz enzimi, asido
alkali, termofil ve hipertermostabil, hiperhalofil, inhibe edici ajanlara yiiksek
diizeyde direngli, deterjan ve okside edici ajanlardan etkilenmeyen, deterjan katkisi
olarak kullanildiginda temizleme performasi ¢ok yiiksek olan sistin proteaz 6zellige
sahiptir.

Bu 6zellikleri nedeni ile enzim bulasik ve ¢camasir deterjan formiilasyonu,
biyoremediasyon uygulamalar1 gibi biyoteknolojik uygulamalar icin ideal

Ozelliktedir.






TESEKKUR

Lisans dénemimden itibaren, mesleki gelisimime biiyiik katkilar saglayan,
calismamin her asamasinda deste§ini esirgemeyen danisman hocam Prof. Dr.
Burhan ARIKAN’a

Caligmalarim boyunca yanimda olan arkadasim Siireyya KOCAMAZ’a

Deneysel calismalarimda sagladigi ortam ve manevi desteklerinden dolay1
Tekin TAYLANCI’ya

Dogdugum giinden itibaren desteklerini esirgemeyen bu tezin yazildigini
goremesede varligmi hep yanimda hissettigim yol gdsterenim canim babam SEFIK
GURZ’e

Varligiyla giiciime gii¢ katan canim annem Fazile GURZ’e,

Her daim arkamda olan kardeslerim Selguk-Secil-Sevil-Dogan’a

Yogun ¢alismalarim sirasinda sabir gosterdigi ve destek oldugu i¢in hayat

arkadasim Gokhan UGURLUER ’e sonsuz tesekkiir ederim.

VII



ICINDEKILER SAYFA

OZ oot I
ABSTRACT ...ttt ettt et e et eteset et e s teeneenseeneenes I
GENISLETILMIS OZET ...ttt 11
TESEKKUR ...ttt VIl
ICINDEKILER ...ttt aennnen VIII
CIZELGELER DIZINT ....ooooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e XII
SEKILLER DIZINT ...coviviiiieeeeeeeeeeeeee et X1V
SIMGELER VE KISALTMALAR..........ooioiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene e XVI
Lo GIRIS ettt 1
L1 ENZIMIET ..ttt ettt ettt et sbt e st ens 4
1.2. Proteazlarin Genel OZelliKIEri............co.evvecueveireeriere e 9
1.3. Proteazlarin Siiflandirtlmast ..........cceovevirieiiniiiinieeee e 12
1.4. Proteaz KaynaKIart.........c..cocvevvieriinieniieiieiceeeeesee e eve e eiae s 16
1.4.1. Bitkisel Kaynakli Proteazlar...........ccccoeveveeniieniriiiecieeneesee e 16

1.4.2. Hayvansal Kaynakli Proteazlar...........cccccoveevvierviriciieneeneeneesiesneen 17

1.4.3. Mikrobiyal kaynakli proteazlar...........ccccceeveereererecreeneeneeneesiesneens 17

1.5. Proteazlarin Kullanim Alanlart .........cccoocevoieiiniiienineenieeeeeeceeee 20
1.5.1. G1da ENAUSIIISI. cuveeueeniieiieieiieiieiese ettt 22

1.5.2. 10ECEK ENAUSIIIST ...t 24

1.5.3. Antialerjik Uriinler, Yapay Tatlandiricilar ve Enzim Takviyeleri .....25

1.5.4. Biyoaktif Peptid Uretimi .........ccevvvevererverieerieeeseeesiesnee e 25

1.5.5. Hayvan Yem ve Mamalarinin Uretimi............ccccevevevreerevereereneenennnn. 28

1.5.6. Deterjan ve Kuru Temizleme EndUistrisi.......ccccecveveeierienensiencncenens 29

1.5.7. Tekstil ENAUSIIIST ....veevieiieiieriieniieeie ettt 30

1.5.8. Kagit ve Kagit Hamuru Endistrisi......c.cceceevereeveniniencninncnencene 31

1.5.9. Farmasotik TeKnoloji.....cccererierenernieninieicneeieieeecieeeese e 31
1.5.10. Kisisel Bakim ve Kozmetik ...........ccoeeieviiinienienieeieeeeieeceieeee, 32

VIII



1.5.11. AtIK YONEIIMT uvvvvviiiiiiieieeeieeeee ettt e e e e e eaaaeeeeeeeeeas 32

1.5.12. Deri @NAUSIIIST .uveveeneieeeienieeiieiesieetesie ettt st 33
1.6. Bacillus Cinsinin Genel OZelliKIEri ............ccvevevervevieeieieeereseeesee e 34
1.7. Bacillus Cinsi Proteazinin Genel OzelliKleri .............coouevecuevevcueveccrereennnns 36
2. ONCEKI CALISMALAR ....o.ooimimiiiiiteeeeeeeeeeeeeeeeeeete e 39
3. MATERYAL VE METOD ......coooiiieiieeeeee et 41
31 MAtEIYAL e e et 41
3.1.1. Bakteri Izolasyonunda Kullanilan Besiyerleri...........c.co.cceevrurunnee.. 41
Bl L1 NI AGAT ittt sttt 41
3.1.1.2. Proteaz Enzimi Uretim Besiyeri (Skimmilk Besiyeri)............ 41
3.1.2. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar............ccocevcieiiiiiiiinennieniene 42
3.1.2.1. H2SO4 ve NaOH COZEItiSIc.uveuvevieieiieieiesiieiesieeeeie e 42
312,20 BLaNO] ..ot e 42
3.1.2.3. Sodyum Fosfat Tamponu ( 100 mM, pH 7.0).......c.ccccovvennenns 42
3.1.2.4. Sitrat TamMPONU........cccveerieeriiieeriieerieeerieeeteeesieeeseeeeseeeesnneens 42
3.1.2.5. Sodyum Fosfat Tamponu...........ccceeceeeeveeriiieeniieenieeeciee e 43
3.1.2.6. Glisin-NaOH Tamponu..........c.ccceeveveeecrieersieeeiieenieeeciee e 43
3.1.2.7. TCA ( Trikloro Asetik ASit) ....ccccvveveeeeeeiiiireeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeenn 44
3.1.2.8. Yikama Performansi i¢in Cozeltiler...........ccocoevevvieevrennenennnn. 44
3.1.3. ince Tabaka Kromatografisi Soliisyonlart ..............ccceoeveveveveveeennnn. 44
3.1.3.1. Butanol-Asetik Asit-Distile Su COzeltisi ..........ccceeeeuereennennnne. 44
3.1.3.2. Ninhidrin Cozeltisi (%0.25) ...c.oeeveiieriiiieeieeeeeeeeeee e 44

3.1.3.3. L-prolin (% 1) (w/v), L-Glisin (%1) (w/v), L-Sistein (%1)
(w/v), L-Histidin (%1) (w/v) ve L-Tirosin (%1) (W/v)............ 45
TN Y (<170 T USSP 45
3.2.1. Bakteri [zolasyonu ve TeShiSi..........ccccevurvevreerrieruerieeieise e, 45
3.2.1.1. Bacillus sp. Suslarinim {zolasyonu .............cccccoevevereeuerennnnes 45
3.2.2. Bakterilerin TeshiSi.......ccccceerieriieiiieiieiieeerte et 45
3.2.3. Kat1 Besiyerinde Proteaz Aktivitesinin Saptanmast ..........cc.ccceeueee. 46

IX



3.2.4. Bakterinin Uredigi ve Enzim Sentezinin Gergeklestigi pH
AraliZInin SAPLaANIMAST......c.eeeveerieieeiieriierieeeeeteeieeseesieesseessnessseenns 46

3.2.5. Bakterinin Uredigi ve Enzim Sentezinin Gergeklestigi Sicaklik

Aral1ZInin SaptanmmMasT.........cecueeveerieeiieerienie et 46
3.2.6. Enzim Uretimi ve Kismi Saflagtirma............cocoeveveveveeeeveveeeeeeseceennea. 46

3.2.7. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerinin Saptanmasi ...47

3.2.8. Enzimin Optimum Sicaklik Aktivitesinin Saptanmasi ...................... 48
3.2.9. Enzimin Termal Stabilitesinin Saptanmasi...........cocceceevereereneenene. 48
3.2.10. Enzimin Ph Stabilitesinin Saptanmasi ..........cccocererveeneneencnennenne. 49

3.2.11. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesine Farkli NaCI
Konsantrasyonlarinin EtKisi........ccoceecerienirneniiniiininienenirencneene 49

3.2.12. Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selator, Deterjan ve Metal

Tyonlarinim BLKiST .........ocooveviveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
3.2.13. Ince Tabaka Kromatografisi Yontemiyle Reaksiyon Uriinlerinin
N1 072011 10 1) S USSR 50
3.2.14. Yikama Performanst Testi ........cccoceveririenieieininininicicicreieeeans 51
4. BULGULAR VE TARTISMA ..ottt 53
4.1. Deniz Suyundan Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu ve Tanimlanmasina
ATt BUIGUIAT ..ottt 53
4.2. Bakterinin Kat1 Besiyerinde Uredigi ve Enzim Sentezini
Gergeklestirdigi Optimum pH ve Sicaklik Degerine Ait Bulgular.............. 54
4.3. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerine Ait Bulgular ............. 56
4.4. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerlerine Ait Bulgular.58
4.5. Enzimin Termal Stabilite Analizlerine Ait Bulgular .........cc.ccccevieniennne 60
4.6. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesine Farkli NaCI Konsantrasyonlarinin
EKIST vttt 63
4.7. Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selatdr, Deterjan ve Metal Iyonlarinin
EKIST vttt 66
4.8. Enzimin Ince Tabaka Kromatografisi SOnuGlart..............cccceeverveveveruerrnnnans 68

X



4.9. SG-11 Proteaz Enzimi Yikama Performansi Sonuglari ..............cccoeennenne. 69

5. SONUCLAR VE ONERILER .......cooiiuiiiiiieeeee ettt 75
KAYNAKLAR ..ottt s ses s senases s senaesnansans 85
OZGECMIS .ottt 101

XI



CIiZELGELER DIiZiNi SAYFA

Cizelge 4.1. Asidik proteaz enzimi optimum pH degeri.........ccoeevrvvenieniennennennn, 57
Cizelge 4.2. Asidik proteaz enzimi optimum aktivite sicakligl .........coceeveevrereennene. 59
Cizelge 4.3. Asidik proteaz enzimi termal stabilite degerleri ...........cccceeveeniennene 61
Cizelge 4.4. Enzim Aktivitesine Farkli NaCI Konsantrasyonlarinin Etkisi............ 64
Cizelge 4.5. Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selator, Deterjan ve Metal

Tyonlarinin EtKisi......ccooieiiiiiiiiieeeee e 66

XII






SEKILLER DiZiNi SAYFA

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Bacillus sp. SG-11 susunun besiyerinde 30°C 48 saatte pH 5 degerinde
gosterdigi koloni Ve ZoNU.........ccceeiieiiiniiniiiiiieeeeseec e 55

Bacillus sp. SG-11 susunun besiyerinde 30°C 24 saatte pH 5 degerinde

gosterdigi koloni Ve ZONU.........coceeiiiiiiiiiniiiieeeee e 56
SG-11 Proteaz Enzimine Ait Optimum pH Degeri .........ccoceeveerieenenns 58
SG-11 Proteaz Enziminin Optimum Sicaklik Degeri..........ccocueeueennns 60
SG-11 Proteaz Enzimi Termal Stabilite Degerleri ..........ccoccevceeriennenn, 62

SG-11 Proteaz Enzimi Aktivitesine Farkli NaCI Konsantrasyonlarinin

BKIST 1ttt ettt sttt et et ne e nes 65
Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selatér, Deterjan ve Metal iyonlarmin
BLKIST 1ttt 67
TLC (ince Tabaka Kromotografisi) analizi ...............ccccccevvuereveeevennnen. 69
Bacillus sp. SG-11 Enziminin Sal¢a-Yag Lekesine Kars1 Gosterdigi
Yikama Performanst .........ccooeeiererieieienieiereecee e 70
Bacillus sp. SG-11 Enziminin Bebek Mamas1 Lekesine Karsi
Gosterdigi Yikama Performansi ........ccceccveeveevieeneeneescieeneeneeveeeeeens 71
Bacillus sp. SG-11 Enziminin Cikolata Lekesine Kars1 Gosterdigi
Yikama Performanst .........ccooeeiererieieieiieesee e 72
Bacillus sp. SG-11 Enziminin Yemek Sosu Lekesine Kars1 Gosterdigi
Yikama Performansi .........cocevierierieeieeiieerieeseeete et 73
Bacillus sp. SG-11 Enziminin Kan Lekesine Kars1 Gosterdigi Yikama

P OITIIANST. ..ttt e et beseseaeseseseaeseaeaeaeeeaeaees 74

XV






SIMGELER VE KISALTMALAR

PMSF : Fenil metil siilfonil florid
Rpm : Dakikada Devir Sayist
EDTA : Etilen diamino tetraasetik asit
SDS  : Sodyum Dodesil Siilfat

TCA : Trikloro asetik asit

L : Litre

Nm : Nanometre

mL : Mililitre

Mm  : Milimolar

XVI






1. GIRIS Selma GURZ UGURLUER

1. GIRIS

Biyoteknoloji, ¢ok cesitli alanlarda gelisme gdsteren ve giiniimiizde
molekiiler biyolojik yontemlerinde yaygin sekilde kullanimiyla birlikte, giderek
molekiiler biyoteknoloji seklinde degisime ugrayan, cok yeni ve gelecege
damgasini vuracak bir alandir. Ticari alanda kullanilan iiriinlerin tiretilmesi ile ilgili
caligmalarin giderek hiz kazanmasi sonucu, 6nemi her gecen giin daha da
artmaktadir.

Diinyada, 1980-1983 yillar1 arasinda sadece 300 kiiciik biyoteknoloji
sirketi caligma yaparken, bu sayr 1985 yilinda sadece Amerika Birkesik
Devletlerinde (A.B.D.) 400 diizeyine ulasmistir. Giiniimiizde A.B.D. de 900, biitiin
diinyada ise yaklasik 1200 biyoteknoloji sirketi c¢aligmalarini ¢esitli alanlarda
siirdiirmektedirler. Ornegin sadece farmasotik alaninda 2000°li  yillarda
kullanilacak biyoteknolojik iirlinlerin toplam degerinin yaklagik 60 milyar dolar/y1l
diizeyinde olacag: diisiiniilmektedir. Biyoteknoloji kaynakli ¢aligmalar A.B.D. de
odaklanmis olmakla birlikte, gliniimiizde, Japonya ve Kanada, biyoteknolojiyi
(6zellikle molekiiler biyoteknolojiyi) stratejik alan kategorisinde degerlendirerek,
0zel sirketlerin yan1 sira, hitkiimetler diizeyinde destekleme ve gelistirme karari
almiglardir (Glick ve Pasternak, 1994)

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, triinlerin kullanim alanlariin
cesitli ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle, biyoteknolojinin
endiistriyel enzimlerle ilgili alaninda yapilan gesitli arastirmalar, daha da 6nem
kazanmaktadir. Ozellikle birkag iilke disinda diger iilkelerin bu konuda tamamen
disa bagimli olduklar1 goriilmektedir.

Alkalifilik 6zellikteki organizmalar, prokaryot, eukaryot, archea grubu
icerisinde yer almaktadir. Alkalifiller arasinda ¢ok degisik taksonomik gruplar
olmakla birlikte, bunlarin bazilar1 taksonomiye yeni girmislerdir. Alkalifiler, bahge
topragi gibi normal cevresel ortamlardan izole edilebilecegi gibi, yiiksek alkalik

Ozellik gosteren topraklardan da izole edilebilirler. Alkalifilik enzimler endiistriyel
1
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uygulamalarda biiyiikk 6neme sahiptirler. Alkaline seliilaz, alkaline proteaz ve
alkaline amilaz gibi alkalifilik organizmalardan izole edilen enzimler, ¢esitli
deterjanlarin  igerisine karistirilmiglar ve biyolojik deterjanlar seklinde
tanimlanmiglardir.

Diinyada iiretilen toplam alkalifilik enzimlerin %30 dan biiyiik kismi
camasir deterjanlar1 igerisine karistirilarak degerlendirilmektedir (Horikoshi,
1996). Alkalifilik amilaz, seliilaz ve proteazlar ayni zamanda endiistrinin diger
bircok alaninda da yogun sekilde degerlendirilmektedirler. Bunlar arasinda
dericilik, tekstil, gida endiistrisi, igecek endiistrisi, ekmek ve pasta {iriinleri, ¢esitli
soya trilinlerinin {iretimi protein hidrolizatlarinin tatlandirilmasi, farmasdétik
endiistrisi ve tibbi uygulamalar, kimya endiistrisi, atiklarin temizlenmesi,
nisastadan etanol {iretimi gibi kendi i¢lerinde birer endiistri olan ¢ok degisik
alanlar vardir (Rao ve ark., 1998; Igarashi ve ark., 1998; Kumar ve Takagi, 1999.

Endiistriyel alanda kullanilan enzimler bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizma kokenli olmakla birlikte agirlikli olarak mikroorganizmalardan
izole edilebilmektedir. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin
katalitik aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha
stabil ve daha ucuz olmalari, biiyiik boyutlarda ve yiiksek saflikta elde edilmesi
gibi avantajlara sahip olmasidir. Ornegin mikrobiyal enzimler ekstrem sicaklik ve
pH’larda ¢ok yiiksek diizeyde aktivite gosterirler (Wiseman, 1987; Horikoshi,
1999).

Mikrobiyal enzimlerin diinya genelinde yillik kullanim degerlerine
bakildig1 zaman, alkaline proteaz %25, diger proteazlar %21, Amilaz %18, Renin
%10, Trypsin %3, Lipaz %3 diger karbonhidrat parcalayan enzimler (seliilaz ve
ksilanaz gibi) %10, analitik ve farmasotik enzimler %10 seklinde bir dagilim
gostermektedir (Zeman ve Mccres, 1985; Rao ve ark., 1998).

Bakteriyel kokenli proteaz enzimleri nétral ve alkalin agirlikli enzimler
olup, Bacillus cinsindeki organizmalar tarafindan iretilmektedirler. Bakteriyal

ndtral proteazlar pH 5-8 araliginda optimum aktivite gosterirler ve
2
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termotoleransligi nispeten diisiiktlir. Termotoleransliklarmin diigiikk olmasi gida
tirtinlerinin {iretilmesi sirasinda reaksiyonlarin kontrol edilebilmesi agisindan bir
avantajdir. Bazi nétral proteaz enzimleri metalloprotein yapisina sahiptir ve
aktiviteleri icin iki degerlikli metal iyonlarina gereksinim duyarlar. Bakteriyal
alkaline proteazlar yiiksek pH degerlerinde (pH 10.0 gibi ) aktivite gostermeleriyle
karakterize olup, substrat sipesifiteleri olduk¢a genistir (Rao ve ark., 1998).
Alkaline proteaz iiretiminde Halobacterium sp., B. licheniformis, B.
megatherium, Aspergillus sp., Micrococcus, Pseudomonas ve Streptomyces tiirleri
vardir (Horikoshi, 1996; Horikoshi,1999; Kumar ve Takagi,1999).

Diistik sicakliklara adapte olmus mikroorganizmalar ekstremofillerin bir
iiyesi olup, 0°C de bile iireyebilirler. Literatiirde psikrofil bakterilerin optimum
15°C, maksimum 20°C, minimum 0°C veya daha diisiik sicakliklarda iiredikleri
bildirilmistir (Morita ve ark., 1998). Psikrofiller, soguga uyumlu (soguk habitatlara
adapte olmus) mikroorganizmalardir ve bunlar disiik sicakliklarda yiiksek aktivite
gosteren enzimler liretmektedirler. Bu enzimler cold-active (diisiik sicakliklarda
aktif) seklinde tamimlanirlar (Kulakova ve ark.,1998; He ve ark., 2009). Cold-

active enzimler 3 genel 6zellige sahiptir.

1. Sicaklikla birlikte enzim aktivitesinin diisiik sicakliga dogru degismesi,

2. Spesifik aktivitesinin ve fizyolojik verimin diisiik sicakliklarda
mezofilik kosullara gére daha yiiksek olmasi

3. Mezofil sicaklikta enzimin termal stabilite sinirinin hizli bir sekilde

diismesi (Morita ve ark., 1998).

Cold active enzimler, derin denizler, yiiksek daglar ve kutuplarda siirekli
yasayan organizmalar tarafindan {retilmektedirler. Bu enzimlerin en Onemli
grubunu diisiik termal stabiliteleri ve diisiik sicaklikta yiliksek katalitik aktivite
gostermeleri nedeniyle cold aktif proteazlar olusturur. Bu o6zelligi nedeniyle

temizlik deterjanlari, deri isletmeleri, gida endiistrisi ve molekiiler biyoloji gibi ¢ok
3
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farklr alanlarda kullanilmaktadirlar (Wang ve ark., 2008). Ornegin Novozim firmasi
savinaz markasi ile enkapsiile deterjan iiretmektedir. Japon bilim enstitiisii CP-58
ve CP-70 patent numarali iki cold aktif proteaz enzimi gelistirmistir (Quamrul ve
Eiichi, 1998).

Bir bagka Japon firmasi Cao-corparation deterjanda kullanmak i¢in cold
active proteaz enzimine patent almistir. Biitiin bunlardan daha 6nemlisi cold active
protease enziminin kullanildig1 alanlarda 6nemli bir enerji tasarrufu saglanmaktadir
(cok pahali olan 1sitma iglemlerine gerek olmamakta, kis mevsimi boyunca soguk
kosullarda aktivite devam etmekte, reaksiyon veriminde artis saglanmakta, yiiksek
sicakliklarda ortaya ¢ikabilecek istenmeyen kimyasal teaksiyonlar minimize
edilmekte ve ihtiya¢ duyuldugu anda enzim kolayca inhibe edilebilmektedir).

Ornegin gida endiistrisinde sicaklia hassas iiriin ve substratlarin
orijinalliklerinin degigsmesi onlenmektedir. Bunlarin disinda cold active proteaz
enzimi icecek ve sarap endiistrisi, peynir iiretimi, hayvansal gidalarin eldesi ve
meyve suyu endiistrisi gibi alanlarda da mezofilik enzimlere karsi iyi bir
alternatiftir. Ayrica cold active proteazlarin diisiik sicaklikta yiiksek katalitik
aktivite gostermeleri nedeniyle gida endiistrisinde tatlandirict enzimler seklinde
kullanilmasi da s6z konusudur (6rnegin, buzdolabinda saklanan et iiriinlerinin

lezzetlerinin artirilmasinda) (He ve ark., 2004).

1.1. Enzimler

Enzimler, canli organizmalardaki cogu fizyolojik faaliyetin yiiriitiilmesinde,
dolayisiyla hayatin devamliligimin saglanmas1 i¢in gerceklesen biyokimyasal
reaksiyonlarin neredeyse tamaminda gorev yapan, dogal olarak canlilar tarafindan
sentezlenen, genellikle protein yapisinda olan 6zgiil biyolojik katalizorlerdir. Antik
caglarda ne oldugunu ve nasil ¢alistigi bilinmeden asirlar boyunca sarap, sirke, bira,
peynir, ekmek gibi yiyecek ve iceceklerin yapiminda kullanilmis olan enzimatik
reaksiyonlar, bu a¢idan disiiniildiigiinde farkinda olunmadan gerceklestirilen ilk

biyoteknolojik  uygulamalardir. Antik c¢aglardan  giiniimiize uzanan enzim
4
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teknolojisindeki hizli gelismeler ile birlikte enzimler ¢esitli amaglarla kullanilmak tizere
giindelik ve ekonomik hayata girmistir. Ekonomik olarak iiretilebilmeleri, biyolojik
olarak bozunabilir olmalari, spesifik olmalari, istenmeyen yan {irlin olusturmamalari,
konvensiyonel yontemlerle karsilagtirildiginda daha az atik olusturmalari, c¢alisan ve
cevre saglhigi acisindan tehlikesiz olmalari, reaksiyon ortamindan kolaylikla geri
kazanilmalar1 gibi bircok avantaja sahip olan kompleks vyapili bu organik
makromolekiiller bircok endiistriyel alanda yavas yavas inorganik katalizorlerin yerini
almaktadir (Choi ve ark. 2015, Seager ve ark. 2018).

Enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da iiretilmesine ragmen, kontrollii
kosullarda kisa siirede elde edilmesinden dolayr mikroorganizmalar enzim
iiretiminde asil kaynagi olusturmaktadir. Endiistriyel amacl kullanilan enzimlerin
yaklasik %96’s1 mikroorganizmalardan tiretilmektedir. Bunlarin yaklasik %60°1
filament6z fungilerden, %24’ bakterilerden, %6°s1 hayvanlardan, %4’{i mayalardan
ve %2’si Streptomyces’den elde edilmektedir (Lowe 2001).

Gilinlimiizde enzimler deri, tekstil, yem, gida, igecek, deterjan, ilag, atik
giderimi, biyoyakit ve kagit endiistrisinde kullanilmaktadir (Van Beilen ve Li 2002).
Ayrica kigisel bakim, kozmetik, kuru temizleme, enantiyoselektif sentez, filmlerden
giimiislin geri kazanimi, sanat eseri restorasyonu ve biyoaktif peptid, antialerjik
iriin, yapay tatlandirici liretimi gibi spesifik alanlarda da kullanimlar1 yaygin hale
gelmistir (Anonim 2020a).

Enzimlerin kullanim alanlar1 arttikga pazari da genislemektedir. Kiiresel
enzim pazarinin 2007 yilindan bu yana her yil %7.6’lik bir oranla biyiidiigi
belirlenmistir. 2018 yilinda pazarin yillik degerinin 7.1 milyar ABD dolar1 oldugu
ve bu degerin yillik 5.5°1ik biiyiime hiz1 ile 2026 yilinda 11.03 milyar ABD dolarma
ulasacagi tahmin edilmektedir.

Enzimler 2 farkli organizmadan elde edilebilmekte fakat kiiresel enzim
pazarinda en biiyiik pay sahibi mikrobiyal kaynakli enzimlerdir. Mikrobiyal kaynakli

enzimlerin 2018 yilinda kiiresel enzim pazarinin yaklagik olarak %37°lik kismini
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elinde tuttugu ve bu oranin %5.8’lik biiylime orani ile 2026 yilinda %38’e ulagacagi
tahmin edilmektedir (Anonim 2019a).

Diinya genelinde proteazlar yaklasik %60 pazar pay ile pazardaki en gok
satan enzimdir ve bunu karbohidrazlar (amilazlar, glukanazlar, seliilazlar), fitazlar
ve lipazlar takip etmektedir (Kumar ve ark. 2014).

Hidrolazlarin endiistriyel enzim pazarinin tigte ikisinden fazlasini (yaklagik
olarak %75-80) elinde tuttugu buna ek olarak hidrolazlarin arasinda ise endiistriyel
acidan en fazla ragbet géren grup ise proteazlardir (Anonim 2018).

Proteazlarin yillik %6.4’likk biiylime hiz1 ile 2022 yilinda degerinin 3.29
milyar ABD dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir (Anonim 2019a).

Proteazlar, proteinlerdeki peptid baglarmin hidrolizini katalizleyen
enzimlerdir, biyoteknoloji ve endiistrinin bir¢ok sektoriinde yaygin olarak
kullanilmaktadir.

Gida endiistrisinde kurabiyelerin lezzet ve renginin gelistirilmesinde, unlu
mamullerin iiretiminde unun islenerek hamur dokusunun iyilestirilmesinde, peynir
iretiminde lezzet ve aromanin gelistirilmesinde, etlerin yumusatilmasinda, bazi
antialerjik iirlinlerin iiretiminde kullanilmaktadir (Singh ve ark. 2016).

Deri endiistrisinde kil giderimi, sama ve 1slatma gibi asamalarda
kullanilmaktadir

Hayvan yemlerinde sindirilebilirliginin arttirilmasinda, temizleme ajam
olarak ¢amasir ve bulasik deterjanlarmin formiilasyonlarinda kullanilmaktadirlar.

Deterjanlara ek olarak gida (et ve siit) endiistrisinde kullanilan
malzemelerin, ameliyatlarda kullanilan cerrahi aletlerin ve kontakt lens gibi bazi
spesifik materyallerin temizlenmesinde kullanilmaktadirlar. Buna ek olarak rontgen
ve fotograf filmlerinden glimiisii ¢ikarmakta ve en fazla da deri endiistrisinde
kullanilmaktadirlar (Joo ve Chang 2006, Jellouli ve ark. 2011).

Deri endiistrisi, deri kullanilarak ayakkabi, ¢anta, giysi gibi bir¢ok {irliniin
iretiminin gerceklestirildigi ¢ok eski bir imalat sektoriidiir. Bilinen en kirletici

sektorlerden biri olan dericilikte, toksik ve tehlikeli kimyasallar1 igeren bol miktarda
6
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kat1 ve sivi atik olusumuna yol agmaktadir; deri endiistrisinden kaynaklanan bu
atiklar ise canlilar ve ¢evre lizerinde zararli etkilere yol agmaktadir. Bu atiklara 6rnek
olarak tabaklama isleminde kullanilan arsenik ve krom gibi agir metallerin yan1 sira
kloriir, siilfat, hidrokarbon, amin, aldehit 3 i¢eren bilesikler verilebilir (Sivaram ve
Barik 2019).

Geleneksel (konvansiyonel) yontem olarak da adlandirilan ve yiiksek oranda
kire¢ ve siilfiirlii bilesikler kullanilarak yapilan kil giderimi islemi, deri iiretimi
kaynakli kirliliginin ortalama olarak % 80-90'ma sebep oldugu i¢in iiretimin en
kirletici asamasi olarak kabul edilmekte ve cevre, aritim tesisi ve kanalizasyon
sistemine verdigi zararlarin yaninda deri sektoriinde calisanlarinda kanser gibi
hastaliklara hatta oliimlere bile sebebiyet vermektedir (Balasubramanian ve
Pugalenthi 2000).

Gilinlimiizde diinya ¢apinda yaklasik olarak 9 000 tabakhanede deri tiretimini
yapildig1 tahmin edilmektedir (Anonim 2019b). Ortalama atik su desarji giinde
yaklasik 15 milyon tondur. Yillik yaklasik olarak 1,8 milyar m2 islenmis haldeki
deri piyasaya siiriilmekte ve bu islem sonunda 2,4 milyon ton ¢amurlagms atik ve
250 milyon ton sivi atik olustugu tahmin edilmektedir (Chowdhury ve ark. 2013).
Tiim bu olumsuz etkilerden dolayi, deri islenmesi kirmizi kategoridedir (Fathima ve
ark. 2012).

Son yillarda deri endiistrisinde 1slatma, kil giderimi, sama ve yag giderimi
gibi islemlerde biyoteknolojinin kullanimi artmustir. Ozellikle kil gidermede
kimyasal islemler yerine enzimatik islemler alternatif olarak kabul edilmistir.
Boylece, proteolitik enzimler sayesinde siilfiirlii kimyasallar kaynakli g¢evresel
kirlilik ve yarattig1 toksik etkinin azaltilabilirligi saglanmistir (Padmapriya ve ark.
2012). Bu sayede kilin iyi kalitede geri kazanimi (Hidrolize kil giibre, ilag, kozmetik
iiriin, aminoasit, hayvan yem ve mama iiretiminde kullanilmaktadir), calisanlar ve
cevre acisindan temiz bir atmosfer yaratilmasi miimkiin olmaktadir (Arunachalam

ve Saritha 2009).
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Proteazlar, deri endiistrisinde 1slatma, kil giderimi ve samada
kullanilmaktadir. Bakteriyel proteazlar, derinin kollajen olmayan yapilarinin se¢imli
hidrolizinde, globulinler ve albuminler gibi fibril yapida olmayan proteinlerin
uzaklastirilmasinda, deriden killarin ayrilmasinda ve derinin yumusatilmasinda
kullanilmaktadir (Anwar ve Saleemuddin 1998).

Enzim teknolojisindeki hizli gelismeler ile birlikte, deri endiistrisinde
mikrobiyal proteazlara olan talebi de arttirmustir. Uriine artan talep dogrultusunda
sanayide maliyet diisiirmek ve reaksiyon verimliligini arttirmak gibi unsurlar 6ne
cikmaktadir. Bu sebeple sanayide kullanilabilecek yeni biyokatalizorlerin kesfi ve
bu wunsurlarla miicadelede aslinda kilit tas1i gorevi gormektedir. Yeni
biyokatalizorlerin kesfi ile verimlilikte artma; maliyet, zaman, tiiketilen enerji
miktar1, kullanilan kimyasal madde miktar1 ve firetilen atik miktari, bertarafi
yapilmasi gereken atik miktar1 gibi unsurlarda ise azalma hedeflenmektedir (Castilla
ve ark. 2018).

Mikrobiyal yolla enzim iiretiminin ilk agamasi uygun mikroorganizmanin
secimidir. Birgok mikroorganizma proteaz iiretebilmektedir. Fakat sadece yeterli
miktarda ekstraseliiler proteaz {iretebilen mikroorganizmalarin endiistriyel agidan
o6nemi vardir. Endiistride kullanilmakta olan mikrobiyal proteazlarin en 6nemli
kaynaklar1 maya, kiif ve bakterilerdir.

Bakteriler icerisinde ise Bacillus cinsi proteaz iiretiminde en fazla kullanilan
mikroorganizmadir (Si ve ark. 2018). Bunun nedeni, ¢ok c¢esitli ortamlardan
izolasyonlarinin nispeten kolay olmasi, hem kompleks hem de sentetik besi yerinde
gelisebilmeleri, bol miktarda ekstraselliiler proteaz iiretebilmeleri ve direngli
sporlara sahip olmalaridir (Mabrouk ve ark. 1999). Diger yandan, organizmanin
enzim liretimi, besi yeri bilesenleri ve kiiltiirel kosullardan fazlaca etkilenmektedir.
Dolayisiyla bu parametrelerin optimizasyonu enzim iiretimi a¢isindan ¢ok 6nemlidir

(Das ve Prasad 2010, Vanitha ve ark. 2014).
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1.2. Proteazlarin Genel Ozellikleri

Proteazlar (proteolitik enzimler, peptidazlar, proteinazlar) protein
molekiillerindeki peptid (amit) baglarinin hidrolizini katalizleyen enzim altsinifidir
(Motyan ve ark. 2013).

Proteinlerdeki peptid baglarin1 hidroliz ederek, proteinleri parcalayan
enzimlerin adlandirilmasinda uzun yillar sadece proteaz terimi kullanilmistir.
Sonralar1 proteazlarin iki tlirliniin oldugunu fark edilmistir. Buna gdre bazi
proteazlar, sadece bozulmamis proteinlerin hidrolizini; bazi proteazlar ise kiiclik
peptidlerin hidrolizini gergeklestirmektedir.

Spesifik olarak saglam proteinlerin hidrolizini gergeklestiren proteazlar igin
"proteinaz" terimi kullanilmaya baslanmustir.

Glinlimiizde proteazlar, etki ettikleri peptid baginin yerine gore
endopeptidaz (proteinaz) ve ekzopeptidaz olmak iizere 2 grupta incelenmektedir.

Endopeptidazlar, protein molekiilii igindeki peptid baglarini parcalayabilen
proteazlardir. Endopeptidazlara 6rnek olarak pepsin, rennin, elastaz, tripsin ve
kimotripsin verilebilmektedir.

Ekzopeptidazlar ise proteinlerin terminal bolgesinden tek bir aminoasit
kopararak etkilerini gOsteren proteazlardir. Ekzopeptidazlara oOrnek olarak
karboksipeptidaz ve aminopeptidaz verilebilmektedir.

Endopeptidazlarin kataliz reaksiyonu sonucunda peptid zincirleri olusurken;
ekzopeptidazlarin reaksiyonu sonucunda tek bir aminoasit ve peptid zinciri meydana
gelmektedir. Kisacasi ekzopeptidazlar sadece serbest karboksil veya amino ug iceren
proteinlerin hidrolizini gerceklestirebilirken, endopeptidazlarda bdyle bir sinirlama
yoktur (Bergmann ve Ross 1936, Barrett ve McDonald 1986).

Endistriyel acidan en fazla endopeptidazlar tercih edilmektedir. Buna ek
olarak katepsin gibi bazi enzimler hem endopeptidaz hem de ekzopeptidaz aktivitesi
gostermektedir (McKay ve ark. 1983). Bunlar ayr1 grup olarak ele alinmak yerine

endopeptidazlar i¢ine dahil edilmektedir.
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Proteazlar, inhibitor varligindaki inhibisyon profillerine  gore
siniflandirilabilmektedir. Spesifik olarak EDTA’nin metalloproteazlari, DIFP ve
PMSF’nin serin proteazlari, iyodoasetatin sistein proteazlari, pepstatin A’nin ise
aspartik proteazlari inhibe ettigi bilinmektedir (Zambare ve ark. 2011).

Bir metal gelatorii olan EDTA, metal iyonlari ile altiya kadar bag yapabildigi
icin ortamdaki metal iyonlarina 6zellikle de iki degerlikli katyonlara baglanmaktadir.
EDTA, enzimin aktif merkezindeki metalleri selatlayarak; enzimin belirli bir
aminoasit kalintisinin spesifik olarak bagladigi metalleri selatlayarak; enzimin
kofaktorii olarak ortamda bulunan metalleri selatlayarak etkisini gosterebilmektedir.
EDTA, metalloenzimlerin aktif merkezindeki metal iyonlarini selatladiginda enzim
inhibe olmaktadir. Ciinkii enzimin aktif merkezinde bulunan metal iyonlari, enzim
stabilitesi ve yapisal biitlinliigli agisindan ¢ok 6nemlidir.

EDTA'nin inhibitor etkisinin az olmasi, enzimin kofaktor olarak metal
iyonlarina ¢ok az gereksinimi oldugunun gostergesidir. Bu sebeple EDTA’nin enzim
aktivitesi iizerindeki zayif etkisinin olmasi, enzimin aktivitesinin kofaktorlerden
(genellikle iki degerlikli katyon) bagimsiz oldugunu ve enzimin metalloproteaz
olmadigini diisiindiirmektedir (Singh ve ark. 2016).

EDTA, tarafindan etkinligini inhibe oldugu halde, metal iyonlar1 tarafindan
uyarilan ve etkinligi artan proteazlarin metalloproteaz oldugu diisiiniilmektedir
(Rehman ve ark. 2017).

Serin proteazlarin aktif bolgesindeki serin kalintisint PMSF ve DIFP gibi
ajanlar geri doniissiiz olarak bloke etmekte bu durum enzimin inaktivasyonu ile
sonu¢lanmaktadir (Beg ve Gupta 2003).

Fe2+, Hg2+, Cr2+ metal iyonlar1; izopropanol, metanol, DMSO, DTT, 2-§3-
mercaptoetanol ¢oziiciileri; SDS, Tween 20, Tween 80, Triton X-100 deterjanlari
genellikle proteazlari inhibe etmekte fakat spesifik olarak inhibe ettikleri bir aile
bulunmamaktadir (Briki ve ark. 2016).

Ditiotreitol (DTT), disiilfit baglarmi indirgeyerek, bu kovalent baglarin

kopmasina neden olmaktadir, bu sebeple genel bir proteaz inhibitoriidiir. Gliglii
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sekilde anyonik olan SDS ve iyonik olmayan Tween 80 ve Triton X-100 gibi
deterjanlar proteaz aktivitesini genellikle diistirmektedir (Annamalai ve ark. 2014).

B-merkaptoetanol bazen disiilfit baglarima atak yaparak, proteinlerin
tersinmez inhibisyonuna sebep olmakta bazen de enzimin yiizeyindeki
aminoasitlerdeki hidrojen baglarinin sayisini degistirerek, katalitik aktivite ve
stabiliteyi diisiirmektedir.

B-merkaptoetanol ve SDS etkisiyle proteinin yapisal olarak yeniden
organizasyonunun gerceklesebilecegi de belirlenmistir. Ornegin;p-
merkaptoetanol’iin, sistein proteazlarin stabilizasyonunda gorev aldigi; bunu
proteindeki siilfidril gruplarim1  oksidasyondan koruyarak gergeklestirdigi
belirlenmistir (Uddin ve ark. 2014).

SDS’in proteaz aktivitesini arttirdigi; bunun SDS ile bazi elektrostatik
etkilesimlerle proteazin yeniden modellenerek daha stabil ve kararli konformasyona
kavusmasiyla gerceklestigi diisiiniilmektedir (Rehman ve ark. 2017).

Genellikle s-blok metalleri (Na+ , K+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, Li3+), yiiksek
sicakliklarda enzimin tersiyer yapisini korumasina yardimci olmakta yani enzimi
termal denatiirasyondan korumaktadir. Bu metaller enzimlere genellikle tersinir
sekilde iyonik olarak baglanmaktadir. Ca2+ iyonu protein ig¢i etkilesimleri
kuvvetlendiremekte; proteindeki belirli bolgelere baglanarak otoliz ve sicaklikla
etkisiyle meydana gelebilecek 12 tersiyer yapidaki agilmalar1 engellemekte; bazen
de katalitik reaksiyonlarda yer almaktadir.

Kisacas1 Ca2+ iyonu proteazin aktivitesini ve termal stabilitesini
arttirmaktadir (Annamalai ve ark. 2014).

Mg2+ iyonu da proteazlar stabilize etmekte ve aktivitesini arttirmaktadir.
Ciinkii Mg2+ katyonu, ¢ozeltideki ¢oziilmiis oksijeni azaltarak, tiyol gruplarimi
oksidasyona kars1 korumaktadir.

Bazi caligmalar Ca2+ katyonunda ayni mekanizmay: kullandigi ifade

etmektedir (Silva ve ark. 2018).

11



1. GIRIS Selma GURZ UGURLUER

Na+ ve Mg2+ iyonlari, enzimin aktif merkezdeki iki bitisik aminoasit
arasinda tuz koprisii gorevi gorerek enzimin tersiyer yapisinin stabilizasyonunu
saglamaktadir (Ahmetoglu ve ark. 2015).

Gecis metalleri genellikle proteazlarin aktivitesini azaltmakta veya inhibe
etmektedir. Ciinkii d-blok (gecis) metalleri (Mn2+, Fe2+, Co2+, Ni2+, Cr3+, Cu2+,
Zn2+, Hg2+) kararli kompleksler vermek {izere tercihen kovalent baglarla enzime
tersinmez sekilde baglanmaktadir (Shah ve ark. 2010). Ornegin, Hg2+ iyonu,
enzimdeki karboksilik gruplar ve triptofan kalintilarina baglanarak enzimi inhibe
etmektedir (Sinha ve Khare 2013).

Bazi arastirmacilar ise bazi d blok metallerinin spesifik olarak bazi
enzimlerin aktivitesini arttirdigini; bunu enzimin konformasyon ve stabilizasyonunu
bozabilecek olan giiclere karst bir koruyucu bariyer gibi davranarak
gerceklestirdikleri diisiiniilmektedir (Adinarayana ve ark. 2003). Ornegin, dzellikle
Zn2+ iyonu varliginda enzimatik stabilitede artis olmasi, proteazin Zn2+ bagiml
metalloproteaz oldugunu gostermekte ve bu metal iyonlarinin substrat hidrolizi
sirasinda niikleofilik atak i¢in su molekiillerini uyardigi bilinmektedir (Wu ve Chen

2011).

1.3. Proteazlarin Simflandirilmasi

Proteazlar, hidrolazlar sinifina dahil olan ¢ok genis ve kompleks bir enzim
grubudur. Bu sebeple giinlimiize kadar aktivitelerinin oldugu sicaklik ve pH degeri,
koken aldiklar1 organizma, substrat spesifikligi, stabilite profilleri, aktif merkezleri,
katalitik mekanizmalar1 gibi bir¢ok parametre baz alinarak siniflandirilmislardir.
Ornegin maksimum aktiviteye sahip olduklari pH degerine gore asidik, ndtral ve
alkalen olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadirlar (Briki ve ark. 2016). Fakat proteazlarin
siniflandirilmasinda  gercekten islevsel olan 3 sistem bulunmaktadir. Bu
sistemlerdeki siiflandirmada baz alian kriterler, reaksiyonun ¢esidi, reaksiyonun

kimyasal mekanizmasi ve enzimin molekiiler yapis1 olmak {izere 3’e ayrilmaktadir.
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1.Serin (S) proteazlar; aktif merkezinin katalitik bolgesinde niikleofilik
serin kalintis1 tagimaktadir. Katalitik bélgedeki serin amino asitinin hidroksil grubu
niikleofil olarak hareket etmektedir. Katalitik bolgelerinde serine ek bazen histidin,
lizin, aspartik asit ve glutamik asit bulunabilmektedir. Serin proteazlarda proton
alicis1 baz, genellikle histidin bazen de lizindir. Proton alic1 baz histidin oldugunda
ticlincii bir aminoasit kalintist da histidinin daha iyi bir proton alicist dolayisiyla
niikleofilin de daha iyi proton vericisi olmasini saglamak icin gérev yapmaktadir.
Katalitik triad ({i¢lit) denilen bu durum biitiin serin proteazlarda gdriilmemektedir.
Kimotripsin, subtilisin gibi bir¢ok serin proteazda katalitik triad yapisinin {igiincii
iiyesi aspartik asittir. Omptin gibi bazi serin proteazlarda ise serin ve histidin
aminoasitlerini iceren katalitik dyad (ikili) yapis1 goriilmektedir. Serin proteazlarda
6nemli olan dordiincii bir aminoasit kalintis1 bulunmaktadir. Bu aminoasit kalintist
substrat iirline doniisiirken olusan ara maddenin stabilizasyonunu saglamaktadir.
Dérdiincli aminoasit kalintis1 degiskendir, kimotripsin i¢in glisin, subtilisin i¢in
asparajindir. Bazi serin proteazlar ise tek bir katalitik aminoasit kalintisi
tasimaktadir. Bu aminoasit kalintisinin enzimin amino terminalinde bulunmasi
sebebi ile bu proteazlara Nterminal niikleofil (Ntn) hidrolazlar denilmektedir
(Barrett ve ark. 2012).

Serin proteinazlara &rnek olarak tripsin, kimotripsin, elastaz, trombin,
plazmin, subtilisin verilebilir (Polaina ve MacCabe 2007).

2.Sistein (C) proteazlar; tim canli organizmalarda goriilmektedir ve tiyol
proteazlar olarak da adlandirilmaktadir. Katalitik bolgesinde niikleofilik sistein
aminoasiti kalintis1 bulunmaktadir.

Sistein proteazlarda katalitik reaksiyon sirasinda katalitik bolgedeki sistein
amino asitinin siilfidril grubu niikleofil olarak hareket etmektedir (Hartley 1960).
Bazilan ise katalitik bolgesinde sisteine ek histidin, glutamik asit, aspartik asit
kalintis1 igermektedir.

Sistein proteazlarda genellikle proton alicis1 baz histidin bazen de lizindir.

Proton alic1 baz histidin oldugu zaman iigiincii bir aminoasit kalintis1 da histidinin
13
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daha iyi bir proton alicis1 dolayisiyla niikleofilin de daha iyi proton vericisi olmasini
saglamak icin gorev yapmaktadir. Katalitik triad (ii¢lii) denilen bu durum biitiin
sistein proteazlarda goriilmemektedir. Sistein proteazda katalitik triad yapismin
liciincii iiyesi degiskendir. Ornegin papain igin asparajin, ubiquitin hidrolaz igin
aspartik asittir. Cogu sistein proteazda sistein ve histidin aminoasitlerini iceren
katalitik dyad (ikili) yapis1 18 goriilmektedir.

Sistein proteazlarda Onemli olan dordiincii bir aminoasit kalintisi
bulunmaktadir. Bu aminoasit kalintis1 substrat iiriine doniisiirken meydana gelen ara
maddenin stabilizasyonunu saglamaktadir. Dordiincii  aminoasit  kalintisi
degiskendir. Ornegin papain i¢in glutamik asittir. Baz1 sistein proteazlar ise sadece
tek bir katalitik aminoasit kalintis1 tasimaktadir. Bu aminoasit kalintisinin enzimin
amino terminalinde bulunmasindan dolay1 bu proteazlara N-terminal niikleofil (Ntn)
hidrolazlar denilmektedir.Sistein proteazlara 6rnek olarak kaspaz, papain, bromelain
ve fisin verilebilir (Sari 2011).

3.Aspartik (A) proteazlar; kataliz mekanizmasiyla ile iligkili aminoasit
kalintist olarak aspartik asit bulundurmaktadir. Aspartik proteazlarin hepsinin
katalitik bolgelerinde iki aspartik asit kalintis1 bulundurmakta ve aktiflestirilmis olan
bir su molekiilii ise niikleofil olarak hareket etmektedir.

Aspartik proteazlar ayni zamanda karboksil proteaz ve asidik proteaz olarak
da adlandirilmaktadir. Ciinkii peptid baglarin1 hidrolizinin katalizine enzimin
katalitik bolgesinde iki aspartik asit katilmaktadir. Aspartik asitlerden birinin
karboksil grubu peptid bagi hidrolizinde rol oynamaktadir. Ortamda bulunan su
molekiiliiniin hidrojen iyonunun aspartik asitin karboksil grubu tarafindan alinmasi
sonucunda, su molekiilii kaynakli hidroksil iyonu proteindeki peptid bagnin
hidrolizine katilmaktadir. Aspartik proteazlarda su molekiilii direkt olarak enzimin
aspartik kalmtisinin yan zincirine baglanmaktadir. En iyi bilinen iiyeleri kimozin ve
pepsindir (Polaina ve MacCabe 2007).

4.Metallo (M) proteazlar; kofaktorii metal iyonu olan proteaz enzimleridir.

Metallo proteazlarda genellikle aktiflestirilmis olan bir su molekiilii niikleofil olarak
14
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hareket etmektedir. Metallo proteazlar katalitik aktiviteleri icin iki degerlikli metal
iyonlarina ihtiya¢ duymaktadir.

Metallo proteazlar, yiiklii olan aminoasit yan zincirlerine metal iyonlari ile
baglanmaktadir. Kisacasi metal iyonlart su molekiillerinin kullanabilmesini
saglamaktadir (Cerda-Costa ve Gomis-Ruth 2014).

Cogu metallo proteaz aktivitesi i¢in ¢inkoya ihtiya¢ duymaktadir. Bazilari
ise kobalt, manganez, nikel veya bakira ihtiya¢ duymaktadir. Bu metal iyonu
enzimin aktif merkezindeki 3 aminoasit ve 1 su molekiilii vasitasyla ¢evrelenerek,
koordine edilmektedir. Kisacasi tek bir metal iyonu genellikle {i¢ aminoasit ve bir
aktive olmus su molekiilii ile baglanmaktadir. Dolayisiyla bu metal iyonu tetrahedral
yapiy1 olusturan molekiildiir ve 6nemi ¢ok biiyiiktiir. Bu aminoasitler, glutamik asit,
histidin, aspartik asit, lizin, arjinin olabilmektedir. Glutamik asidin ¢ogu 19 metallo
proteaz aktivitesinde 6nemli oldugu bilinmektedir. Bazi metallo proteazlarda ise iki
metal iyonu birlikte hareket etmektedir. iki katalitik metal iyonuna sahip metallo
proteazlarda ise genellikle glutamik asit ve aspartik asit olmak iizere iki aminoasit
kalintis1 bulunmaktadir (Reunanen ve Kahari 2013). Neprilysin ve jelatinaz metallo
proteaza Ornek olarak verilebilir.

5.Treonin (T) proteazlar; aktif merkezinde treonin, metiyonin ve bir amit
tagimaktadir. Treonin proteazlarda katalitik bolgedeki treonin amino asitinin
hidroksil grubu niikleofil olarak hareket etmektedir. Biitiin treonin proteazlar tek
katalitik aminoasit kalintis1 tasimaktadir. Bu kalinti enzimin amino terminalinde
bulundugundan, bu proteazlar Nterminal niikleofil (Ntn) hidrolazlar olarak da
bilinmektedir (Barrett ve ark. 2012).

6.Glutamik (G) proteazlar; katalitik merkezinde bir glutamik asit ve bir
glutamin kalintis1 bulunmaktadir. Proteazlarin %1°lik kismini olusturmaktadir.
Pepstatin adl1 mikrobiyal proteaz inhibitdrlerine karst dayanikli olan bu enzim
grubu, eskiden pepsitasin-duyarsiz karboksil peptidazlar olarak tanimlanmaktaydi

(Sari 2011).
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Her serin proteazin katalitik reaksiyon bdlgesinde niikleofil olarak bir serin
aminoasiti kalintis1 igermesi ve ¢ogunun PMSF’den etkilenmesi bu siniflandirma
sistemin iyi ¢alistigim gostermektedir. Fakat serin proteazlarin farkli molekiiler
yapilara sahip olmasi, bazi serin proteazlarin farkli katalitik mekanizma kullanmasi

bu sistemin sinirlamalaridir.

1.4. Proteaz Kaynaklari

Proteazlar, arke, bakteri, maya, kiif, bitkisel ve hayvansal doku gibi canlilar
ve virlisler tarafindan ortak olarak sentezlendigi bilinen en Onemli enzim
gruplarindandir (Anandharaj ve ark. 2016).

Proteazlar kaynak aldig1 organizmaya gore farkli pH degerlerinde aktivite
gostermektedir. Ornegin, genellikle pankreas kaynaklilar pH 7.5- 8.5; fungal
kaynaklilar pH 3.5-5.0, bakteriyel kaynaklilar ise pH 6-11 aralifinda aktivite
gostermektedir (Afsar ve ark. 2003).

Fungal asidik proteazlar ve bitki kaynakli notral proteazlara gore bakteriyel
alkalen ve notral proteazlar endiistriyel agidan daha fazla tercih edilmektedir

(Razzaq ve ark. 2019).

1.4.1. Bitkisel Kaynakh Proteazlar

Bitkilerden izole edilerek biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmig
proteazlardan bazilarina 6rnek olarak actinidin (kivi, Actinidia deliciosa), bromelain
(ananas, Ananas comosus), cardosin (yabani enginar, Cynara cardunculus),
cucumisin (kavun, Cucumis melo), ficin (incir, Ficus sp.), oryzasin (piring, Oryza
sativa), papain (papaya, Carica papaya), phytesin (arpa, Hordeum vulgare),
Zingipain (zencefil, Zingiber officinale) verilebilir (Arshad ve Amid 2014, Tavano
ve ark. 2018). Bunlarin i¢inde en iyi bilinenleri papain, bromelain ve fisindir (Isik

2014).
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1.4.2. Hayvansal Kaynakh Proteazlar

Giiniimiize kadar birgok hayvanin mide ve bagirsak ve kas gibi organlar
proteaz kaynagi olmasi agisindan incelenmistir. Bunlara drnek olarak, balik, sucul
omurgasizlar, gevis getiren hayvanlar verilebilir (Yanar 2015).

En iyi bilinen hayvansal proteazlar pankreastan salgilanan tripsin ve
kimotripsin, mideden salgilanan pepsin ve rennindir. Daha ¢ok buzagi midesi (geng
gevis getiren hayvanlarin sirdenlerinin i¢ mukozasindan) elde edilen rennin

kullanilmaktadir (Isik 2014).

1.4.3. Mikrobiyal kaynakl proteazlar

Giiniimiizde kullanilan endiistriyel enzimlerin yaklasik olarak % 37-401
mikroorganizmalardan elde edilmektedir (Giri ve ark. 2011).

Mikrobiyal proteazlar igin en Onemli enzim kaynagi maya, kif ve
bakterilerdir. Mikrobiyal proteazlar, diinyadaki toplam enzim satisinin yaklagik %
60-65'ini olusturduklarindan endiistriyel enzim pazarinin lideridir (Rai ve Mukherjee
2010).

Birgok enzim gibi proteazlarinda daha ¢ok mikroorganizmalardan elde
edilmesi hem organizmanin hem de iiretilen enzimin cazip karakteristik 6zellikleri
tagimasidir (Singhal ve ark. 2012, Hosseini ve ark. 2016).

Mikroorganizma kullaniminin avantajlar;; mikroorganizmalarin daha
yiikksek biyokimyasal cesitlilige sahip olmasi, hiicre yapilarinin genetik
manipiilasyonlara uygun olmasi (bu sayede ilgili enzim {iretiminin kolaylikla
gelistirilebilmesi), yiiksek iiretim potansiyeline sahip olmalari, ekonomik,hizli ve
kolay iiretilebilmeleri (hatta c¢ok kiiciik alanlarda bile ¢ok fazla miktarlarda
iiretilebilmeleri), yenilenebilir kaynaklarin tiretimde kullamilabilmesi, iklim ve
mevsim  degisimlerinden  etkilenmemeleri, ilgili enzim {iretimi ig¢in
mikroorganizmalarin kolaylikla indiiklenebilmesi, iiretim siiresinin kisa olmasi,
genellikle ekstraselliiller enzim iiretmeleri dolayisiyla iiretim ortamindan enzim

izolasyonunun kolay olmasi ayrica enzimin hiicre digina ¢ikarilmasinin olusturacagi
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zahmet ve maliyetin olmamasidir (Tufvesson ve ark. 2011, Puvanakrishnan ve ark.
2012).

Mikrobiyal enzimlerin, tercih edilmesinin sebebi ise; enzimin daha cazip
karakteristik 6zellikleri tasimasidir. Bu 6zelliklere 6rnek olarak ekstrem sicaklik ve
pH degerlerinde stabil olmalari, yiiksek katalitik aktivite, substrat spesifikligi, verim
ve biyokimyasal ¢esitlilige sahip olmalar1 verilebilir (Hosseini ve ark. 2016).

Enzim tiretiminde bitki ve hayvan kullaniminin ise ayrica bazi dezavantajlari
vardir. Bunlar; enzim iiretim, izolasyon ve saflastirma iglemlerinin daha fazla
komplikasyona acgik olmasi, hayvan kullaniminda etik acidan asilmasi gereken
sorunlarin olmasi kisacasi hem islevsel hem de pratik olmamasidir (Ormandy ve ark.
2011).

Mikroorganizmalarin kullaniminda dikkat edilmesi gereken tek husus
mikroorganizmanin patojen olmamasi ve toksin yan iiriin tiretmemesidir (Demain ve
Solomon 1981).

Mikrobiyal proteazlarin molekiiler agirligi genellikle 40-130 kDa
araligindadir (Bashir ve ark. 2018). Mikrobiyal kaynaklar arasinda ise en cazibi
bakterilerdir. Ciinkii fungal proteazlar genelde intraseliilerdir. izolasyon, saflastirma,
tasarimda kolaylik sagladigindan genelde bakteri tercih edilir (Belmessikh ve ark.
2013).

Asidik proteazlar genellikle fuguslardan, nétral proteazlar ise basta
bakteriler olmak {izere bitkilerden izole edilmektedir. Alkalen proteazlar ise daha
cok bakterilerden olmakla birlikte fungal kaynaklardan izole edilmektedir (Razzaq
ve ark. 2019).

Bakteriyel proteazlar; endiistriyel olarak iiretilen proteazlarin % 70’inden
fazlasini olusturmaktadir. Bir¢ok mikroorganizma proteaz iiretebilmektedir. Fakat
sadece yeterli miktarda ekstraseliller proteaz {iretebilen mikroorganizmalarin
endiistriyel acidan 6nemi vardir. Bu agidan bakteriyel proteazlarin eldesinde Bacillus

cinsi 6ne ¢ikmaktadir (Kim ve ark. 2016, Si ve ark. 2018).
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Ticari olarak kullanmilan proteazlarin ¢ogunun Bacillus cinsi
mikroorganizmalar tarafindan tretilen notr veya alkali kosullarda aktivitesini
stirdiirebilen enzimlerdir (Gupta ve ark. 2002, Hakim ve ark. 2018).

Bakteriyel nétral proteazlar pH 5.0-8.0 degerleri araliginda aktiviteye
sahiptir ve nispeten termotoleransi diisiiktiir (Razzaq ve ark. 2019).

Orta seviyede bir reaksiyon hizina sahip olmasi sebebi ile gidalarda
hayvansal kaynakli proteazlara goére daha fazla kullanilmaktadirlar. Ciinkii
bakteriyel proteazlar tarafindan hidrolizi gergeklestirilmis olan gidalarda hayvansal
kaynakli enzimlere gore daha az acimtirak tad olusturmasi sebebi ile gida
endiistrisinde ¢ok ragbet gormektedir (Rao ve ark. 1998).

Bakteriyel alkalen proteazlar ise pH 9.0-11.0 degerleri araliginda aktiviteye
sahip iken, optimal pH degerleri genellikle 10.0 civarindadir. Genis ¢apta substrat
spesifikligine sahip olmalari ile karakterize edilmektedirler (Razzaq ve ark. 2019,
Sharma ve ark. 2019).

Endiistriyel enzimlerin ¢ok bilyilk bir kisminin orijini Bacillus cinsi
bakterilerdir. Bu durumun en 6nemli sebebi, digerlerine nazaran tiretim kapasitesi
(Baz1 Bacillus sp. iyeleri besiortamina en az 20 g/L ekstraselliiler protein
salgilamaktadir.) ve aktivitelerinin yiiksek olmasidir (Razzaq ve ark. 2019).

Bacillus subtilis suslariin ise hizli sekilde ¢ogalmalari, GRAS statiisiinde
olmalari, tirettikleri proteazlarin veriminin yiiksek olmasi ve 6l¢eklenebilir olmasi
yani kullanim kapasitesindeki artigin performansini etkilememesi 6zelligine sahip
olmasi gibi avantajlarindan dolay1 proteaz iiretiminde diger Bacillus {iyelerine gore
daha fazla kullanilmaktadirlar (Anonim 1999).

Fungal proteazlar; Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola,
Thermoascus, Thermomyces cinslerinin iiyelerinin de iginde bulundugu ¢ok sayida
fungus tarafindan sentezlenmektedir (Souza ve ark. 2015).

Aspergillus cinsinin endiistriyel 6lgekte enzim iiretiminde tercih edilmesinin
sebebi, ucuz tarimsal atiklar1 kullanarak, biiyiik Olcekte ekstraseliiler enzim

iiretebilmesidir. Funguslar bakterilerden daha ¢ok enzim gesitliligine sahiptir.
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Ornegin, A. oryza asidik, nétral ve alkalen proteaz sentezleyebilmektedir. Yani bazi
funguslar ¢cok genis pH (3.0-12.0) aralifinda proteaz sentezleyebilmekte; genis
aralikta substrat spesifikligi gostermektedirler. Ancak termotoleranslar1 ve
aktiviteleri bakteriler kadar yiiksek degildir (Vishwanatha ve ark. 2009, Yadav ve
ark. 2019).

Fungal asidik proteazlarin aktivitelerini pH 3.8-5.6 aralifinda korudugu ve
optimal pH degeri 4.0-4.5 oldugu bilinmektedir. Aspergillus, Penicillium, Humicola,
Phanerochaete, Endothia, Rhizopus, Thermoascus cinsi iiyeleri kullanilarak asidik
proteazin iretildigi rapor edilmistir (Souza ve ark. 2015, Razzaq ve ark. 2019).

Fungal noétral proteazlarin aktivitelerini pH 6.0-8.0 araliginda korudugu;
optimal pH’larmin 7.0 oldugu; genellikle metallo proteaz oldugu bildirilmistir.
Aspergillus sp. ve Penicillium sp. kullanilarak notral proteaz iiretildigi bildirilmistir
(Wang ve ark. 2007).

Fungal alkalen proteazlarin aktivitelerini pH 8.0-13.0 araliginda
korumaktadir. Bagta Aspergillus ve Penicillium olmak iizere Beauveria, Botrytis,
Conidiobolus, Engyodontium, Metarhizium, Myceliophthora cinsi iiyeleri
kullanilarak alkalen proteazin iretildigi rapor edilmistir (Sandhya ve ark. 2005,
Vranova ve ark. 2013).

Viral proteazlar; viriislerin genetik materyali (DNA veya RNA) tarafindan
kodlanan intraseliiler enzimlerdir (Steinkuhler 2008). Viriisler, konak hiicrenin
ribozomunu kullanarak protein sentezledikleri i¢in, biitiin enzimleri gibi proteazlari
da intraseliilerdir. Baz1 viriislerde serin, aspartik, sistein peptidazlarin bulundugu
belirlenmistir. Viral proteazlarin hicbiri metallopeptidaz degildir (Babe ve Craik
1997).

1.5. Proteazlarin Kullanim Alanlar
Endistriyel gelisimin yarattig1 tek kotii unsur atiklarin ¢ogalmasidir. Bu
durum yesil kimya ve ekolojik tasarim gibi yaklagimlara ilgiyi arttirmustir (Vaccaro

2016). Yesil kimya, kimyasal iiriin ve islemlerde giivenilirlik ve yenilenebilirligin
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artmasini; solvent ve enerji kullanimini, atik ve yan {irlin miktarinin azalmasim
saglayan ilkelerin benimsenmesidir.

Ekolojik tasarim (Eco-Design), ¢evreye duyarli malzemelerin iiretilip
kullanilmasin1 savunan bir yaklasimdir; endiistriyel faaliyet kaynakli kirliligi
azaltmak icin ¢evre dostu yontemleri desteklemektedir. Enzimler de giivenilir ve
stirdiiriilebilir olduklari i¢in yesil kimyasallardandir (Selamet 2012, Sheldon ve
Woodley 2018).

Endiistriyel enzim {iretimi daha ¢ok Danimarka (Novo Nordisk), ABD
(DuPont Industrial Biosciences, Enzyme Development), Japonya (Nagase
Biochemicals, Amano Enzyme, Godo Shusei), Almanya (Henkel, Solvay, AB
Enzymes), Cin (Wuxi Syder BioProducts), Hindistan (Advanced BioChemicals)
iilke ve sirketleri tarafindan gergeklestirilmektedir (Kalia ve Saini 2017). Kiiresel
enzim pazarmin degerinin 2018’de 7,1 milyar ABD dolar oldugu ve bu degerin
yillik % 5,5’lik biiylime hiz1 ile 2026°da 11,03 milyar ABD dolarina ulasacagi
tahmin edilmektedir.

Kullanim1 en fazla olan enzimler proteaz, lipaz, karbohidraz, polimeraz,
niikleazdir. Kiiresel enzim pazarinda en 25 biiyiik pay sahibi, mikrobiyal
enzimlerdir.

Mikrobiyal enzimlerin 2018’de pazarin % 37°lik kismin1 olusturdugu ve bu
oranin % 5,8’1lik biiylime hiz1 ile 2026’da % 38’e ulasacagi tahmin edilmektedir.
Hidrolazlarin, 2018’de kiiresel enzim pazarinin % 24’{inii olusturdugu ve bu oranin
yillik % 6’lik biiyiime hiz1 ile 2026’da %26’ya ulasacagi tahmin edilmektedir
(Anonim 2019a). Hidrolazlarin endiistriyel enzimlerin yaklasik olarak % 75- 80’ini
olusturdugu buna ek olarak hidrolazlarin arasinda ise endiistriyel agidan en fazla
ragbet goren grubun ise proteazlar ardindan karbohidrazlar oldugu rapor edilmistir
(Anonim 2018).

Proteazlarin ise endiistriyel enzimlerin yaklasik olarak % 60-65’ini

olusturdugu ve yillik % 6,4’liik biiytime hiz1 ile 2022’de degerinin 3,29 milyar ABD
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dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir (Anonim 2019a). Proteazlar gida, igecek,

deri, tekstil, yem, deterjan, ilag gibi birgok endiistriyel alanda kullanilmaktadir.

1.5.1. Gida Endiistrisi

Gida endiistrisinde proteazlar daha ¢ok olgunlastirma ve aroma saglayici
olarak kullanilmaktadir. Siit ve siit iirlinleri endiistrisinde proteazlar, piht1 olusumu,
verimin arttiritlmasi, olgunlagsmanin hizlanmasi, raf omriiniin uzatilmasi; aroma,
lezzet ve renk gibi Ozelliklerin gelistirilmesini saglamaktadir. Rennet, kimozin
(rennin) ve pepsin denilen iki enzimin kombinasyonundan olusmus bir enzim
karisimidir; peynir iiretiminde siitteki kazeini pihtilagtirmaktadir. Kiiresel olarak
iiretilen peynirin yaklasik % 33’tinde mikrobiyal rennet kullanilmaktadir (Qureshi
ve ark. 2015).

Buzagi renneti % 95 kimozin ve % 5 pepsinden olusurken, ticari rennet %
70 kimozin ve % 30 pepsinden olugsmaktadir. Peynir liretiminde baskin olarak bir
asidik proteaz olan kimozin kullanilmasinin nedeni kimozin haricindeki asidik
proteazlarin genellikle peyniri acilastirmasidir. Kimozindeki artis peynirin geg
olgunlagmasini, lezzetli olmasini saglarken; pepsindeki artis acilasmaya neden
olmaktadir (Akin 2003, Cakmakg1 ve ark. 2017).

Siit kazeinini pihtilagtirict enzimler, gevis getiren gen¢ hayvanlarin
midelerinin sirdeni; incir (Ficus carica), teleme otu (Euphorbia maculata), altin ¢ilek
(Physalis peruviana) gibi bitkiler; sirdenki hiicrelerin ilgili rennin enzimi genlerinin
fungus (A. niger) veya bakteride (E. coli) klonlanmasiyla iiretilen rekombinant
organizmalar; fungal kaynaklar (A. oryzae, C. parasitica, R. miehei ve R. pusillus)
kullanilarak elde edilmektedir. Pihtilagtirici enzim olarak Bacillus suslarinin
kullanilmamasinin en dnemli sebebi bakteriyel pihtilastirici enzimlerin ¢ok yiiksek
aktiviteye sahip olmas1 sebebi ile olgunlagsmanin asir1 hizli olmasidir. Bu sebeple
mikrobiyal kaynak kullanilacak ise asidik fungal proteazlar kullanilmaktadir (Say ve
Giizeler 2016, Cakmakgei ve ark. 2017).
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Proteinlerin kismi olarak hidrolizinden olusan ve kompleksten basite proteoz
> pepton > peptid seklinde siralanan molekiiller olugsmakta ve bunlar peynir
kalitesini etkilemektedir. Proteozlar, amonyum siilfat tuzlar1 ¢okelirken; peptonlar
¢okelmemektedir.

Proteoz ve peptonlarin yapisinda aminoasit, yag, tuz, metal ve vitamin gibi
yan gruplar bulunabilirken; peptidler yalnizca aminoasitlerden olugmaktadir
(Chittenden ve Hartwell 1891). Proteoz, pepton, peptid, aminoasitler siit iiriinlerin
olgunlagmasini (karakteristik aroma ve lezzet ve doku 6zelliklerini kazanmasini)
saglamaktadir (Akin 2003).

Ozcan ve Kurdal (2012), Bursa’nin ydresel Mihali¢ peynirinin iiretiminde;
Fernandez-Garcia ve arkadaslari (1994), Manchego ve Cedar peynirlerinin
iretiminde B. subtilis proteazi ve M. miehei lipaz1 kullaniminin olgunlasmayi
kisalttigini, lezzet, aroma ve dokuyu iyilestirdigini bildirilmistir. Bu enzimler
kombine kullanilmadiginda proteaz ve lipazin birbirini baskilamadigindan ya
acilagma ya da yagl tad olustugu saptanmuistir.

Firincilikta proteazlar, yiliksek gluten igeren hamurlarin yumusatilarak
yogurma ve isleme kolaylastirmak; bazi unlu mamiillerin (kraker, biskiivi, gofret,
kurabiye ve pizza) iiretiminde kabarmayi engellenmek i¢in kullanilmaktadir.
Bugday ununun yapisinda bulunan gluten proteini su ile karistiginda elastik bir yapi
olusturmaktadir. Bu elastik yapida hava kabarciklar1 hapsoldugunda hamur
kabarmaktadir. Kabarmasi istenmeyen mamiillerde proteazlar kullanilarak glutenin
yapisinin parcalanmasi saglanmaktadir. Proteazlar ekmek yapiminda da 6nemlidir.
Ciinkii glutenin parcalanmast hamurun yumusamasmi sagladigindan yogurmay1
kolaylastirmaktadir. Ayrica glutenin pargalanmasiyla agiga cikan aminoasitlerin
maya tarafindan kullanilmas1 ekmegin lezzet ve kabuk rengini arzulanan diizeye
getirmektedir (Kara ve ark. 2005, Buehler 2006).

Et ve et frlinlerinin tenderizasyonu (yumusatilmasi) amaciyla bitkisel
(papain, bromelain, aktinidin, fisin) ve mikrobiyal (A. oryzae, ve B. subtilis)

proteazlar kullanilmaktadir. Fakat bakteriyel proteazlar elastin ve kollajeni ¢ok iyi
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pargalarken; miyofibrileri pek parcalayamaktadir. Kisacasi bakteriyel proteazlarin
aktivite sergileyebilmesi i¢in Oncelikle bitkisel proteazlarin miyofibrilleri
parcalamas1 gereklidir. Bu sebeple tenderizasyonda daha ¢ok bitkisel proteazlar

kullanilmaktadir (Arshad ve ark. 2016).

1.5.2. icecek Endiistrisi

Icecek endiistrisinde proteazlar, alkollii (bira ve sarap) ve alkolsiiz ( sebze
ve meyve suyu) iceceklerin iiretiminde kullanilmaktadir.

Proteazlar, sebze ve meyve suyu iiretiminde protein kaynakli bulanikligin
giderilmesi ve berrakligin devamlilifinin saglanmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu
sayede berrak sebze ve meyve suyu iiretiminin en onemli agsamasi olan durultma
isleminin verimi artmakta, viskozitenin diismesine bagli olarak meyve suyunun
par¢alama, presleme ve filtrasyonu kolaylasmakta ve kullanilan enzimler
ekstraksiyonu arttirdig1 ig¢in verim artmaktadir.Kisacasi proteaz kullanimi iiriiniin
kalitesini iyilestirirken, tiretimi kolaylastirmaktadir (Ugan ve Akyildiz 2012).

Proteazlar, bira endiistrisinde maltlasmanin hizli olmasini, fermentasyonun
stiresinin kisalmasini saglayarak fermentasyonun gelismesini, biranin berrakliginin
artmasini ve en 6nemlisi biranin sogutulmasi ve soguk olarak depolanmasi sirasinda
berrakligim korumasini sagladigi i¢in maltlama, ezme ve depolama islemlerinde
kullanilmaktadirlar. Bira liretiminin ilk agamasi olan bugday ve arpa tanelerinin malt
denilen hale doniistiiriilmesinde ve maltin ezilmesinde proteazlar kullanilmaktadir.
Bira endiistrisinde, biralarin donup ¢oziildiikten sonra tadinda ve yapisinda meydana
gelen bozulmalarin engellenmesi igin kisacast soguga kars1 dayanikliliginin
arttirllmasi i¢in proteazlar kullanilmaktadir (Van Donkelaar ve ark. 2016, Gomaa
2018).

Sarap iretiminde fermantasyonu gerceklestiren mikroorganizmalardan
kaynaklanan ¢ok sayida enzimin rol oynamasinin yaninda ticari enzim preparatlar

da kullamlmaktadir. Sarap lretiminde proteazlar, protein kaynakli bulanikligin
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giderilmesinde yani berraklastirma isleminde kullanilmaktadir (D6nmez 1986, Hohn

ve ark. 2005).

1.5.3. Antialerjik Uriinler, Yapay Tatlandiricilar ve Enzim Takviyeleri

Spesifik bir proteini igeren iiriine (gluten, soya, yer fistig1, yumurta, siit vb.)
alerjisi olan yetiskinler ve inek siitiine alerjisi olan bebekler icin antialerjik besinler
iiretilmektedir.

Yeni dogan bebeklerin % 2-3’linde parcalanmamis proteinlere karst asiri
duyarlilik vardir ve bu durum yaklasik olarak 1 yasina kadar siirmektedir. Bu
alerjinin sebebi inek ve koyun siitiinde yiiksek oranda bulunan B-laktoglobulin
proteinidir. Bu proteinin tripsin ve kimotripsin ile parcalanmasi alerjiyi ortadan
kaldirmaktadir (Kondo ve ark. 2007). Kisacasi bu bebeklerin beslenmesinde
kullanilan antialerjik mamalarin {iretiminde proteazlar kullanilmaktadir (Mahmoud
ve Cordle 2000).

Spesifik bir protein tiirline olan alerjilerin en bilinen iki drnegi soya alerjisi,
¢Olyak hastalarinda goriilen gluten alerjisidir (Qureshi ve ark. 2015). Yapay
tatlandirict olarak yaygin olarak kullanilan dipeptid tlirevi aspartamin iiretiminde
proteazlar kullanilmaktadir. Aspartam sentezi B. thermoproteolyticus tarafindan
sentezlenen termolisin’in katalizorliigiinde ger¢eklesmektedir (Murakami ve ark.
1996). Cesitli firmalarin tirettigi proteaz igceren enzim takviyeleri de bulunmaktadir.

Ozellikle veganlarmn tercih ettigi, bromelain ve papain igeren bu enzim
takviyelerinin proteinlerinin sindirilebilirligini arttirdigi ve bu yolla kas, eklem ve

immiin sistemi destekledigi bildirilmistir (Mahmoud ve Cordle 2000).

1.5.4. Biyoaktif Peptid Uretimi

Proteinlerin, proteazlarla belirli bir asamaya kadar hidrolizi sonucunda
olusan peptidlere hidrolizat denilmekte ve bu hidrolizatlar bazen saglik agisindan
onemli biyolojik fonksiyonlara sahip olmakta ve biyoaktif peptid olarak

adlandirilmaktadir (Bhat ve ark. 2015).
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Biyoaktif peptitler, insan ve hayvan saglik ve viicut fonksiyonlar1 iizerinde
geleneksel olarak tanimlanmis olan beslenme fonksiyonlarmin 6tesinde olumlu
etkiler yapan proteinlerin spesifik parcalanma iiriinleridir.

Biyoaktif peptidlerin antioksidan, antimikrobiyal, antihipertansif, opioid
(narkotik analjezik, 6rn. morfin), antitrombotik, hepatoprotektif, immiinomodiilator,
yorgunluk giderici, osteoprotektif, antikaryojenik ve biiyiimeyi tesvik edici gibi
ozelliklere sahip olabildigi bilinmektedir.

Antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip biyoaktif peptidler saglik
disinda gida katki maddesi olarak da kullanilmaktadir. Buna ek olarak bazen tek bir
biyoaktif peptid bu 6zelliklerden bir kagina ayni1 anda sahip olabilir (Mares-Mares
ve ark. 2017, Tavano ve ark. 2018). Biyoaktif peptidler bu 6zelliklerini aminoasit
kompozisyonu ve sekansina bor¢ludur. Biyoaktif peptid iiretiminde bazen
fermantasyon bazen enzimler (6rn. termolisin, alkalaz) kullanilmaktadir.

Insan saglig1 agisindan yararli olabilecek biyopeptidlerin {iretiminde
farklilik yaratmasi i¢in insan tarafindan sentezlenmeyen termolisin ve alkalaz gibi
farkli proteazlar kullanilmaktadir. Biyoaktif peptid liretiminde kullanilan enzim ve
ilgili enzimin spesifikligi kadar kullanilan substratin se¢cimi de 6nemlidir (Vij ve ark.
2016). Bu peptitlerin iiretiminde substrat olarak siit (kazein ve peynir alt1 suyu),
yumurta (albiimin), soya, proteinli atiklar (balik ve et endiistrisi atiklari)
kullanilabilmektedir. Ornegin, proteinli kat1 hayvan atiklarindan, yiiksek tansiyon ve
kan sekerinin dengelenmesinde kullanilan ilag Onciilii peptidler {retilmistir
(Brandelli ve ark. 2015).

Kazeinden, antioksidan oOzellikte, hipertansiyon ve kalp yetmezligi
tedavisinde kullanilan ilag fonksiyonuna sahip peptid iiretilmistir (Vij ve ark. 2016).

Denizat1 proteinlerinden papain katalizorligiinde yorgunluk giderici etkiye
sahip peptidler tiiretilmistir (Guo ve ark. 2017). Somon balig1 atiklarindan
Corolase® PP Kkatalizorliiglinde diyabet, hipertansiyon ve kalp yetmezligi
tedavisinde kullanilan ilaglarin fonksiyonuna sahip olan hidrolizatlar iiretilmistir

(Neves ve ark. 2017).
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Alamdari ve Ehsani (2017) ise siit proteinden trettikleri hidrolizatlarin
antimikrobiyal 6zellikte oldugunu bildirmistir.

Biyoaktif peptitlerin, hiicrelerin canliligi, proliferasyonu, farklilasmasi ve
apoptozunun gerceklesmesinde rol oynadigini ve ayrica kanser hiicrelerini inhibe
edebildigini kanitlamistir (Stiuso ve ark. 2013, Yu ve ark. 2014).

Protein hidrolizatlar1 kanser hastalarinin ve AIDS'li bireylerin beslenmesi
icin tasarlanmig diyet iiriinlerinde kullanilmaktadir (Mahmoud ve Cordle 2000).
Opioid peptitler ise opioid kimyasallar (narkotik analjezik, 6rn. morfin) gibi
davranmaktadir. Siitten tiiretilen opioid peptid tirozin-glisin-glisin-fenilalanin
birlesiminden olugmaktadir (Silva ve Malcata 2005).

Crohn hastalig1, kisa bagirsak sendromu, pankreatit hastalar1 proteinleri
Oziimseyemediginden aminoasit eksikligi ¢ekmektedir. Bu hastalar diyetlerinde
protein hidrolizatlar1 kullanmaktadir. Protein hidrolizatlarini kilo kontrolii sagladig:
i¢in sporcular da kullanmaktadir. Hatta 16sin igerigi yiiksek olanlarin kas ve bag
dokusu hasarlarinin iyilesmesine yardimci oldugu bildirilmistir (Bougatef ve ark.
2012).

Gida endiistrisinde kullanilan biyoaktif peptidler genellikle et endiistrisi
atiklarindan tiretilmektedir. Bu atiklar yagsiz etin % 25’1 kadar protein igermektedir.
Atiklarin degerlendirilmemesi gevre kirliligine sebep olmasinin yaninda israftir. Bu
atiklarin proteazlarla hidrolizinden olusan hidrolizatlar gidalarda, antioksidan,
aroma gelistirici, koyulastirici ve besin degeri arttiric1 gibi katki maddeleri olarak
kullanilmaktadir.

Antioksidan peptidler, gidalarda zamanla meydana gelebilecek aci tad, renk
degisimi, aroma ve lezzette bozulma, gidanin toksiklesmesi gibi durumlari
engellemektedir. Jelatin hidrolizatlar1 ise et, peynir, konserve, puding, jole,
dondurma gibi gidalarda koyulastirici katki maddesi olarak kullanilmaktadir
(Aylangan ve Oztan 2008).
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1.5.5. Hayvan Yem ve Mamalarimn Uretimi

Yem endiistrisinde enzim kullanimi 1980’li yillarda baslamis olup, yemdeki
besinlerin sindirilebilirligini arttirdig1 ve dolayisiyla hayvanin yemden daha yiiksek
oranda yararlanimini saglamasi acisindan 6nemlidir.

Yemlerde kullanilan enzimlerinin degerinin 2016 yilinda 842,9 milyon ABD
dolar1 oldugu ve yillik % 9,3’liik biiylime hiz1 ile 2022 yilinda 1 428,6 milyon ABD
dolarina ulagacag1 ongoriilmektedir (Anonim 2019f).

Proteazlar, ruminant, domuz ve kanathilarin yemdeki proteinden
yararlanimini arttirmakta dolayisiyla gelisim ve dogurganligi desteklemekte; siit ve
et verimini arttirmaktadir. Ciinkii yemdeki aminoasitleri hayvanin yararlanabilecegi
sekilde aciga ¢ikarmaktadirlar (Rodney ve ark. 2016).

Buna ek olarak proteazlar, yemde diisiik kalitede protein kullanimina olanak
saglamakta, yemlere katilan protein olmayan azot takviyesinin miktarini azaltmakta,
bu durum hem yem maliyeti hem de ¢evreye atilan azot miktarini diistirmektedir (Li
ve ark. 2012).

Proteazlar, dolayli olarak nisasta sindirimini de hizlandirarak, yem
iireticilerine zamandan tasarruf saglamaktadir. Bunun sebebi proteazlarin gida
matrisini par¢alamasi sonucu yemdeki diger enzimlerin substratina ulasabilirlik
siiresini yaklasik % 70 kisaltmasidir (Windle ve ark. 2014). Biiylikbas,
kiigiikbasg, kanatli ve balik iglenmesi sirasinda meydana gelen boynuz, tirnak,
kanatli derisi, toynak, kemik, tiiy, kilgik, pul, bazi organ ve doku parcalar1 gibi
protein yapidaki kati atiklar basta proteazlar olmak lizere cesitli enzimlerin
katalizorliiglinde ile kullanilabilir yem, mama ve giibreye doniisttirilmektedir.

Bu amagla daha ¢ok keratinazlar kullanilmaktadir.

Proteazlar, ham tiy gibi yliksek keratin iceriginden dolay1 yaklasik % 5
oraninda olan sindirilebilirlige sahip ucuz protein kaynaklarinin da monogastrik
(domugz, balik, kanatli, kedi, kopek) ve ruminant yem ve mamalarinda kullanilmasina
olanak saglamaktadir (Csapo ve Albert 2018). Ozellikle kedi ve kdpek mamalarinda

ucuz maliyetli aminoasit kaynag1 olmasi agisindan tiiyler fazlaca kullanilmaktadir.
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Proteaz kullamilmadan keratinin yapisinin parcalanmasi ancak yiiksek
sicaklik (145°C) ve yiiksek basing (0,5 MPa) altinda gerceklesmektedir. Fakat bu
sartlar bazi aminoasitlerin yapisinda bozulmaya neden olmaktadir. Dolayisiyla
tiiyler icin fiziksel yontemler yerine proteazlarin kullanimi daha uygundur (Pacheco

ve ark. 2016).

1.5.6. Deterjan ve Kuru Temizleme Endiistrisi

Proteazlar, protein kaynakli kir ve lekelerin ¢ikarilmasi amaci ile deterjan
endiistrisinde kullanilmaktadir. Bu lekelere 6rnek olarak siit, yogurt, bebek mamasi,
cikolata, yumurta, ¢imen, kan, idrar, kusmuk, digki ve ter verilebilir.

Ter, bol miktarda antimikrobiyal peptidleri icerdiginden proteinli kirler
arasindadir.

Cimen lekeleri ise ¢imenlerdeki protein-pigment kompleksleri sebebiyle
olugmaktadir.  Ciinkii  protein-pigment  kompleksleri kumas fiberlerine
baglanmaktadir. Cimen lekelerinin temizligi bu komplekslerin proteazlarla
pargalanmasi ile saglanmaktadir (Schittek ve ark. 2001).

Proteazlarin ¢amasir deterjanlarinda kullanilmasi fikri ilk olarak 1913'te
Otto R6hm tarafindan dnerilmistir (R6hm 1913). R6hm, domuz pankreasindan izole
ettigi tripsini deterjana katmus, fakat deterjanin alkali oldugundan tripsin pek aktivite
ve stabilite gosterememistir.

1963 yilinda ise Novo® (Novozyme®), alkalaz adli alkali sartlara daha
uygun enzimi gelistirmis ve iki deterjan {ireticisi bu enzimi kullanmigtir. Biri BIO-
40 ve digeri Boitex ile ad1 altinda piyasaya siirmiistiir. Ureticiler bu deterjanlarin kan
lekelerini ¢ikardigi i¢in hastane ve mezbahanelerde kullanilabilecegini ifade
etmistir.

Kumastaki birgok leke yiiksek sicaklik ve kuvvetli mekanik hareket birlikte
kullanildiginda ¢ikarilabilmektedir. Fakat suyun isitilmasi maliyetlidir; yiiksek

sicaklik ve kuvvetli mekanik hareket bircok kumasta kaliteyi diisiirmektedir.
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Proteazlar ise bu iglemi disiik sicaklik ve kisa yikama siiresinde
gerceklestirebilmektedir (Aehle 2006). Deterjanlarda 6zellikle Bacillus cinsi
kullanilmaktadir. Ciinkii Bacillus kaynakli alkalen proteazlar deterjan, siirfaktan ve
oksitleyici bilesiklere karsi daha yiiksek stabiliteye sahiptir.

Bacillus kaynakli proteazlarin Alo®, Ariel®, OMO®, Rinso®, Tide®, Surf
Excel® deterjanlariyla uyumlu oldugu bildirilmistir (Sinha ve Khare 2013).

Bulasik makinas1 deterjanlarinda ise sicak suyla giderilemeyen, ¢okelmis
proteinli gidalarin giderilmesinde proteazlar kullanilmaktadir. Boylece fosfat
kullanim1 azalmakta ve diisiik sicaklikta yikama yapilarak enerji tasarrufu
saglanmaktadir (Contesini ve ark. 2018).

Arastirmalara gore deterjanlarda kullanilan kimyasal maddelerin biyolojik
olarak bozunabilirligi ¢ok diisiiktiir. Bu kimyasal maddeler, alerjik reaksiyon, tahris,
kisirlik gibi sorunlara yol agmaktadir. Buna ek olarak sulardaki fosforun yaklasik
olarak % 20-60’1nin deterjan kaynakli oldugu diistiniilmekte ve bu fosforun akarsu
ve gollerde yol agtig1 6trofikasyon gevre agisindan ¢ok yikicidir (Anonim 1994).

Proteazlar kuru temizleme endiistrisinde de kullanilmaktadir. Kuru
temizlemede kullanilan ¢6ziiciiler kumaslardan siit, yumurta, kan, ¢gimen gibi protein
iceren lekelerini kolayca ¢ikaramamaktadir.

Ozellikle bakteriyel proteazlar ise bu lekeleri kumasa zarar vermeden
cikarabilmektedir (Agasthya ve ark. 2013). Baz1 caligmalarda ise B. subtilis ve B.
licheniformis proteazlarinin kumastaki sa¢ boyasini ¢ikarmada etkili olugunu ve bu

amagla kullanilabilecegini bildirmistir (Prabakaran ve ark. 2015).

1.5.7. Tekstil Endiistrisi

Proteazlar, tekstil endiistrisinde kegelesmenin engellenmesi, tiriine parlaklik
ve beyazlik kazandirmak i¢in kullanilmaktadir. Kecelesme, sicak su, buhar, yikama
stirasinda kullanilan kimyasal maddeler veya yikama sirasinda meydana gelen sert
mekanik hareketlerden dolay1 yiin lifleri birbirine yaklagsmasi ve sonug olarak

kumasin ¢ekmesidir. Bu durumun engellenmesi icin tekstilde klor gazi, klorlu
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bilesikler, organik ¢oziiciiler, potasyum permanganat, hidrojen peroksit, sodyum
peroksit, perborat, regine gibi kimyasallar kullanilmaktadir.

Bunlarin yerine papain, pepsin ve tripsin gibi proteazlar kullanilarak kegelesme
engellenebilmektedir. Buna ek olarak bu sayede kumas ipeksi bir parlaklik
kazanmakta ve beyazlamaktadir (Anonim 2011). ipeklerde ise papain, pepsin ve
tripsin enzimleri kullanilarak ipeklerin hem beyazlamasi hem de parlak ve kaygan
olan goriiniimiine kavusmasi saglamaktadir (Gunay 2013). Ham ipek yapisinda
bulunan sericin proteini ipegi matlastirmaktadir. Sericin’in giderilmesi ipegin

kaygan ve parlak olmasini saglamaktadir (Freddi ve ark. 2003, Liu ve ark. 2013).

1.5.8. Kagit ve Kagit Hamuru Endiistrisi

Kagit ve kagit hamuru endistrisinde, makinalardaki kalin biyofilm
tabakalarinin temizliginde basta proteazlar olmak {iizere lipaz ve glikosidazlar
kullanilmaktadir.

Mikroorganizmalarin  birbirine, canli, cansiz maddelere tutunmasi,
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmis olan ekstraseliiler polimerik maddelerle
gerceklesmektedir. Mikroorganizmalar, ekstraseliiler polimerik maddeler ve canli,
cansiz maddelerin birlesiminden olusan bu yapiya biyofilm denilmektedir.

Ekstraseliiler polimerik maddeler daha c¢ok proteinlerden olustugundan
biyofilm gideriminde en fazla proteazlar kullanilmaktadir (Nahar ve ark. 2018).

Kagit iiretiminde ortaya c¢ikan ¢amurun aritimi ve igerigindeki degerli
organik bilesenlerin geri kazanilmasi i¢in proteaz, lipaz ve amilaz enzimleri

kullanilmaktadir (Karn ve Kumar 2019).

1.5.9. Farmasotik Teknoloji

Proteazlar, ilag olarak ¢ok biiyiik umut vadeden bir enzim grubudur. Proteaz
enzimlerinin kullanildig ilaglar bulunmaktadir.

1965 yilindan beri kullanilan Clostridial kollajenaz merhem, USFDA

onayma sahip proteaz igerikli ilk ilagtir. Clostridium histolyticum tiiriinden izole
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edilmis bir proteolitik enzim olan kollajenaz, ciddi yanik, yara ve kronik dermal
iilserlerin tedavisinde antibiyotiklerle birlikte kullanilmaktadir. Nekrotik dokudaki
kollajeni parcalayarak saglikli dokuya zarar vermeden kotii dokuyu segici olarak
cikarmakta ve dokunun iyilesmesini kolaylastirmaktadir. Bu merhemin diger
avantajlar1 kullaniminin kolayligi, kan kaybint minimuma indirgemesi, dokunun
proliferasyonunu arttirmasidir (Gilligan ve ark. 2017).

Olii ve keratinize hiicrelerden olusan nasirlarin tedavisinde de asitlerin
yerine proteazlar kullanilmaktadir (Gupta ve ark. 2013, Singh ve ark. 2016).

Proteazlarin en 6nemli diger kullanimi ise fibrinolitik enzimler vasitasiyla
pihtilarin giderilmesidir (Okafor 2007).

1.5.10. Kisisel Bakim ve Kozmetik

Bu alanda papain, bromelain, subtilisin iceren {iriinler iiretilmektedir. Bu
iriinler ciltte soyma (peeling) ve temizleme etkisi yapmaktadir. Bu soyma igsleminde
6lii ve hasarli olan cilt bolgelerinin soyulmasi, boylece cildin piiriizsiiz bir goriiniime
kavugmasi saglanmaktadir (Li ve ark. 2012).

Kozmetik i¢in kullanilan proteaz enzimlerinin eldesinde kullanilan
kaynaklar B. subtilis, A. niger ve A. flavus’tur. Giiniimiizde kirigiklar i¢in uygulanan
Botox® tedavisinde de proteaz enzimi kullanilmaktadir.

Dis macunu ve agiz bakim sularinda yaygin olarak kullanilan proteaz ise
papain olup, dislerdeki plak ve birikintilerin giderilmesinde kullanilmaktadir (Singh
ve ark. 2016).

Proteazlar ayrica kontakt lens temizleyicilerinde kullanilmakta, lens
iizerinde olusan protein filmlerinin nazikce temizlenmesini saglamaktadir (Alfa ve

Jackson 2001).

1.5.11. Atik Yonetimi
Endiistriyel ve evsel atiklarin yonetiminde de enzimler (proteaz, lipaz,
karbohidraz, oksiderediiktaz) kullanilabilmektedir. Bu atiklar canlilar ve ekosistem

icin tehlikeli ve toksik olan bir¢ok kimyasal madde igermektedir.
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Ozellikle toksik kirleticilerin (&rn. fenol, aromatik amin, nitril vb. iceren)
parcalanarak zararsiz liriinlere doniigsmesi yani detoksifikasyonu i¢in kullanilan ve
genellikle mikrobiyal kaynakli olan bu enzimler uygulamada bazen tek bazen de

kombine olarak kullanilmaktadir (Singh ve ark. 2016).

1.5.12. Deri endiistrisi

Enzimler, deri endiistrisinde killarin, epidermis tabakasinin, yapisal olmayan
artik bilesenlerin, yagli bilesenlerin giderilmesini; atik miktarinda azalmay1
saglamaktadir. Deri islemede kimyasal maddelerin yerine enzim kullanimina imkan
vermeyen tek islem tabaklamadir.

Tabaklama Oncesi islemlerde proteaz enziminin kullanimi 6ne ¢ikmaktadir.
Ciinkii dericilikte enzim kullaniminin temelini sama prosesi olusturmakta; 1slatma
ve kil giderimi gibi iki 6nemli proseste de proteazlar kullanilmaktadir.

Islatmada noétral proteazlar, kil gideriminde alkalen proteazlar, samada ise
asidik proteazlar kullanilmaktadir (Kallel ve ark. 2017). Proteazlar, kil ve diger
istenmeyen proteinlerin (kazein, elastin alblimin, globiilin) hidrolizini; protein
yapisindaki  kirlerin = yapismin parcalanip giderilmesini; derideki killarin
giderilmesini; deri liflerinin agilmasini; derinin daha iyi su ¢ekerek sigmesini ve
yumugamasini (esnemesini); deri endiistrisi kaynakli hayvan atiklarinin bertarafinin
saglanmasinda kullanilmaktadir (Sanghi ve Singh 2012).

Lipazlar ise deriye gomiilii haldeki yaglar1 gidererek derinin su
gecirmezligini arttirmaktadir (Puvanakrishnan ve ark. 2015).

Pankreas preparatlardaki karbohidrat sindirimini saglayan amilaz gibi
enzimlerin deriye etkisinin olmadigi diisiiniilmiistiir; sonralar1 bu enzimlerin derinin
yumusak ve esnek olmasini sagladigl; kil giderimini destekledigi belirlenmistir
(Hammami ve ark. 2017).

Dericilikte en fazla tripsin, kimotripsin, elastaz, papain, katepsin, pepsin,

kollejenazlar kullanilmaktadir. Deri islemede ilk onceleri pankreatik tripsin
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kullanilmistir ancak sonralar1 yerini bakteriyel ve fungal proteazlar almistir
(Thorstensen 1993).

Giiniimiizde derinin islenmesinde kullanilan ve Bacillus sp. kaynakli olan
birgok ticari proteaz bulunmaktadir. Ornegin PrimaTan® (Bacillus sp.), NovoBate®
WB (Bacillus sp.), Proleather® FG-F (Bacillus subtilis, optimum pH: 10.0) samada
kullanilmaktadir. Kiregleme asamasinda yardimci olarak Nue® (Bacillus sp.,
optimum pH: 12.0-13.0) kullanilmaktadir. Sama ve kil gideriminde ise Thermoase®
(Bacillus stearothermophilus, optimum pH: 7.0-8.5) kullanilmaktadir (Schaechter
2009, Rampelotto 2016).

Kil gideriminde kullanilabilecegi kabul gérmiis ve en bilinen fungal proteaz
enzimi Aspergillus flavus kaynakli Clarizyme® adi ile patentlenmis alkalen
proteazdir. Hatta bu enziminin samada da kullanilabilecegi belirlenmis ve bu sayede
ayni1 anda kil giderimi ve samanin yapilabileceginin de miimkiin oldugu bildirilmistir

(Anonim 2015a).

1.6. Bacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Bir cins ismi olarak Bacillus ilk kez Ferdinand Cohn (1872) tarafindan
kullanilmigtir. Christian Gottfried Ehrenberg (1835) tarafindan Vibrio subtilis olarak
isimlendirilmis bakterinin ismi 1872 yilindan itibaren Bacillus subtilis olarak
degismistir. 16S  ribozomal RNA dizilerinin karsilagtirilmasina  dayali
simiflandirmada Bacillus cinsi iiyeleri bakteri (eubakteria) domainine dahil
edilmisgtir.

Firmicutes subesinde bulundugu i¢in biitiin tiirleri Gr(+) olarak
boyanmaktadir. Cubuk (¢omak) seklinde olan bu cinsin {iyeleri bazen tek baglarina
bazen de ciftler ya da gruplar halinde gelismektedir (Mounier ve ark. 2017).

Genetik acidan bilinen Bacillus cinsi tiirlerinin guanin ve sitozin bazlarinin
%mol orani 32-69 arasimda degigsmektedir. Genomlarinin biiytikligii ise 3.35-5.5 Mb
araligindadir (Contesini ve ark. 2018).
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Bacillus cinsi tiirlerin hiicre boyutlar1 genellikle 3-5 pm x 1 pm
araligindadir. Bacillus cinsinin genelinde R tipi denilen kenarlar piirtiikld, ylizeyi
piiriizlii ve mat goriinimde olan koyu beyaz renkli koloniler goriilmektedir (Lu ve
ark. 2018). Cogu mezofildir yani gelisimleri i¢in genellikle 35-37°C sicakligi tercih
etmektedir. Gelisimleri i¢in genellikle en uygun pH degeri notral degerlerdir.

Aerobik veya fakiiltatif anaerobik solunum yapan tiirlere sahiptir (Claus ve
Berkeley 1986). Uyeleri katalaz (+) olan bu cinsin baz tiirleri (6rn. B. subtilis)
hareketli peritrik kamgisi sayesinde hareket edebilirken, bazi tiirleri (6rn. B.
anthracis) hareketsizdir (Guttenplan ve ark. 2013).

Toprak, deniz ve gol sedimenti, tuz bataklig1, termal su, kanalizasyon, diski
gibi neredeyse tiim ortamlarda bulunmaktadirlar. Serbest yasayan veya patojen olan
tiirleri igermektedir. Genellikle nemi, oksijeni ve organik madde igerigi iyi
topraklarin ilk 10-15 cm’lik kisimda bulunmaktadirlar.

Topragn sartlarina gore degismekle birlikte genellikle 1 g toprakta yaklagik
olarak 106 -109 tane bakteri bulunmaktadir (Y1lmaz 2003).

Bacillus cinsinin karakteristik 6zelliklerinden birisi olduk¢a dayanikli
yapiya sahip endosporlari lretmeleridir. Bu endosporlar elipsoit, oval, yuvarlak,
silindirik, bobrek veya muz seklinde olup, hiicre igerisinde sentral, subterminal veya
terminal olarak yerlesmektedir. Endospor yapisinin bazen vejetatif hiicreden genis
olabildigi de goriilmektedir (Silva ve ark. 2013). Bacillus cinsi, endospor yapisini
olusturmalar1 sayesinde genis bir ¢evreye yayilmaktadir. Genellikle prototrof (6rn.
B. subtilis) olduklar1 halde, oksotrof (B. polymyxa) tiirleri de vardir. Cogu saprofit
olarak beslenen bu mikroorganizmalarin yag ve protein gibi besinleri par¢alama
yetenegi ¢ok gelismistir.

B. anthracis, B. cereus, B. pumilus tiirleri hari¢ neredeyse tamami insan ve
hayvanlar i¢in zararsizdir (Borsa ve ark. 2016).

Cok sayida endiistriyel enzimi iiretmelerine ek olarak antibiyotik de
tiretmeleri Bacillus cinsinin dnemli olmasinm bir diger sebebidir. Ornegin, B.

licheniformis (basitrasin) ve B. subtilis (basitrasin, basilisin, subtilin), B. polymyxa
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(polimiksin) ve B. brevis (gramisidin, tirosidin) tarafindan iiretilen antibiyotikler ilag
olarak kullanilmaktadir (Yang ve Yousef 2018). Ayrica B. subtilis tarafindan
iretilen itilirin bitki patojeni funguslar ile miicadelede kullanilmaktadir (Kim ve ark.
2010).

B. cereus tarafindan iiretilen zwittermisin, bitkilerde hastalik olusturan bazi
bakterilere karst kullanilmaktadir (Shafi ve ark. 2017). Bazi1 Bacillus tiirleri
logaritmik artis fazinda polihidroksi alkanoat sentezlemektedir, bu biyolojik olarak
bozunabilir plastik iiretiminde kullanilmaktadir (Zaki 2018).

Bacillus cinsinin endiistride bazi alanlarda diger mikroorganizmalara gore
daha fazla kullanilmasinin en 6nemli nedeni giivenilir statiisiinde olmalaridir.
Ornegin, B. subtilis ve B. licheniformis suslarinin giivenilir (GRAS) statiisiinde
oldugunu USFDA tarafindan onaylamistir. Buna ek olarak Bacillus cinsi hizli
iiremeleri sebebi ile kisa fermantasyon dongiisiine sahip olmalari, ¢ok yiiksek
miktarda proteini hiicre disina salgilama kapasitesine sahip olmalari, bu sayede
zaman ve maliyetten tasarruf saglamalar1 onlarin daha fazla kullanilmasina yol

agmaktadir (Sewalt ve ark. 2016).

1.7. Bacillus Cinsi Proteazimin Genel Ozellikleri

Proteaz enzimlerinin yaklagik olarak % 70’1 Bacillus cinsi kullanilarak elde
edilmektedir (Johnevelsy ve Naik 2001). Bacillus cinsine ait ¢ogu bakteri, proteaz
enzimini logaritmik artis fazi sonrasinda yani duragan fazda sentezlemektedir
(Ahmetoglu ve ark. 2015).

Bacillus cinsi ekstraseliiler proteazlarin cogunun serin, sistein ve metallo
oldugu rapor edilmistir. Bu proteazlarin optimal sicaklik degerinin 37-60°C; optimal
pH degerinin ise genellikle pH 6.0-10.0 arasinda oldugu bildirilmistir. Baskin olarak
alkalen proteaz iireten bu cins nétral proteazlar da tiretmektedir (Contesini ve ark.
2018). Bacillus proteazlar 8-90 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Kato ve ark. 1992,
Devanadera ve ark. 2016). Fakat bunlarin ¢cogunlugu 50 kDa veya daha diisiik

molekiiler agirliga sahiptir (Vijayaraghavan ve ark. 2012). Bacillus sp. alkalen
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proteazlar1 genellikle 15-38 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Adinarayana ve ark.
2003, Ali ve ark. 2016).

Fakat bazi Bacillus sp. alkalen proteazinin 8 kDa oldugu saptanmistir
(Devanadera ve ark. 2016). 53 Bacillus subtilis proteazlar1 genellikle 18-35 kDa
molekiiler agirliga sahiptir. Fakat B. subtilis (natto) proteazinin molekiiler agirlig
90 kDa, B. subtilis USTCMS 1011 alkalen proteazinin molekiiler agirlig1 8 kDa’dur
(Kato ve ark. 1992, Devanadera ve ark. 2016). Bacillus subtilis metalloproteazlari
ise 20-30 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Park 2004).

Bacillus proteazlari gida, ilag, deterjan ve deri endiistrilerinde, atik aritima,
oligopeptit sentezi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Briki ve ark. 2016).

Bacillus cinsi tiyeleri endiistride en fazla talep goren proteazlar olan nétral
ve alkalen proteazlar1 iiretebilmektedir (Contesini ve ark. 2018). Urettikleri
proteazlarin aktivitesinin, sicaklik ve pH degerlerine olan tolerans ve stabilitesinin
yiiksek olmas1 da yine endiistriyel agidan tercih edilmelerini saglamaktadir (Briki ve
ark. 2016). Buna ek olarak baz tiirleri yiiksek kapasitede protein sekresyonu
yapabilmektedir. Ornegin besiyerine litrede 20 gramdan fazla protein sekresyonu
yaptig1 rapor edilmis Bacillus tiirleri bulunmaktadir (Harwood 2008).

Kisacasi aktivitesi yiiksek, pH ve sicaklik gibi gesitli fiziksel etkenlere karsi
toleransi ve stabilitesi yiiksek proteaz enzimi tiretmeleri Bacillus cinsinin proteaz
iireticisi olarak tercih edilmesine neden olmaktadir (Thangam ve Rajkumar 2000).
Bacillus subtilis ise hizli iiremesi, farkli 6zellikte bircok ekstraseliller proteaz
iiretmesi ve GRAS mikroorganizmalar grubunda olmasiyla proteaz {iretimi igin en
fazla tercih edilen kaynaklardandir. Ayrica iyi standardize olmus biyokimyasal
protokollerin varlig1 proteaz iiretiminde daha fazla kullanilmasina yol agmaktadir

(Farhadian ve ark. 2015).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Morita ve ark (1997), 10°C’ de gelisen Serratia marcescens AP3801 susunda
proteaz aktivitesi saptamislar. Iyon degistirme ve gel filtrasyon kromotogrofisi ile
besi yerinden saflastirmislardir. Molekiiler agirliginin 58kDa oldugunu ve
izoelektirk noktasinin 6.0 oldugunu saptamislardir. Enzimde 40°C ve pH 6.5- 8
arasinda maksimum aktivite gozlemislerdir. Aktivitede 1,10-phenanthroline ile
kuvvetle inhibe olmas1 bu enzimin bir metalloproteaz oldugunu diistindiirmiistir.

Morita ve ark (1998) Somon’un (Oncorhynchus keta) barsaklarindan
Flavobacterium balustinum P104 susunu izole edip besi yerinde proteaz aktivitesini
tespit ettiler. fyon degistirme ve gel filtrasyon kromotogrofisi ile besi yerinden
saflastirmiglardir. Molekiiker agirligi 70 kDa oldugunu ve izoelektrik noktasinin 3.5
oldugunu tespit etmiglerdir. pH 7-9 ve 40°C de azocasein dogrultusunda maksimum
aktivite gozlemiglerdir. Phenylsulfonyl fluoride ile kuvvetle inhibe olmasi bu
enzimin bir serine proteaz oldugunu diisiindiirmiistiir.

Zeng ve ark (2002), Pseudomonas DY -A susundan cold-active serine alkaline
protease enzimi saflastirdilar. Susun optimal gelisimi ve proteaz iiretim sicakligi
10°C’ dir. Sus sadece 20°C’ nin altinda proteaz salgiliyor. Enzimin 40°C ve pH
10.0’da oldukga aktif oldugu goriilmiis. Phenylmethyl sulfonylfluoride ve
diisopropyl fluorophosphate ile inhibe oldugu gosterilmis. EDTA, EGTA, 1,10-
phenanthroline ve 2,2-bipyridyl aktivitede8 azalma goriilmiis. Native PAGE ve
SDS-PAGE ile molekiiler agirlinin 25 kDa oldugunu tespit etmislerdir.

Wang ve ark (2005), Colwellia NJ341 susundan alkaline serine protease izole
ettiler. Enzimin SDS-PAGE ve MALDI-TOF analizi sonucunda molekiiler agirlig
60 kDa oldugu goriilmiistiir. Izole enzimin optimum aktivite sicakligi 35°C ve
optimum pH s1 5-12 araliginda bulunmustur. Phenylmethylsulfonyl fluoride ile
tamamen inhibe oldugu goriilmiistiir.

Wang ve ark (2007) Psikrofil bakteri olan Pseudoalteromonas NJ276

susundan ekstraseliiler cold-active proteaz saflastirdilar. Saflastirilan enzimin SDS-
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PAGE ile molekiiler agirliginin 28kDa oldugu gosterilmistir. Enzimin optimum
pH’nin 8 ve pH 7-9 arasinda stabil ve optimum sicakliginin 30°C oldugu
gosterilmistir. Enzim PMSF ile tamamen inhibe olmaktadir. Metal tuzlar ile kismen
inhibe olmaktadir 6zellikle (0-3M) NaCl konsantrasyonlarina yiiksek derecede

toleranshidir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak deniz suyundan bakteri izolasyonu ve
identifikasyonunda kullanilan kimyasal malzemeler, deniz suyundan izole edilen
Bacillus sp. suslari, enzim karakterizasyonunda gerekli ¢ozeltiler materyal olarak
kullanilmistir. Hassas terazi, su banyosu, etiiv, otoklav, yag banyosu, sogutmali
santrifiij, -20°C +4°C buzdolabi, TLC sistemi, UV Visible spektrofotometre, SDS
PAGE sistem diizenegi kullanilarak deneyler yiirtitiilmiistiir.

3.1.1. Bakteri izolasyonunda Kullamlan Besiyerleri
3.1.1.1. N: Agar
Deniz suyu oOrneklerinden bakterilerin izolasyonu, tek diisen suslarin

secilmesi,cogaltilmasi ve saklanmasi amaciyla kullanilmigtir( Anonymous, 1978).

Bilesimi g/L
Pepton 10

Et 6ziitii 10

Maya 5

Glikoz 1

Agar 15
Distile su 1000 mL

3.1.1.2. Proteaz Enzimi Uretim Besiyeri (Skimmilk Besiyeri)
Kat1 besiyerinde proteaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir (Singh
ve ark, 2001). Arastirmada kullanilan besiyeri Singh ve ark.’nin tanimladig1 besiyeri

modifiye edilerek elde edilmistir.
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Bilesimi g/L
Pepton 10

Et oziitii 3

NaCI 5
Skimmilk 11

Agar 15
Distile su 1000 mL

Skimmilk pH’ s1 5.0’a ayarlanarak ayr1 steril edilmis ve besiyerine sonradan

eklenmistir.

3.1.2. Kullanilan Cézeltiler ve Tamponlar
3.1.2.1. H2SO4 ve NaOH Caozeltisi

Besiyerlerinin ph’sini ayarlamak ve enzimin aktivite analizinde kullanilacak
tamponlarin pH’larim1 ayarlamak i¢in 0.2 N ve 2 N olarak farkli derisimlerde

hazirlanmiglardir.

3.1.2.2. Etanol
Sivi besiyerlerinde liretilen enzimlerin ¢oktiiriilmesi i¢in sogutulmus %

96’11k etanol kullanilmusgtir.

3.1.2.3. Sodyum Fosfat Tamponu ( 100 mM, pH 7.0)
Enzimin c¢oktiiriilme isleminden sonra enzimin ¢ozilerek sivi hale

getirilmesi i¢in kullanilmigtir.

3.1.2.4. Sitrat Tamponu
Enzimin pH 4.0-5.0 araliginda gosterdigi aktivitenin belirlenmesi i¢in

kullanilmistir. Sitrik Asit 0.2 M (19.21 g/L) ve Na:HPO4 0.2 M ( 53.65 g/L)
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¢ozeltilerden istenilen ph degerlerine gore tabloda belirtilen miktarlarda alinir ve son

hacim 100 mL’ye tamamlanir( Aygan, 2008).

pH 0.2M Sitrik Asit 0.2M Na,HPO, Distile Su
(19.21 g/L) (53.65 g/L)
mL mL mL
4 30.7 19.3 50
24.3 25.7 50

3.1.2.5. Sodyum Fosfat Tamponu

Enzimin pH 6.0-8.0 aralifinda gosterdigi aktivitenin belirlenmesi igin
kullanilmistir. NaH.PO.+ 0.2M (27.8 g/L) ve Na:HPOs

cozeltilerden istenilen ph degerlerine gore tabloda belirtilen miktarlarda alinir ve son

hacim 100 mL’ye tamamlanir( Aygan, 2008).

02M (53.65 g/L)

pH 0.2 M NaH,PO, 0.2 M Na,HPO, Distile Su
(27.8 g/L) (53.65 g/L)
mL mL mL
43.85 6.15 50
7 19.5 30.5 50
2.65 47.35 50

3.1.2.6. Glisin-NaOH Tamponu

Enzimin pH 9.0-10.0 araliginda gosterdigi aktivitenin belirlenmesi i¢in
kullanilmigtir. Glisin 0.2M (15.01 g/L) ve NaOH (8 g/L) ¢ozeltilerden istenilen pH
degerlerine gore tabloda belirtilen miktarlarda alinir ve son hacim 100 mL’ye

tamamlanir( Aygan, 2008).
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pH 0.2 M Glisin 0.2 M NaOH Distile Su
(15.01 g/L) (8 g/L)
mL mL mL
9 4.4 25 70.6
10 16 25 59

3.1.2.7. TCA ( Trikloro Asetik Asit)
Enzimin aktivitesini durdurmak i¢in kullanilmistir.10 g TCA 60 mL distile

su icerisinde ¢oziildiikten sonra son hacim 100 mL’ye tamamlanir( Chi ve ark., 2007)

3.1.2.8. Yikama Performansi icin Cozeltiler
Yikama performansinda deneyinde kullanilmak iizere 1 mL Fairy bulasik
deterjan1 ve 1 mL Vanish sivi leke ¢ikarici deterjan musluk suyu ile son hacmi 100

mL’ ye tamamlanir.

3.1.3. ince Tabaka Kromatografisi Soliisyonlari
3.1.3.1. Butanol-Asetik Asit-Distile Su Cozeltisi

Proteaz enziminin kazeini pargalamasindan sonra aciga cikan hidroliz
iirlinlerinin belirlenmesinde harekeketli faz olarak kullanilmistir. Butanol- asetik asit

asit-distile su (3:1:1) seklinde hazirlanmistir (Arabaci ve ark,2012).

3.1.3.2. Ninhidrin Cozeltisi (%0.25)

Ninhidrin 0.25 g.

Aseton ( 100 mI’ye tamamlanmustir)
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3.1.3.3. L-prolin (% 1) (w/v), L-Glisin (%1) (w/v), L-Sistein (%1) (w/v), L-
Histidin (%1) (w/v) ve L-Tirosin (%1) (w/v)
Ince tabaka kromotografisinde son iiriinlerin karsilastirilarak tanimlanmasi

amaci ile marker olarak kullanilmislardir.

3.2. Metod
3.2.1. Bakteri izolasyonu ve Teshisi
3.2.1.1. Bacillus sp. Suslarinin izolasyonu

Adana/Karatas bolgesi farkli lokasyonlardan alinan deniz suyu ornekleri
2mL Ol¢iim yapildiktan sonra pH’s1t 5-7 ‘ye ayarlanmis 20 mL Ni: besiyerine
stispanse edilip 30°C’ de 24 saat inkiibe edildikten sonra 80°C ‘de 10 dakika 1s1
uygulamas:1 gerceklestirilmistir( Lennette ve ark, 1985).Ornek 30°C’ de 24 saat
calkalayicida iiremeye birakilnustir. Ureme sonunda tek koloni elde edebilmek icin
hazirlanan o6rneklerden 10 ° ve 10° seri sulandirma yapilarak pH 5-7 olan N
besiyerine yayma seklinde ekim yapilmis ve 30°C° de 72 saat inkiibasyon
gerceklestirilmistir(Arikan,2008).

Inkiibasyondan sonra farkli morfolojik gériiniime sahip koloniler segilmis ve
N:i ve Skim milk’ li besiyerine ¢izgi seklinde ekilerek identifikasyon ve proteaz
aktivitesinin belirlenmesi i¢in stok kiiltiirler seklinde +4°C’ de buzdolabinda

saklanmistir(Turus,2011).

3.2.2. Bakterilerin Teshisi
Secilen bakteri Orneklerini tanimlamak amaci ile indol, hidrojensiilfiir,
hareket, asit, katalaz, jelatin ve kazeini kullanma gibi biyokimyasal testler ile spor,

yiizeyde zar olugturma, dipte ¢okelti olusturma ve gram boyama testleri yapildi (Jin

ve ark., 1990).
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3.2.3. Kat1 Besiyerinde Proteaz Aktivitesinin Saptanmasi

Tanimlamalar yapilan Bacillus sp. suslar1t pH 5.0 olan skim milk agar
besiyerine ¢izgi ekim teknigi kullanilarak ekim yapilmis ve 30°C lik etiivde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda SMA besiyerinde {ireyen
bakterilerin etrafinda skimmilk’in hidrolizi nedeniyle seffaf zonlar olusmustur.
Olusan bu seffaf zonlar proteaz aktivitesinin varligin1 géstermistir. (Adinarayana ve

ark, 2003).

3.2.4. Bakterinin Uredigi ve Enzim Sentezinin Gergeklestigi pH Arahgmmn
Saptanmasi

Bu amagla 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 pH degerlerine sahip skimmilk
agar besiyerlerine, tanimlanmasi yapilan ve proteaz pozitif ozellik gosteren
suslardan cizgi seklinde ekim yapilmistir. Ornekler 30°C’de 24 saat iiretildikten
sonra hangi pH degerlerinde ve pH araliginda {ireme gerceklestigi saptanmustir.
Besiyerinde liremenin gerceklestigi ve proteaz pozitif olan bolgelerde seffaf zon
olusacagindan pH araligi ve optimum pH degeri saptanmistir(Hols ve ark.,1994 ;

Burhan ve ark.2003).

3.2.5. Bakterinin Uredigi ve Enzim Sentezinin Gerceklestigi Sicakhk Arahigimin
Saptanmasi

Bakteriler skimmilk bulunan farkli pH degerlerine (pH 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0,
9.0, 10.0) sahip agar besiyerlerine ¢izgi seklinde ekilerek 20, 30, 40, 50, 60,
70,80,90,100° C’ de 24 saat inkiibe edilmis. Uremenin ve enzim sentezinin
gerceklestigi sicaklik aralifi ve optimum sicaklik degerleri saptanmistir(Voget ve

ark, 2006).

3.2.6. Enzim Uretimi ve Kismi Saflastirma
En yiiksek aktiviteyi gosteren sus enzim {liretimi i¢in en iyi liremenin

saglandig1 pH’ degerine ayarlanmig skimmilk’li siv1 besiyerine agilanarak 72 saat
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stire ile en 1iyi aktivite zonunun elde edildigi sicaklik degerinde 240 rpm/dk da
calkalamal kiiltiir iiretimi gerceklestirilmistir. Inkiibasyondan sonra 6rnek +4°C ve
8000 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek organizmalar kiiltiirden uzaklastirilip,
siipernatant alinarak enzim eldesinde kullanilmigtir. Siipernatanta 6rnek hacminin
%70’1 oraninda soguk etanol eklenerek enzim presipite edilmistir. Presipitasyonun
daha giiclii olmasi i¢in hazirlanan karisim  -20°C’lik derin dondurucuda 24 saat
bekletilmistir. Ornek +2°C ve 10000 rpm de 10 dakika coktiiriilerek enzim
presipitatt toplanip uygun hacimde 100 mM fosfat tamponunda (ph 7.0)
¢Oziilmiistiir. Hazirlanan 6rnek enzim aktiviteleri igin stok seklinde kullanilacaktir

(Srivastava, 1987; Arikan, 2007).

3.2.7. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerinin Saptanmasi

Kismi saflastirma yontemi ile elde edilen enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degerinin saptanmasi i¢in %1 kazein igeren Sitrik Asit(pH 4-5.0), Na-
fosfat (pH 6.0-8.0) ve Glisin-NaOH (pH 9.0-10.0) tamponlar1 kullanilmigtir
(Anonymous, 1917).

Aktivite tayini i¢in 0.5 mL enzim ¢ozeltisi ve her pH degerindeki subsrat
cozeltisinden 1.5mL substrat ( farkli pH degerlerine sahip tamponlarda hazirlanmis
substrat) alinarak tiiplere konulmustur. Her pH degeri icin {i¢ seri tiip analiz
edilmistir. Hazirlanan enzim subsrat karigimlart enzimin {iretildigi sicaklik olan
20°C’lik su banyosunda 60 dakika siireyle inkiibe edilmistir (Arikan,2007)
Inkiibasyon sonunda her bir tiipe %10°’luk trikloroasetik asit (TCA) ¢dzeltisinden 2
ml eklenerek reaksiyon durdurulmustur.

Ornekler 20 dakika buz iizerinde tutularak proteinlerin presipite olmasi
saglanmistir. Karisim 4 °C’de 10000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Hazirlanan 6rnek UV-visible spektrofotometre kullanilarak 280 nm dalga boyunda
kore (distile su) karst okuma yapilarak absorbans degeri elde edilmistir

(Abdelnassar ve ark, 2007) (Pandhare j., 2002).
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En yiiksek absorbans degerinin elde edildigi pH degeri 100 kabul edilerek
diger pH degerleri buna gore oranlanarak rolatif enzim aktivitesi saptanmgtir

(Gessesse ve Gashe.,1997; Burhan ve ark.,2003).

3.2.8. Enzimin Optimum Sicaklik Aktivitesinin Saptanmasi

Kismi saflagtirma islemi ile elde edilen enzimin optimum aktivite gosterdigi
sicaklik degerinin saptanmasi i¢in 20,30,40,50,60,70,80,90,100°C sicaklik
degerlerinde su banyosunda inkiibasyon gerceklestirilmistir. Aktivite tayini i¢in 0.5
mL enzim ve 1.5 mL optimum pH’nin elde edildigi tamponda hazirlanmig substrat
soliisyonu tiip igerisinde karistirilarak secilen sicaklik degerinde 60 dakika siireyle
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda standart aktivite tayini

yapilmistir (AiBa ve ark., 1983; Srivastava ,1987; Burhan ve ark., 2003).

3.2.9. Enzimin Termal Stabilitesinin Saptanmasi

Proteaz enziminin termal stabilitesinin saptanmasi i¢in
20,30,40,50,60,70,80,90,100°C arasindaki sicaklik degerlerinde 60 dakikalik on
inkiibasyon gerceklestirilmistir .On inkiibasyon isleminden sonra optimum pH
degerine sahip substrat ¢ozeltisi 1.5 mL ve 0.5 mL enzim karistirilarak optimum
aktivitenin gerceklestigi sicaklik degerinde( 70°C) 60 dakika siireyle inkiibasyon
gercgeklestirilerek standart aktivite tayini yapilmistir (AiBa ve ark., 1983; Srivastava,
1987; Gessesse ve Gashe 1997; Mehrotta ve ark., 1999; Burhan ve ark., 2003 ;
Arikan, 2007).

On islemden gecirilmemis enzim ornedinin analizi sonucu elde edilen
absorbans degeri 100 kabul edilerek farkli sicakliklar kullanilarak 6n islemden
gecirilen Orneklerden elde edilen degerlerin oranlanmasi sonucu kalan enzim

aktivitesi saptanmistir (AiBa ve ark, 1983; Srivastava, 1987; Burhan ve ark, 2003).
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3.2.10. Enzimin Ph Stabilitesinin Saptanmasi

Proteaz enziminin pH stabilitesinin saptanmasi igin 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0,
9.0, 10.0 pH degerleri galigilacaktir.

Uygun sartlarda saklanmis stok sivi enzim drneginden 2 mL eppendorf
tiiplerine almarak +4°C ‘de 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz
(stipernatant) atilarak enzim {izerine test edilecek farkli pH’ lar icin kullanilan
tamponlardan 2’ser mL eklenerek ornekler 24 saat oda sicakliginda 6n inkiibasyona
brrakilmustir.

Inkiibasyondan sonra drneklerden 0.5’er mL aliarak optimum aktivitenin
goriildiigli pH araliginda hazirlanmis substratl tampon ¢ozelti ile karistirilarak,
optimum aktivitenin gorildiigii sicaklikta (70°C) 60 dk o6n inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda standart aktivite tayini yapilmustir.

Kontrol 6rnegini hazirlamak i¢in,6n islemden gegmemis enzim ve substrat
kullanilarak standart aktivite tayini yapilmistir. Okunan absorbans degeri 100 kabul
edilmis ve test edilen orneklerin absorbans degerleri buna gore degerlendirilip,
oranlanip kalan aktivite hesaplanmistir (Aygan ve Arikan, 2008) (Coral ve ark.,
2002; Burhan ve ark., 2003).

3.2.11. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesine Farkhh NaCl Konsantrasyonlarimin
Etkisi

Uygun sartlarda saklanmig stok enzim 6rneginden 2 mL eppendorf tiiplerine
alinarak 10000 devirde 10 dakika +4 °C’ de santrifiij edilmistir. Ust faz atildiktan
sonra ¢okeltiye daha dnceden hazirlanmis 2°ser mL’lik %3, %5, %10, %15, %20,
%25, %30, %35, %40’lik NaCl ¢ozeltilerinden eklenerek enzim tekrar
stvilagtirilmistir. Sivilagtirilan enzim oda sicakliginda 60 dakika on inkiibasyona
birakilmistir. On inkiibasyon isleminden sonra 0.5 mL enzim ve 0.5 mL substrat ile
karistirilip 60 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire bitiminde standart aktivite

tayini yapilmistir.
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Kontrol 6rnegi i¢in 6n islemden gegmemis enzim ile substrat karigimi
optimum sicaklikta 70°C’de 60 dakika siire ile inkiibe edildikten sonra ayni sekilde
aktivite tayini yapilmistir. Okunan absorbans degeri 100 kabul edilip, 6rneklerin
absorbans degerleriyle orantilanarak kalan enzim aktivitesi belirlenmistir (Aygan ve

Arikan, 2008)

3.2.12. Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selatér, Deterjan ve Metal Iyonlarinn
Etkisi

Stok enzim ¢ozeltisinden her bir inhibitdr i¢in eppendorf tiiplerine 1.2 mL
enzim eklenerek +4°C’ de 10000 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust s1v1 faz
(stipernatant) atilarak her farkli eppendorf tiiplere 1.2 mL inhibitor, selatdr, metal
iyonu,oksidant ve deterjan eklenmistir. Bu amacgla 10mM EDTA, 10mM CaCl,,
3mM PMSF, %5v/v -Merkaptoetanol, %5w/v SDS, %5 v/v Triton X-100,10mM
ZnCly, 10 M iire ve % 5 H20: kullanilmistir (Burhan ve ark., 2003, Arikan, 2007).

Ornekler oda sicakliginda( 37°C) 60 dakika &n inkiibasyona birakilmistir. On
isleme tutulan her enzim ¢ozeltisinden 0.5 mL ve optimum pH’nin elde edildigi
substrat ¢ozeltisinden 1.5 mL karistirilarak optimum aktivitenin elde edildigi
sicaklik degerinde standart aktivite tayini gergeklestirilmistir.

On islemden gegirilmemis enzim Orneginin analizi sonucu elde edilen
absorbans degeri 100 kabul edilerek farkli inhibitdr, selator, metal iyonlari, oksidant
ve deterjan kullanilarak 6n islemden gecirilmis 6rneklerden elde edilen degerlerin
oranlanmas1 sonucu kalan enzim aktivitesi saptanmistir (Aygan, 2008; Arikan,

2008).

3.2.13. ince Tabaka Kromatografisi Yontemiyle Reaksiyon Uriinlerinin
Saptanmasi

Enzim aktivitesi sonucu agiga ¢ikan hidroliz iirlinlerinin kalitatif olarak
saptanmasi i¢in TLC analizi yapilmistir. Sabit faz olarak TLC Silica Gel 60 F254

plakalar ve Hareketli faz olarak Butanol: Asetikasit: distile su (4:1:1) kullanilmisgtir.
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Hazir levhalar levha iizerine reaksiyon iiriiniinden 20 pL, markerdan (tirosin,
prolin, glisin, histisin, sistein) ise 5 pL 6rnek yiiklemesi yapilmstir.

Reaksiyon tiriinii % 1°lik kazein iceren optimum pH’daki tampon + enzim
karisiminin 12 saatlik optimum aktivite sicakligindaki inkiibasyonu sonunda elde
edilmistir. Hazirlanan jel plagi tank igerisine yerlestirilip yaklasik 2 saat siireyle
yiiriitme iglemi yapilmistir. Reaksiyon iiriinlerinin jel iizerinde goriiniir hale
gelmeleri i¢in plaka iizerine yiiriitme isleminin ardindan asetonda ¢oziilmiis % 0,25
Ninhidrin piiskiirtiilerek son tiriin goriiniir hale getirilmistir. Pliskiirtme isleminden
sonra levhalar yaklasik 1-2 saat kadar kurumaya birakilmigtir ve 35-40 dk siireyle
110 °C’de inkiibasyon gerceklestirilmistir. Olusan reaksiyon iirlinleri ile marker

karsilastirilarak son iirlin saptanmistir (Arabaci ve ark., 2012).

3.2.14. Yikama Performansi Testi

Saflastirilmig proteaz enziminin salga-yag (zeytin yagi), bebek mamasi
(Herobaby), kan, cikolata (Ulker), yemek sosunun neden oldugu lekeleri giderme
yetenegi acisindan performansint  degerlendirmek igin yikama analizleri
yapilmistir.4x4 biiylkliigiinde hazirlanan beyaz pamuklu kumas parcalart yukarida
belirtilen triinlerle lekenmistir. Bir gece oda sicakliginda lekelerin kurumasi ve
kumasglara niifuz etmesi i¢in bekletilmistir.5 farkli lekenin uygulandigi kumaslar ayri
ayr1 asagida anlatildigi sekilde hazirlanmig karisimlarin bulundugu beherlere

konulmustur.

1. 25 ml ¢esme suyu iceren beherler (Lekelenmemis kumas, kontrol)

2. %] (v/v) oraninda ticari deterjan (Fairy bulasik deterjani) ve ¢cesme suyu
bulunan, hacmi 25 ml olarak hazirlanmig karigimin oldugu beherler

3. 500 U/ml enzim ve ¢esme suyundan olusan 25 ml’lik karigimlarin
oldugu beherler

4. %1 (v/v) oraninda ticari deterjan ve 500 U/ml enzim iceren toplam 25

ml ¢esme suyundan olusan karigimlarin oldugu beherler.
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Yukarida belirtilen sekillerde hazirlanan ve lekeli kumaslarin bulundugu
beherler 50 °C” de 60 dakika 100 rpm/dk hizda inkiibasyona birakilmustir. Inkii
basyon siiresi bittikten sonra kumas parcalari beherlerden ¢ikarilarak durulanmis ve
oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Enzimin leke ¢ikarma kapasitesi sadece suda bekletilen lekeli kumaslar,
herhangi bir islem gérmemis lekeli kumaslar (kontrol) ve lekesiz kumaslarla

kiyaslanarak gorsel olarak belirlenmistir. ( Srivastava ve Kapoor, 2013)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Toplanan deniz suyu ornekleri 2 mL’lik, pH 5.0-7.0 olan N: besiyerine
siispanse edilip 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnek
diger mikroorganizmalarin elemine edilmesi ve ortamda yalnizca sporlu aerobik
bakteri olan Bacillus suslarinin ayirt edilebilmesi icin su banyosunda 1s1 soku
seklinde 6n islemden ( 80°C’ de 10 dakika) gecirilmistir. (Lennette ve ark, 1985).

On islem sonras1 Bacillus suslar1 30°C’de 24 saat siire ile calkalamali kiiltiir
seklinde tiretildikten sonra pH’s1 5.0-7.0 olan N agar besiyerine tek koloni diisecek
sekilde ekilmis ve 30°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonunda koloni morfolojilerine

gore toplam 21 adet sus se¢ilmistir.

4.1. Deniz Suyundan Bacillus sp. Suslarimn izolasyonu ve Tanimlanmasina Ait
Bulgular

Adana Karatas sahilinden izole edilen denizel érneklerden 125 adet Bacillus
susu elde edilmistir. Elde edilen suslarin 21 adedi kati1 besiyerinde proteaz aktivitesi
gostermistir.

Aktivite gosteren suslardan secilen 6 Bacillus susu kat1 besiyerinde optimum
ireme ve aktivite gosterdikleri sicaklik pH’nin belirlenmesi igin analiz edilmis,
Bacillus sp. SG-11 susu enzim sentezi ve karakterizasyonu i¢in segilerek stok kiiltiir
olarak hazirlanmistir.

Sadece proteaz aktivitesine sahip suslar genis, beyaz renkli ve dalgali kenarl
koloni morfolojisine sahiptirler. Suslar gram pozitif, spor olusturan, aerob, ¢ubuk
sekilli ve hareketli bakterilerdir. Secilen suslar; glikoz, ksiloz ve mannitolil asit
olarak parcalamaktadir ve katalaz pozitif 6zellik gostermektedir. Bu ozelliklerine

gore secilen suslar Bacillus sp. olarak tanimlanmustir.
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4.2. Bakterinin Kat1 Besiyerinde Uredigi ve Enzim Sentezini Gergceklestirdigi
Optimum pH ve Sicaklik Degerine Ait Bulgular

Proteaz enzim izolasyonu i¢in se¢ilen Bacillus sp. SG-11 susu 30°C sicaklik
ve pH 5.0 araliginda kat1 besiyerinde iireme ve enzim sentezleme analizi igin test
edilmistir. Yapilan calismalarda segilen sus 30°C’de pH 5.0’da 24 saatlik
inkiibasyon sonunda tiremekle birlikte aktivite zonu saptanmistir.

Inkiibasyon sicaklign 30°C olarak secildiginde test edilen biitiin pH’larda
{ireme ve enzim iiretimi gerceklesmistir. Inkiibason sicaklig1 30°C secildigi zaman
test edilen SG-11 susunun biitiin pH’larda iireme ve enzim iiretme yeteneginde
oldugu belirlenmistir. Ozellikle pH 5.0 da aktivite zonunun daha genis olmasi susun
asidik ozellikte enzim sentezlediginin gostergesidir.

Zon caplarindaki bu daralma susun iiredigi halde enzim sentezleme
yeteneginin zayifladigini gostermektedir. Bu gosterge enzimin sogukta aktif 6zellik
gosterdiginin belirtisidir. Farkli sicaklik ve pH’larda iiretilen SG-11 susuna ait
bulgular Sekil 1, 2, 3, 4’de gosterilmistir.

Bacillus sp. MLB-2 susundan izole edilen sogukta aktif proteaz enziminin
25-35°C araligindaki sicakliklarda maksimum iiretildigi belirtilmistir (Bhardwaj ve
Satvanarayana, 2005; Joshi ve ark, 2007).

Bakterinin 20-45°C’lik sicaklik araliginda iiredigi maksimum enzim
iretiminin ise 30°C’de ve Ph 5.0°da gergeklestirdigini belirtmislerdir. Elde edilen
veriler farkli arastirmacilarin sogukta aktif proteaz iiretim sonuglari ile benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 4.1. Bacillus sp. SG-11 susunun besiyerinde 30°C 48 saatte pH 5 degerinde
gosterdigi koloni ve zonu
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Sekil 4.2. Bacillus sp. SG-11 susunun besiyerinde 30°C 24 saatte pH 5 degerinde
gosterdigi koloni ve zonu

4.3. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi pH Degerine Ait Bulgular

Kismi saflagtirma islemi sonrasinda elde edilen optimum aktivite gosterdigi
PH degerinin saptanmasi i¢in Sitrik Asit ( PH 4.0 -5.0) , Sodyum Fosfat (Ph 6.0-7.0-
8.0) ve Glisin- NaOH (Ph 9.0-10.0) tamponlar1 kullanilarak optimum aktivite

degerinin saptanmasi i¢in analiz edilmistir.
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Cizelge 4.1. Asidik proteaz enzimi optimum pH degeri
pH Ink. Sic. | Ink. Siir. | AB1 AB2 ABO Relatif
Aktivite(%)

4 30°C 60 dk. 3.159 3.184 3.174 95

5 30°C 60 dk. 3.178 3.469 3.323 100

6 30°C 60 dk. 3.175 3.174 3.174 95

7 30°C 60 dk. 3.178 3.169 3.173 95

8 30°C 60 dk. 3.306 3.319 3.312 99

9 30°C 60 dk. 3.306 3.216 3.261 98

10 30°C 60 dk. 3.205 3.203 3.204 96

Ink: inkiibasyon, Sic: Sicaklik, AB: Absorbans

Proteaz enziminin 4.0-10.0 araligindaki tiim pH degerlerinde yiiksek aktivite
gosterdigi belirlenmistir. SG-11 susundan elde edilen enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi pH degeri 5.0’dir.pH degerleri incelendigi zaman pH 4.0°da %95, pH
5.0’da %100 ,pH 6.0’da %95, pH 7.0’da %95, pH 8.0’da %99, pH 9.0°da %98, pH
10.0’da %96 olarak bulunmustur.

Biitiin pH degerleri dikkate alindiginda, enzim ortalama olarak %96.85
aktivite gostermistir.

SG-11 susundan elde edilen enzimin biitiin pH degerlerinde oldukea yiiksek
aktivite gostermesi tim pH degerlerinde kullanilabilecegini gostermektedir. Bu

ozellikleri ile enzim ekstrem alkali 6zellik gostermektedir.
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Sekil 4.3. SG-11 Proteaz Enzimine Ait Optimum pH Degeri

Birgok arastirmaci farkli organizmalarda alkali veya asidik 6zellik gosteren

proteaz enzim izolasyonu gerceklestirmislerdir.

4.4. Enzimin Optimum Aktivite Gosterdigi Sicaklik Degerlerine Ait Bulgular
SG-11 enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerinin

belirlenebilmesi igin 20-30-40-50-60-70-80-90-100 °C ‘lik sicaklik degerleri

secilmistir. Optimum pH’da hazirlanmis ( pH 5.0) substrat kullanilarak standart

aktivite tayini gerceklestirilmistir.
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Cizelge 4.2. Asidik proteaz enzimi optimum aktivite sicaklig

ink. Ph | Ink. Sic. | Ink. Siir. | AB1 AB2 ABO Relatif
°C Aktivite(%)
5 20 60 dk. 3.283 3.325 3.304 98
5 30 60 dk. 3.310 3.326 3.318 929
5 40 60 dk. 3.324 3.310 3.317 929
5 50 60 dk. 3.277 3.290 3.283 98
5 60 60 dk. 3.335 3.322 3.228 929
5 70 60 dk. 3.310 3.367 3.338 100
5 80 60 dk. 3.29 3.324 3.307 99
5 920 60 dk. 3.324 3.320 3.322 929
5 100 60 dk. 3.329 3.299 3.314 929

Ink: 1nk1'ibasy0n, Sic: Sicaklik, AB: Absorbans

Farkl1 sicaklik degerlerinde pH 5.0’da proteaz enzim aktivitesinin optimum
sicaklik aktivitesi 70 °C’dir.SG-11 enzim sicaklik degerleri incelendiginde 20°C de
%98, 30°C de %99, 40°C de %99, 50°C de%98, 60°C de %98, 70°C de %100, 80°C
de %99, 90°C de %99 ve 100°C de %99 relatif aktivite elde edilmistir.

SG-11 enzimi test edilen tiim sicaklik degerlerinde ortalama %98,88 aktivite
gostermistir. Bu sonucglar dogrultusunda SG-11 enzimi yiiksek ve diislik sicaklik

gerektiren farkli endiistriyel uygulama alanlarinda kullanim alani bulacaktir.
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Sekil 4.4. SG-11 Proteaz Enziminin Optimum Sicaklik Degeri

Joshi ve ark (2007) Bacillus cereus MTCC 6840 susundan izole edilen
proteaz enziminin optimum aktivitesini pH 9.0 ve 20°C oldugunu bildirmiglerdir.
Enzimin 15 °C’deki relatif aktivitesinin %82 oldugunu bulmuslardir.

Jinsong ve ark (2006), Bacillus cereus SYP-A2-3 susundan izole edilen
proteaz enziminin 0°C’ de %6, 25°C’de %60 relatif aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Diisiik sicakliktaki bu 6zelligin psikrofil enzimler i¢in karakteristik
oldugu bildirilmistir.

Izolasyonu yapilan SG-11 proteaz enziminin 20°C ‘de %98, 30°C’de %99
ve 70°C’de %100 aktivite gostermesiyle litaratiir bulgularindan ¢ok daha yiiksek
relatif aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu enzim diisiik ve yliksek sicakliklarda
optimum aktivite gostermistir. Bu 6zellikleri dikkate alindiginda deterjan endiistrisi,
et drlnleri ve peynirlerin olgunlastirlmast c¢aligmalar1 igin ideal &zellik

gostermektedir

4.5. Enzimin Termal Stabilite Analizlerine Ait Bulgular
SG-11 proteaz enziminin termal stabilitesini belirlemek ic¢in farkli

sicakliklarda (20-150°C) 60 dakikalik 6n inkiibasyon gerceklestirilmis ve standart
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aktivite tayini yapilmistir. Enzimin aktivitesini ne kadar korudugu saptanmstir. SG-

11 enzimi termal stabilitesine ait sonuglar Cizelge 4.4 Ve Sekil 4.3 gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Asidik proteaz enzimi termal stabilite degerleri

On Ink. | On Ink. Ink. Ink. AB1 AB2 ABO Relatif

Sic. ink. pH Sic. | Siir. Aktivite
Siir. (%)

Kontrol 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.283 3.325 3.304 100

20°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.213 3.198 3.205 97

30°C 60dk. 5 70 °C | 60dk. | 3.198 3.202 3.200 96

40 °C 60dk. 5 70 °C | 60dk. | 3.247 3.196 3.221 97

50 °C 60dk. 5 70 °C | 60dk. | 3.191 3.202 3.196 96

60 °C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.193 3.194 3.193 96

70 °C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.208 3.208 3.208 97

80 °C 60dk. 5 70 °C | 60dk. | 3.198 3.272 3.235 97

90 °C 60dk. 5 70 °C | 60dk. | 3.319 3.287 3.303 99

100 °C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.325 3.292 3.308 100

110 °C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.335 3.320 3.327 100

120 °C 60dk. 5 70 °C | 60dk. | 3.562 3.547 3.554 107

130 °C 60dk. 5 70 °C | 60dk. | 3.250 3.281 3.265 98

140 °C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.362 3.351 3.356 101

150 °C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.127 3.332 3.129 94

SG-11 proteaz enzimi 20-150 °C sicaklik araliginda 60 dakika siireyle 6n
inkiibasyona birakildiginda tiim sicaklik degerleri i¢in yaklasik %98 oraninda
orijinal aktivitesini korudugu gozlenmistir. En diisiik enzim aktivitesi %94 ile 150
°C, en yiiksek enzim aktivitesi %127 ile 120°C ‘de saptanmustir.

Sicaklik degerleri ayr1 ayri incelendiginde 20°C’de % 97, 30°C ‘de %96,
40°C°de %97, 50°C ‘de %96, 60°C ‘de %96, 70°C ‘de %97, 80°C ‘de %97, 90°C ‘de
%99,100°C ‘de %100, 110°C ‘de %100, 120°C ‘de %107, 130°C ‘de %98, 140°C’de
%101,150 °C’de %94 enzim aktivitesi bulunmustur.
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Enzim 60 dakikalik ©6n inkiibasyon isleminden sonra tiim sicaklik
degerlerinde %94 ve lizerinde aktivitesini koruyarak stabil kalmigtir. Bu veriler
sonucunda izole edilen SG-11 proteaz enzimi diigiik ve yliksek sicakliklarda yiiksek

katalitik etkiye sahip termostabil 6zelliktedir.
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Sekil 4.5. SG-11 Proteaz Enzimi Termal Stabilite Degerleri

Zhu ve ark (2009), Penicillum chrysogenum FS010’dan izole edilen proteaz
enziminin 15-35°C aralifinda nispeten yiiksek katalitik aktivite gosterdigini
belirtmislerdir. Enzimin 0°C’de proteolitik aktivitesini %41 korudugu bununla
birlikte 60°C’de 5 dakikalik 6n inkiibasyon sonunda orijinal aktivitesini %90
kaybettigini saptamiglardir.

Tang ve ark (2010), Pseudomonas aeruginosa PT121’den izole ettikleri
enzimin 30-50°C sicakliklarda 1 saat inkiibe edildigi zaman orijinal aktivitenin %90
korundgunu belirlemislerdr. Buna karsilik 60°C’de 1 saat 6n inkiibasyon
gegeklestirildiginde kalan aktivitenin%25, 70°C’de ise %3 olarak olguldiigiinii

saptamiglardir.
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Morita ve ark (1998), Flavobacterium balustinum P104 susundan izole
edilen CP-70 proteaz enziminin 60 dakika siireyle 30°C’ye kadar stabilitenin
korundugunu 40°C’de ise orijinal aktivitenin %40 kayboldugunu bildirmislerdir.

Joo ve ark (2000), Periserrula leucophyra’dan izole ettikleri enzimin
45°C’de 1 saat siireyle stabil oldugunu, sicaklik 50°C’ye yiikseltildiginde ise
stabilitenin 20 dakikalik inkiibasyon sonunda Onemli derecede azaldigini
bildirmislerdir.

Jinsong (2006), Bacillus cereus SYP-A2-3 susundan izole edilen proteaz
enziminin 10 dakika stireyle 45°C de aktivitesini %100 korurken, 50°C’de
aktivitenin hizla distiigiinii, 60°C’de ise aktivitenin tamamen kayboldugunu
bildirmistir.

SG-11 proteaz enzimi literatiir verilerinden ¢ok daha yiiksek bir

termostabilite gostermektedir.

4.6. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesine Farklhh NaCI Konsantrasyonlarimin EtKisi
SG-11 izole edilen proteaz enzimi %3, %5, %10, %15, %20, %25, %30,
%35, %401k NaClI ¢ozeltilerinde 37 °C’ de 60 dakika 6n inkiibasyona birakilmistir.

Standart enzim aktivitesi 6l¢iilmiis olup kalan relatif enzim aktivitesi saptanmugtir.
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Cizelge 4.4. Enzim Aktivitesine Farkli NaCl Konsantrasyonlarinin Etkisi

% On. On ink. | Ink. | Ink. AB1 AB2 | ABO %
NaCL ink. ink. pH | Sic. | Siir. Kalan
Sic. Siir. Aktivite
Kontrol | 37 °C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.134 | 3.191 | 3.162 | 100
3 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.129 | 3.158 | 3.143 | 99
5 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.139 | 3.145 | 3.142 | 99
10 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.199 | 3.146 | 3.132 | 99
15 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.116 | 3.118 | 3.117 | 98
20 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.131 | 3.116 | 3.123 | 98
25 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.118 | 3.134 | 3.126 | 98
30 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.117 | 3.130 | 3.123 | 98
35 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.135 | 3.128 | 3.131 | 99
40 37°C 60dk. 5 70°C | 60dk. | 3.123 | 3.108 | 3.115 | 98

Enzim aktivitesine farklt NaCl konsantrasyonlarinin etkisinin arastirilmasi
amaciyla %3-%40 NaCl c¢ozeltileri kullanilarak 60 dakikalik 6n inkiibasyon
islemleri sonunda enzim 6nemli 6l¢giide stabilite gostermistir.

Enzim tiim konsantrasyonlarda yaklasik olarak %98 oraninda stabil
kalmugtir.

SG-11 susundan izole edilen proteaz enzimi %3-%10 NaCl
konsantrasyonlarinda aktivitesini %99 oraninda korumustur. %15-%30 NaCl
konsantrasyonlarinda %98, %35 ‘de %99 ve %40°da %98 oraninda enzim aktivitesi
Olctlmiistiir.

Farkl1 oranlarda NaCl konsantrasyonuyla islem goren SG-11 susundan izole

edilen enzimin halofilik 6zellik gosterdigi kanitlanmigtir.
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Sekil 4.6. SG-11 Proteaz Enzimi Aktivitesine Farkli NaCI Konsantrasyonlarinin
Etkisi

Nedra ve ark (2007), Bacillus licheniformis NH1’den izole edilen enzimin
0.1, 1 ve 2M NaCl ile muamele edildiginde aktivitenin 0.1M’da 6nemsenmeyecek
kadar az diistiiglinii buna karsilik 1M’da %44, 2M’da %6 inhibisyon gerceklestigini
saptamislardir.

Olivera ve ark (2006), Bacillus patagoniensis PAT 05T susundan izole
ettikleri enzimi sirasi ile 0.3, 0.9 ve 2M NaCl ile muamele ettiklerinde %100, %86
ve %63 kalan aktivite saptadiklarimi bildirmiglerdir. Literatiirde sogukta aktif
proteazlarda tuz toleransiyla ilgili bilgilerin ¢ok sinirlt oldugu belirtilmistir (Joo ve
Chang, 2005).

Bhardwaj ve Satyanarayana (2005), Bacillus sp. MLB-2 susunan izole
edilen sogukta aktif proteaz enziminin %3 NaCl de %100, %5’de %100, % 7’de
%72, %10’da %40 aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Enzime ait veriler literatiir bulgularindan oldukga yiiksektir. izole edilen
enzim tim NaCl konsantrasyonlarinda 60 dakika 6n inkiibasyon igleminden sonra
ortalama %98 aktivite gostermekte ve aktivitesini korumasi nedeniyle halofilik

ozelliktedir.
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4.7. Enzim Aktivitesine Inhibitor, Selator, Deterjan ve Metal Iyonlarimin Etkisi

Bacillus sp. SG-11 Proteaz enziminin metal iyonlari, selator, inhibitor ve
deterjanlar ile 37 °C sicaklikta 60 dk. 6n inkiibasyon isleminden sonra kalan enzim
aktivitesi hesaplanmistir. Kalan aktivite ile ilgili veriler Cizelge 4.6 Ve Sekil 4.7 'de

gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Enzim Aktivitesine Inhibitér, Selator, Deterjan ve Metal iyonlarmin

Etkisi ) )
Bilesik | Konst. | On On Ink. Ink. AB1 AB2 ABO %Kalan
ink. ink. Siir. Sic. Aktivite
Siir. Sic. Dk. °C
Dk. °C
Kontrol - - - 60dk | 70°C | 3.147 | 3.147 | 3.147 | 100

EDTA 10Mm | 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.168 | 3.201 | 3.184 | 101
CoCL, | 10mM | 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.146 | 3.166 | 3.156 | 100
CaCL, | 10mM | 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.145 | 3.149 | 3.147 | 100
ZnCL; | 10mM | 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.147 | 3.145 | 3.146 | 99

SDS % 5 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.197 | 3.171 | 3.184 | 101
Triton | %5 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.664 | 3.796 | 3.73 | 118
X-100
B- % 5 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.136 | 3.148 | 3.142 | 99
Merk.
H,0, % 5 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.143 | 3.143 | 3.143 | 99

PMSF | 3mM 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.143 | 3.155 | 3.149 | 100
Ure 10mM | 60dk | 37°C | 60dk | 70°C | 3.129 | 3.126 | 3.127 | 99

SG-11 ‘den izole edilen proteaz enzimi kullanilan bilesiklerden hemen
hemen etkilenmemis, denemesi yapilan bazi bilesikler aktiviteyi artirmistir.
Kullanilan bilesikler incelendigi zaman 10 mM CoCL2-10 mM CaClL: %100, 10mM
ZnCl> % 99, %5 B-merkaptoetanol-% H202 %99, 3mM PMSF %100 ve 10 mM Ure

ile %99 oraninda enzim aktivitesi tayin edilmistir.
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Enzim %35 Triton X-100 %118, 10 mM EDTA %101, , %5 SDS %101 kalan
enzim aktivitesi elde edilmistir. Triton X-100 ile kontrole goére %18 oraninda
indiiklenmistir. Her {i¢ bilesikte enzim aktivitesini artirict yonde etki gdstermistir.
Aktivitenin kontrole gore Triton X-100 ‘de %18, EDTA ve SDS’ de %! oraninda
arttig1 saptanmstir.

Inhibitor, Selator, Deterjan ve Metal iyonlart

120
115
110

105

100
9
9
85

Kontrol EDTA CoCl2 CaCl2 ZnCL2 Triton B-Merk H202 PMSF  Ure
X-100

[5]

=]

Sekil 4.7. Enzim Aktivitesine Inhibitér, Selatér, Deterjan ve Metal iyonlarimin Etkisi

Deng ve ark (2010), Bacillus sp. BOO1 susundan izole edilen proteaz
(AprB) enziminin 5SmM PMSF, EDTA, B-merkaptoetanol ve %1 H202 ile muamele
edildiginde sirasiyla %36, % 80, %108 ve %99 aktivite saptandigini bildirmislerdir.

Olivera ve ark (2006), Bacillus patagoniensis sugundan izole edilen proteaz
enzimin %1 SDS ile muamele edildiginde orijinal aktivitesini yaklasik % 73
korudugunu saptamislardir.

Farhadian ve arkadaslar1 (2015), Bacillus subtilis DR8806 susundan izole
ettikleri  proteazinin  aktivitesinin  2-Pmerkaptoetanol’den  etkilenmedigini

bildirmistir. Rehman ve arkadaglar1 (2017), 125 Bacillus subtilis KT004404
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susundan izole ettikleri proteazin aktivitesinin belirli oranlardaki SDS ve 2-B-
mercaptoetanol etkisi altinda aktivitesinin arttig1 bildirilmistir.

Uddin ve arkadaslar1 (2014), Bacillus sp. susu proteazinin aktivitesinin
Mg2+ iyonu etkisi ile arttigmni, Na+ ve K+ iyonlar1 ve EDTA etkisi ile
degismedigini, Zn2+ etkisi ile azaldigini, 2-B-merkaptoetanol etkisi ile inhibe
oldugunu saptamistir.  Chatterjee ve arkadaglar1 (2015), Bacillus subtilis ATCC
6633 susu proteazinin aktivitesinin EDTA ve SDS’ten etkilenmedigini saptamustir.

Joo ve ark (2004), Bacillus sp. 1-312’den izole ettikleri enzimin %5 H202
muameleden sonra % 87.5 kalan aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.
(2006), Bacillus cereus SYP-A2-3 susundan izole edilen proteaz
enziminin 25°C’de 30 dakika inkiibe edildigi zaman 1mM Zn, Fe, Mn, Mg, [3-
merkaptoetanol, iire, ve SDS kullanildiginda sirasi ile %116, %112, %107, %106,
%68, %101 ve %102 kalan aktivite elde edildigini saptamistir.

Izole edilen enzimin Triton X-100 ile %118 aktivite gdstermesi enzimin
aktif bolgesinde Onemli miktarda sistin amino asitlerinin  bulundugunu

gostermektedir.

4.8. Enzimin ince Tabaka Kromatografisi Sonuclar

Reaksiyon tiriinlerinin saptanmasi amaci ile gergeklestirilen TLC analizinde
SG-11 proteaz enzimi kazeini ¢ok sayida amino aside hidroliz etmistir. Marker
amino asitlerle yapilan karsilagtirma sonunda kazeinin L-sistin, L-glisin, prolin ve
tyrosine amino asitlerine hidroliz edildigi bulunmustur..

Wei ve ark. (2012), Bacillus cereus Wu2 susundan elde ettikleri keratinaz
ile tily keratinini optimum kosullarda muamele ettiklerinde lizin, metionin ve treonin
gibi hidroliz {irlinii olustugunu saptamislardir.

Sangali ve ark (2000), Vibrio sp. susundan elde ettikleri keratinaz ile tiiy
keratinini optimum kosullarda muamele ettiklerinde zengin miktarda serin, tirosin,
16sin, alanin, glutamin ve az miktarda histidin ve metiyonin gibi hidroliz {iriini

olustugunu saptamislardir.
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Enzimimizden elde edilen sonuglar Wei ve ark. (2012),’nin bulgulan ile
karsilastirildiginda SG-11 susunun hidroliz aktivitesinin ¢ok daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

L- Tyrozin

L- Prolin

L- Glisin

Ll

L- Sistin

Sekil 4.8. TLC (Ince Tabaka Kromotografisi) analizi

4.9. SG-11 Proteaz Enzimi Yikama Performansi Sonuglar

Bacillus sp. SG-11 susundan elde edilen proteaz salgca+yag( zeytin yagi)
,bebek mamasi( Herobaby) ,kan, cikolata (Ulker), yemek sosunun neden oldugu
lekeleri giderme yetenegi acisindan performansini degerlendirmek icin yikama
analizleri yapilmistir ve test sonuglar1 Sekillerde gosterilmistir.

Yikama performans: 50°C sicaklikta 100 rpm hizda ¢alkalama yapilarak

gerceklestirilmistir.
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Yikama performansinin gorsel olarak degerlendirilmesi i¢in lekesiz kumas,
islem gormemis salcatyag lekeli kumas (kontrol), yalmzca enzim ile yikanmis
salcat+yag lekeli kumas, yalnizca %]1°lik Vanish deterjan ile yikanmis salgatyag
lekeli kumas, %1 Vanish deterjan ve enzim karisimi ile yikanmis salgat+yag lekeli

kumas,yalnizca %1 ‘lik Fairy deterjan ile yikanmis salga+yag lekeli kumas ve

%1°lik Fairy deterjan ve enzim karigimu ile yikanmig kumas degerlendirilmistir.

Sekil 4.9. Bacillus sp. SG-11 Enziminin Sal¢a-Yag Lekesine Kars1 Gosterdigi
Yikama Performansi

Salgatyag ile muamele edilen kumas SG-11 susundan elde edilen enzim ile
yikandiginda islem gormemis salga+yag lekeli kumasa gore % 50 oraninda leke

giderimi sagladigi goriilmiistiir.
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Salcat+yag ile kirltilmis kumag %1 Vanish ve %1 Fairy deterjan ile yikanan
kumaslar iglem gérmemis kumasa gore %90 oraninda leke giderme performansi
gostermistir.

Sal¢atyag ile kirletilmis kumas %1 Vanish+enzim, %1 Fairy+enzim
karisimi ile yikandiginda islem gérmemis kumasa gére %95 oraninda leke giderme
performansi gostermistir.

SG-11 susundan elde edilen proteaz enzimi salga+yag lekesi gidermede
digerlerine oranla daha az leke giderimi gergeklestirmisgtir.

Deterjan katkis1 olarak kullanilmak istendiginde SG-11 susundan elde edilen

proteaz enzimi sal¢atyag lekesi gibi zor leke gideriminde diger enzimler ile

kullanildiginda leke gidermede tam performans gosterebilir.

Sekil 4.10. Bacillus sp. SG-11 Enziminin Bebek Mamasi Lekesine Karg1 Gosterdigi
Yikama Performansi
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Bebek mamasi ile kirletilmis kumaslarin leke giderimi %100 ‘e yakin
performans gostermistir.

Bebek mamalar1 farkli sebze ve meyvelerin karigtiritlip piire halinde
ezilmesiyle elde edilip satisa sunulmaktadir. Bebeklerin giysilerinin yikanirken
hijyen agisindan ve giysilerin farkli lekelerle kirlenmesinden dolay1 ebeveynler
tarafindan yiiksek yikama sicakliklari tercih edilmektedir.

Yapilan yikama performans denemelerinde ve litaratiir karsilastirmasinda

giindelik yiyeceklerle kirlenen kumaglarin temizlenmesinde deterjan katkisi olarak

kullanilabilecegi agikca goriilmiistiir.

Sekil 4.11. Bacillus sp. SG-11 Enziminin Cikolata Lekesine Kars1i Gosterdigi
Yikama Performansi
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Cikolata ile kirletilmis kumaglarin %1 Vanish+enzim ve %1 Fairy+enzim
ile leke giderimi ¢ikolata ile kirletilmis kumasa gore %100’e yakin oranda leke
giderimi sagladigi goriilmiistiir.

Yalniz SG-11 susundan elde edilen proteaz enzimi ile ¢ikolata lekesinde
yalniz % 1°lik deterjanlarin kullanildig1 denemeye gore daha az leke giderimi oldugu
gorillmiistiir.

Deterjan katkisi olarak kullanilmak istendigindeSG-11 susundan elde edilen

proteaz enzimi c¢ikolata lekesi gibi zor bir lekenin giderilmesinde belirtilen

deterjanlarla kullanildiginda tam giderme etkisi gosterebilir.

Sekil 4.12. Bacillus sp. SG-11 Enziminin Yemek Sosu Lekesine Kars1 Gosterdigi
Yikama Performansi
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Yemek sosu ile kirletilmis kumasglarin yalmiz enzim,%1 Vanish-Fairy,

9%V anish-Fairy+enzim ile yikanan kumaglar kontrola gore %100 leke giderimi

saglamgtir.

Sekil 4.13. Bacillus sp. SG-11 Enziminin Kan Lekesine Kars1 Gosterdigi Yikama
Performansi

Kan ile kirletilmis kumaslarda SG-11 susundan elde edilen proteaz enzimi
ile yikanan kumas %1 Vanish-Fairy+enzim karisimi ile yikanan kumaslarla

karsilastirildiginda enzim tek bagina %95 oraninda leke giderimi saglamistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, {rlinlerin kullanim alanlarinin
cesitliligi ve ekonomik degerinin yiiksek olmasi nedeniyle, endiistriyel enzimlerle
ilgili alanda yapilan cesitli arastirmalar, giderek daha da 6nem kazanmaktadir
(Goziikara, 2009).

Enzimler, canlilar tarafindan sentezlenen protein yapisinda ve kimyasal
reaksiyonlarin meydana gelmesinde rol alan kompleks organik molekiillerdir.

Enzimler, binlerce yildir igecek, ekmek ve peynir yapimi gibi islemlerde
varlig1 ve gorevi bilinmeden kullanilmistir (Uhlig, 1998).

Biyokimyasal cesitlilikleri ve genetik uygulamalara elverisli olmalari
nedeniyle endiistriyel alanda kullanilan  enzimlerin  yaklasik %901
mikroorganizmalardan iiretilmektedir (Rao ve ark, 1998; Wolfgang, 2004).

Bunun nedeni, katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan
irlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalari, ekstrem kosullarda aktivite
gosterebilmeleri ve biiyiik boyutlarda tiretilebilmeleridir. Endiistride yaygin sekilde
kullanilan enzimler arasinda Bacillus cinsine ait tir ve alttiirleri tarafindan
sentezlenen ondan fazla enzim vardir. Bacillus sp. suslari, proteolitik enzimler ve
karbohidratazlarin 6nemli bir kaynagini olusturmaktadirlar.

Ekstremofil organizmalar termofil ve psikrofil sicaklik degerleri, ekstrem
pH, yiiksek tuz konsantrasyonu ve yiiksek basing gibi ¢ok farkli ekolojik kosullara
uyum saglamiglardir. Bu mikroorganizmalar, tireyebildikler her kosulda fonksiyonel
olan biyokatalistik {irlinler sentezlemektedirler. Bu firlinler arasinda amilaz,
pullulanaz, seliilaz, ksilanaz, kitinaz, proteazlar, esterazlar, glikoizomerazlarlari
saymak miimkiindiir.

Sentezlenen enzimler gida, tekstile, ekmek iiretimi, deterjan, cesitli
icecekler, deri isletmeleri, biyoremediasyon, yenilenebilir enerji kaynaklarindan

alkol tiretimi, kozmetik alani, kiral bilesiklerin sentezi gibi kimya ve farmasotik
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alanininda dahil oldugu ¢ok yaygin bir yelpazede kullanim alani bulmuslardir
(Niehaus ve ark, 1999).

Bacillus tirleri gesitli kompleks substratlara karsi aktivite gosteren ¢ok
sayida ve cesitli hidrolitik enzimler tiretmekte ve salgilamaktadirlar. Bu nedenle
Bacilluscinsindeki organizmalar, endiistriyel alanda o-amilaz, proteaz, glukanaz,
glukoz izomeraz ve ksilanaz gibi enzimlerin {retiminde yaygin sekilde
kullanilmaktadirlar (Uhlig, 1998).

Alkali kosullarda yasayan bahge topragi gibi normal ¢evresel ortamlardan
izole edilebilecegi gibi, yiiksek alkalik 6zellik gosteren topraklardan da izole
edilebilirler. Alkalin seliilaz, alkalin proteaz ve alkalin amilaz gibi alkalofilik
organizmalardan izole edilen enzimler, 6zellikle deterjan katki maddesi seklinde
yaygin bir kullanima sahiptirler. Diinyada iiretilen toplam alkalifilik enzimlerin
%30’dan fazlas1 deterjanlarda kullanilmaktadir (Horikoshi, 1996; Rao ve ark,
1998;Igarashi ve ark, 1998; Kumar ve Takagi, 1999).

Proteaz enzimlerinin asil kullanim alanlar1 ¢amasir makinalari, bulagik
makinalar1 ve endiistriyel temizleme islemleridir. Camasir deterjanlarinda ¢im, kan,
gida ve insan teri gibi protein igeren kirliliklerin temizlenmesi amaciyla kullanilir.

Deterjanda kullanilan proteaz enziminin performansi deterjanin pH’si,
iyonik giicii, yikama sicakligi, deterjanin bilesimi, kullanilan agartic1 gibi ¢esitli
faktorlere bagli olarak degisiklik gdsterir. Bu nedene kullanilan enzimin deterjandaki
stabilitesi performansta anahtar rol oynamaktadir (Beq ve Gupta, 2003).

Proteazlar ii¢ biiyiik endiistriyel enzim grubundan biri olup, diinya genelinde
satilan endiistriyel enzimlerin %60 11 olugturmaktadirlar (Bassem ve ark, 2008).

Proteazlarin kullanim alanlar1 oldukga genistir. Tekstil, gida, deri, deterjan
ve kozmetik endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kirletici sektorlerden biri
olan deri sektoriinde geleneksel yontem olarak adlandirilan ve kireg, zirnik (Sodyum
stilfiir, Na2S) gibi kimyasal maddeler kullanilarak yapilan kil giderimi islemi, deri
iiretimi kaynakli kirliliginin ortama olarak %80-90'ma sebep oldugu i¢in iiretimin en

kirletici asamasi olarak kabul edilmektedir. Diger yandan kullanilan kimyasallar deri
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sektoriinde galisanlar igin ciddi saglik problemlerine neden olmaktadir. Bu olumsuz
durumlar son yillarda kimyasal iglemler yerine enzimatik islemlerin tercih
edilmesine neden olmustur. Deri islemede en 6nemli enzim grubu proteazlardir
(Sanghi ve Singh 2012).

Proteaz  enzimleri, tekstii materyalindeki proteinli  bilesiklerin
uzaklastirilmasi c¢alismalarinda enzimatik olmayan deterjanlarin yetersiz kalmalari
nedeniyle deterjan endiistrisinde en fazla kullanilan enzimlerdir. Cold aktif
proteazlarin kullanimi fosfat icermeyen deterjanlar ile uyumlu olmas1 ve temizleme
kapasitelerinin ¢ok yliksek olmasi nedeniyle hizla yayginlasmaktadir. ~ Temizleme
kapasitesinin yiiksek olmasinin yani sira, diisiik sicakliklarda yikamaya uygun
olmas1 ve yikama stiresinin kisalig1 enerji tasarrufu ile dogrudan iligkilidir (Margesin
ve Schinner, 1994).

Cold aktif enzimlerin en 6nemli grubunu diisiik termal stabiliteleri ve diisiik
sicaklikta  yiiksek  katalitik  aktivite gostermeleri nedeniyle proteazlar
olusturmaktadir.

Cold aktif proteaz enzimi bu &6zelligi nedeniyle temizlik deterjanlari, deri
isletmeleri, gida endiistrisi ve molekiiler biyoloji gibi ¢ok farkli alanlarda
kullanilmaktadirlar (Wang ve ark, 2008). Ornegin Novozim firmas1 savinaz markasi
ile enkapsiile deterjan enzimi liretmektedir.

Diisiik sicakliklarda proteinleri hizli sekilde parcalayan mikroorganizmalar
yogun protein kirliligi igeren atiksularin aritilmasinda olduk¢a 6nemlidir (bu tiir atik
sularin drenaj sicakliklar1 yaklagik 5°C -25°C araligindair (Joshi ve ark, 2007).

Calismada izole edilen toplam 21 adet Bacillus sp. igerisinde 6 adedi
optimum ilireme ve aktivite gostermistir. Enzim iiretimi amaci ile proteaz pozitif
Bacillus sp. SG-11 susu kullanilmistir.

Bacillus sp. SG-11 susundan izole edilen proteaz enzimi optimum
aktivitesini pH 5.0 ve 70 °C’de gostermistir. Test edilen biitiin pH’larda (pH 4.0-
10.0) enzim aktivitesi ortalama %96.80 diizeyinde gerceklesmistir.
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Enzim asidik ve alkali pH araliginda aktivite gostermekte olup pH 4.0 %95
araliginda, pH 5.0 %100 araliginda, pH 6.0-10.0°’da yaklasik %, pH 96.6 araliginda
aktivite degeri elde edilmistir.

Wang ve ark (2008), Pseudoalteromonas NJ276 susundan ekstraseliiler
coldaktif proteaz, izolasyonunu gergeklestirmisler ve enzimin optimum pH 5-12
arasinda aktivite gosterdigini belirtilmistir.

Bacillus sp. SG-11 susundan izole edilen enzimin optimum aktivite
gosterdigi pH degeri literatiir verilerinden (Wang ve ark, 2008; Nedra ve ark, 2007)
hemen hemen ayni diizeydedir.

Aktivite degerinin pH yiikseldik¢e giderek artmasi izole edilen enzimin
ekstrem alkali 6zellikte oldugunu gostermektedir. Enzimin yiiksek alkali aktivite
degerine sahip olmas1 ise oOzellikle deterjan uygulamalar1 icin ideal oldugunu
gostermektedir.

Izole edilen Bacillus sp. SG-11 proteaz enzimi aktivite dl¢iimii optimum
aktivitesini 70°C’de gosterirken, yapilan biitiin sicaklik degerlerinde ortalama %98
relatif aktivite degeri elde edilmistir.

Izole elden enzim 20°C’de %98 aktivite degerine sahiptir. Ozellikle 20
°C’de %98 diizeylerinde aktivite elde edilmesi sogukta aktif enzimler igin
karakteristik olup, ¢ok yiiksek bir katalitik aktiviteyi gostermektedir.

Joshi ve ark (2007), Bacillus cereus MTCC 6840 susundan izole edilen
proteaz enziminin optimum aktivitesini pH 9.0 ve 20°C’de gosterdigini
belirtmislerdir. Bununla birlikte enzimin 15°C’deki relatif aktivitesinin %82
oldugunu bulmuslardir.

Jinsong ve ark (2006), Bacillus cereus SYP-A2-3 susundan izole edilen
proteaz enziminin 0°C’de %6, 25°C’de %060 relatif aktivite gosterdigini
belirtmislerdir.

Diisiik sicakliktaki bu 6zelligin sogukta adaptif enzimler i¢in karakteristik

oldugu bildirilmistir.
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Bacillus sp. SG-11 susundan izole edilen proteaz enzimine ait veriler (sirasi
ile 20°C ve 50°C ‘de %98, 30°C-40°C-60°C-90°C-100°C ‘de %99 ve 70 °C ‘de %100
relatif aktivite) literatiir bulgular ile karsilastirildigt zaman diisiik ve yiiksek
sicakliklada katalitik aktivitenin ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Enzim bu 6zellikleri ile sogukta aktif karakter gostermekte olup literatiir
verilerinden daha yiiksek aktiviteye sahiptir.

Asidik Bacillus sp. SG-11 susundan izele edilen proteaz enzimi 37°C’de pH
4.0-10.0 araligindaki farkli pH’larda 24 saat siireyle on inkiibasyona birakildigi
zaman, biitiin pH araliginda ortalama %94 oraninda orijinal aktivitesini koruyarak
stabil kalmistir. En yiiksek stabilite degeri %94.37 ile pH 9.0 ve 37°C’de elde
edilmistir.

Jinsong ve ark (2006), Bacillus cereus SYP-A2-3 susundan izole edilen
proteaz enzimininin 4°C’de 24 saat inkiibe edildigi zaman, pH 6.0-9.5 araliginda
orijinal aktivitesini yaklasik %89 oraninda korudugunu saptamislardir.

Venugopal ve Saramma (2007), Bacillus circulans BM15 izole ettikleri
enzimin 1 saat siireyle pH 7.0-11.0 arasinda stabilitesini korudugunu, pH 11.0’mn
iizerinde ise stabilitenin %50 azaldigini saptamislardir.

Asidik Bacillus sp. SG-11 susundan izole edilen proteaz enzimine ait
sonuglar enzimin genis bir pH araliginda (pH 4.0-10.0) 24 saat siireyle yiiksek
diizeyde stabil kaldigin1 gostermektedir. Elde edilen bulgular literatiir degerlerinden
oldukga yiiksek olup pH stabilitesinin uygulamadaki énemi dikkate alindiginda ¢ok
farkl alanlarda kullanilma potansiyeline sahiptir.

Mikrobiyal orijinli alkaline proteaz enzimleri gida endiistrisi, farmakolojik
formiilasyonlar, deterjanlar, atiksu aritma, glimiisiin geri kazanimi ve aminoasit
karisimlarimin ~ saflagtirilmas1  gibi endiistriyel alanlardaki uygulamalar1 ve
biyokimyasal 6zellikleri nedeni ile 6nemli endiistriyel potansiyele sahiptirler.

Yilda yaklasik 13 milyar ton alkaline proteaz enzimi ev deterjanlarinda

kullanilmak tizere iiretilmektedir (Nehra ve ark, 2002).
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Asidik Bacilus sp. SG-11 susundan izole edilen proteaz enzimi 20°C-150°C
araligindaki sicaklik degerlerinde 60 dakika siireyle 6n inkiibasyona birakilmis ve
biitiin sicaklik degerleri i¢in ortalama %76 stabil kalmistir. En yiiksek kalan enzim
aktivitesi %101 ile 140°C de elde edilirken, en diisiik %94 ile 150°C de saptanmustir.

Jinsong (2006), Bacillus cereus SYP-A2-3 susundan izole edilen proteaz
enziminin 10 dakika stireyle 45°C’de aktivitesini %100 korurken, 50°C’de aktivite
hizla diistiigiinii, 60°C’de ise aktivitenin tamamen kayboldugunu bildirmistir. izole
asidik proteaz enzimine ait termal stabilite degerleri literatiir verileri ile
karsilastirildiginda oldukga genis bir aralikta (20°C-150°C araliginda yaklasik
9%76.28) ¢ok yiiksek bir stabiliteye sahiptir.

Asidik Bacillus sp. SG-11 proteaz enzimi %3, %5, %10, %15, %20, %25,
%30, %35, % 40 NaCL kullanilarak 60 dakika siireyle 37°C’de 6n inkiibasyon islemi
gercgeklestirilmis ve biitiin konsantrasyonlarda ortalama %98.44 kalan aktivite degeri
elde edilmistir.

Olivera ve ark (2006) ,Bacillus patagoniensis PAT 05T susundan izole
ettikleri enzimi sirasi ile 0.3, 0.9 ve 2M NaCl ile muamele ettiklerinde %100, %86
ve %63 kalan aktivite saptadiklarini bildirmislerdir.

Bhardwaj ve Satyanarayana (2005), Bacillus sp. MLB-2 susunan izole
edilen cod aktif proteaz enziminin %3 NaCl’de %100, %5°de %100, % 7°de %72,
%10’da %40 aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Asidik Bacillus sp. SG-11 susundan izole edilen proteaz enziminin farkli
NaCl konsantrasyonlariyla elde edilen yiiksek stabilite degerleri literatiire Gnemli bir
katki yapacak niteliktedir.

Literatiirde cold aktif proteazlarda tuz toleransiyla ilgili bilgilerin ¢ok sinirl
oldugu belirtilmistir (Joo ve Chang, 2005).

Asidik Bacillus sp. SG-11 susundan izole edilen proteaz enzimi farkli
konsantrasyonlarda inhibitdr, metal iyonu, selatoér ve deterjan 37°C’de 60 dakika

siireyle muamele edilmistir. Aktivite analizi sonunda siras1 Triton X-100, SDS ve
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EDTA kullanildiginda enzim aktivitesi uyarillarak %118, %101 ve %101 kalan

aktivite elde edilmistir.

Anandharaj ve arkadaslar1 (2016), Bacillus alkalitelluris TWI3 susu
proteazinin aktivitesinin Ca2+, Mn2+, Mg2+ iyonlari ile artarken, Zn2+, K+, Fe2+
iyonlari ile azaldigini, EDTA ile tamamen inaktive oldugu bildirmistir.

Singh ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis K-1 susu proteazinin
aktivitesinin Ca2+ iyonu ile arttigini, K+ , Mg2+, Nat , Mn2+ ile degismedigini,
Fe2+, Cu2+ Zn2+ etkisiyle azaldigini rapor etmistir. Buna ek olarak enzimin PMSF
etkisiyle inhibe oldugunu, EDTA ve SDS’in ise aktiviteyi ¢ok az bir miktar
azalttigini rapor etmistir.

Si ve arkadaslar1 (2018), Bacillus subtilis FBL-1 susunun proteazinin
Ca2+, Mg2+, Mn2+, Fe2+, Ca2+, K+ iyonlari etkisi ile aktivitesinin arttigini, EDTA
etkisi ile tamamen inhibe oldugunu saptamistir. Buna ek olarak aktivitesinin SDS ve
2-B-merkaptoetanol etkisi ile azaldig1 rapor edilmistir.

Rehman ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis KT004404 susunun
proteazinin aktivitesinin SDS ve 2-B-mercaptoetanol kullanimi arttigim1 rapor

etmistir.

Literatiirde cold aktif alkali proteaz enzimi ile yapilan c¢aligmalarda [-
merkaptoetanol ile %99 (Deng ve ark, 2010),Ure ile %99 (Jinsong,2006), kalan
aktivite elde edildigi saptanmustir.

Enzim aktivitesinin P-merkaptoetanol ile sitliimiile olmasi ezimin tiol
gruplar1 icerdigini gdstermektedir.

Izole edilen asidik proteaz enzimi PMSF ile %0, CaCL2 ile %0, ZnCL2 ile
%1, H202 ile %1, Triton x-100 ile %0 ve SDS ile %0 oraninda inhibe olmustur. Bu
sonuglar enzimin oldukca kompleks bir yapiya sahip oldugunu ve metaller ile giicli

bir etkilesim gosterdiginin gostergesidir.
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Joo ve ark (2004), Bacillus sp. susundan izole edilen camasir suyuna direngli
alkaline proteaz enziminin %1 H202 ile muamele edildiginde %91 kalan aktivite
saptandigini belirtmislerdir.

Enzimin H202 ve Triton x-100’¢ direncli olmasi siirfaktan ve okside edici
ajanlardan etkilenmedigini, bu nedenle o6zellikle H202 kullanilan testil, kagit
endiistrisi ve deterjan endiistrisi gibi alanlarda 6nemli bir uygulama potansiyeli
oldugu diisiiniilmektedir. Litratiirde (Joshi ve ark, 2007), Deterjan proteazlarinin
sahip olmasi1 gereken Ozellikleri arasinda sicaklik ve pH stabilitelerinin yani sira,
yiizey aktif bilesikler bulundugunda da inhibe olmadan calisabilmesinin oldukca
onemli oldugunu belirtmisledir.

Joo ve Chang (2005),. Bacillus clausii 1-52 susundan izole edilen enzimin
%1 SDS ile 4°C’de 2 saat inkiibe edildigi zaman orijinal aktivitenin %25
kayboldugunu, Mn ve Ca ile %58, ve %92 korundugunu saptamislardir.

Izole edilen enzime ait sonuglar dzellikle metal iyonlar: dikkate alindiginda
literatiir ile biiyiik benzerlik gostermektedir.

Bacillus sp. SG-11 susundan izole edilen asidik proteaz enziminin

karakterizasyon sonuglari incelendigi zaman;

1. Enzim 6zellikle yiiksek pH degerlerinde olmak tizere pH 4.0-10.0 araliginda
oldukga yiiksek bir katalitik aktivite ve stabilite gostermistir. Asidik ve
Alkaline aralikta aktif ve 24 saat siireyle yiiksek diizeyde stabil olmasi
enzimin Ozellikle deterjan endiistrisinde  yeni formiilasyonlarin
olusturulmasinda kullanilma potansiyelini 6n plana ¢ikarmaktadir.

2. lIzole edilen enzimin diisiik sicaklik degerlerinde (20°C’de yaklasik %97
relatif aktivite gostermesi) oldukga yiiksek katalitik aktivite degerine sahip
olmas1 ve optimum aktivite sicaklifinin 70°C’de olmasi bir ¢ok alanda

kullanilma potansiyeli yaratmaktadir.
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Giiniimiizde o6zellikle enerji tasarrufunun 6n plana ¢iktig1 uygulamalarda
(g1da isletmeleri, Ozellikle deterjan ve biyoremediation gibi bazi endiistriyel
uygulamalarda potansiyel dneme sahiptir) olduk¢a yaygin bir kullanimi s6z konusu

olacaktir.

3. Cesitli deterjan ve okside edici bilesige karsi direncli olmasi farkli
endiistriyel alanda (kagit, tekstil ve deterjan gibi) kullanilma

potansiyelini artirmaktadir.

Lakshmi ve ark. (2018), Bacillus cereus suGu S8 (MTCC NO 11901)
tarafindan {retilen alkalin serin proteazin aktivitesinin spesifik bir substrat olan

kazein ile pH ve sicakliga kars1 yiiksek stabilite gosterdigini ifade etmislerdir.
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