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OZET

Anahtar kelimeler: Bacillus, proteaz, enzim iiretimi

Bu calismada, Bacillus subtilis ZBP4 susunun hiicre digi proteaz enzimi iiretimi
arastirilarak ortam kosullarinin enzim {iretimi ve mikrobiyal gelisime etkisi
belirlenmistir. Enzim aktivitesinin belirlendigi tim caligmalarda bakteri gelisimi
sonucunda elde edilen hiicresiz siv1 (siipernatant) kullanilmistir.

Yapilan 6n c¢aligmalarda izolatin proteaz iiretme yeteneginde oldugu anlasilmistir.
Bazal besiyerinde gelistirilen izolatin verdigi proteaz aktivitesi dikkate alinarak
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Enzim {iretimine glukoz konsantrasyonunun (2-
20 g/L), azot kaynaklarinin (maya 6ziitii, kazein, peynir alt1 suyu tozu, yagsiz siit tozu,
Soya unu, mercimek unu, amonyum siilfat, pepton), baslangi¢ pH’sinin (5-9) ve
sicakligin (30-40°C) etkisi belirlenmistir. Enzim aktivitesi stipernatantin, Tris HC1 pH
8 tamponunda ¢oziinmiis kazeinle birlikte 60°C sicaklikta 15 dakika boyunca inkiibe
edilmesiyle belirlenmistir. Ayrica enziminin baz1 oOzellikleri (pH, sicaklik)
belirlenmistir. Enzim aktivitesi ve mikrobiyal gelisimi belirlemek i¢in numunelerin
absorbansi sirastyla UV-VIS spektrofotometrede 280 nm ve 600 nm dalga boyunda
Olciilmiistiir.

Caligilan bazal besiyerinde optimizasyon dncesi enzim aktivitesi 1206 U/mL olmustur.
En iyi proteaz iiretimine azot kaynagi olarak maya oziitiiniin kullanildigi, pH’s1 9 olan
ortamda, 35°C’de 48 saat inkiibasyon sonunda ulagilmistir. Ayrica tiretim kosullarinda
Maya Oziitii, soya unu ve mercimek unu en iyi azot kaynaklari olarak bulunmustur. Her
tic kaynak i¢in konsantrasyon ¢aligmasi yapilmig ve maya Oziitii ve soya ununun
optimum 15 g/L konsantrasyonda, mercimek ununun ise 20 g/L konsantrasyonda en
1yi proteaz aktivitesine ulastig1 tespit edilmistir. Proteaz enziminin optimum sicaklik
ve pH’s1 sirast ile 60°C ve 8.0 olarak belirlenmistir.
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OPTIMIZATION OF PROTEASE PRODUCTION CONDITIONS
OF Bacillus subtilis ZBP4 STRAIN AND DETERMINATION OF
SOME PROPERTIES OF ENZYME

SUMMARY

Keywords: Bacillus, protease, enzyme production

In this study, the production of the extracellular protease enzyme by Bacillus subtilis
ZBP4 strain was investigated and the effects of environmental conditions on enzyme
production and microbial growth were determined. The enzymatic activity was
determined in the cell-free supernatant that was obtained after the growth of the isolate.

Preliminary studies showed that the isolate was able to produce protease enzyme. By
taking into consideration the protease activity obtained in the basal medium,
optimization studies were performed. The effects of glucose concentration (2-20 g/L),
nitrogen sources (yeast extract, casein, whey powder, skimmed milk powder, soy flour,
yellow lentil flour, ammonium sulfate, pepton), initial pH (5-9) of the medium and
incubation temperature (30-40°C) have been determined. Enzymatic activity was
determined by incubating the supernatant and casein which was dissolved in Tris HCI
pH 8 buffer at 60°C for 15 minutes. In addition, some properties of the enzyme (pH,
temperature) were determined. To determine the enzyme activity and microbial
growth, the absorbances of the samples were measured at 280 nm and 600 nm by using
a UV-VIS spectrophotometer, respectively.

The enzyme activity prior to optimization was 1206 U/mL in the basal medium. The
best production was achieved in the medium contained yeast extract as a nitrogen
source at pH 9 and 35°C in 48 hours. Furthermore, yeast extract, soybean flour and
lentil flour were the best nitrogen sources for the enzyme production. Concentration
studies were performed for all three sources and it was determined that yeast extract
and soy flour had the optimum 15 g/L concentration and lentil flour had the best
protease activity at a concentration of 20 g/L. The optimum temperature and the pH of
the protease enzyme were determined as 60°C and pH 8.0.



BOLUM 1. GIRiS

Biyoteknoloji kavraminda enzimler “Ozel kullanim igin iiriin veya siirecleri yapan
veya degistiren; biyolojik sistemleri, canli organizmalari veya bunlarin tiirevlerini
kullanan herhangi bir teknolojik uygulama.” olarak tanimlanir (URL-1, 2017).
Enzimler biyoteknoloji siire¢lerinin merkezini temsil ederek siirekli yenilikg¢i bir tiriin
akigt olusturmaktadir. Enzim teknolojisi endiistriyel enzimlerin aktivitelerini ve
kullanimlarin1 kapsamaktadir. Endiistriyel, farmasotik ve biyoteknolojik uygulamalar
icin gerekli olan en verimli biyokatalizorlerdir. Katalizér yoklugunda, metabolizmaya
yeterli hizda {irlin tiretmesi gereken biyolojik sistemlerdeki reaksiyonlar ¢ok yavas
gerceklesir (Campbell ve Farrell, 2011). Enzimatik olmayan katalizorler reaksiyon
hizin1 10% ile 10* Kkat arttirirken enzimler tepkimelerin hizim1 10%° katina kadar
yikseltirler. Kimyasal katalizorlere kiyasla ekonomik ve ¢evresel avantajlart
nedeniyle biyolojik katalizorler olan enzimlere talep hizla artmaktadir. Ayrica
geleneksel kimyasal katalizorler biyolojik olarak pargalanamazlar ve toksik olabilirler
(Adrio ve Demain, 2014).

Proteazlar hiicre gelisimi, protein yikimi, kan pthtilagmasi, iltihaplanma, zimojenlerin
aktivasyonu, hormon salimimi, farmakolojik yonden aktif peptitlerin ve salgi
proteinlerinin membranlar boyunca taginmasi gibi bircok fizyolojik ve patolojik
stiregte kritik bir rol almaktadir (Rao ve ark., 1998). Sadece hiicresel metabolik
slireler i¢in degil, ayn1 zamanda endiistriyel uygulamalar i¢in de istenilen 6zellikleri
bardirdigindan 6zel ilgi kazanmistir (Gupta ve ark., 2002; Bach ve ark., 2012;
Tavano ve ark., 2018). Ilag, gida, deterjan, deri, ipek ve ziraat endiistrisi

uygulamalarina kimyasal {iriinler tiretmek i¢in kullanilirlar.

Meydana gelen kimyasal reaksiyonlarin neredeyse tiimiinii katalize eden enzimler

ekzo- ve endoenzimler olarak aktivite gostermektedir. Ekzoenzimler, hiicre i¢inde



sentezlendikten sonra dig ortama salgilanarak protein, polisakkarid, lipid, vs. biiyiik
molekiillerin hidrolizasyonunda goérev yaparlar. Hiicre duvarindan gecebilecek diizeye
inmelerini katalize ederler (Rao ve ark., 1998). Bu tarz aktivite gosteren hidrolitik
enzimlerin baslicasi proteazlardir. Proteazlar amino asitler arasindaki peptit bagimni
hidrolize eden enzimlerdir yani proteinlerin hidrolizinde katalitik bir rol oynarlar.
Proteazlarin 6zgilinliigli; fonksiyonel gruplarin 6zelliklerine, substratin biiytikliigiine,
amino asitlerin dizilislerine ve molekiil ucundaki atomlarin karakterine baghdir.
Protein molekiillerindeki tiim peptit baglarin1 pargalayabilmek icin tek bir proteaz
yeterli degildir.

Proteazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi ¢ok cesitli kaynaklarda
bulunurlar. Bitkisel ve hayvansal proteazlarin beklentileri karsilayamamasi,
mikrobiyal proteazlara olan ilginin artmasma neden olmustur. Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Mucor cinsine ait fungal proteazlar; Bacillus cinsine ait
bakteriyel proteazlar tiretilmistir. Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquifaciens,
Bacillus firmus, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Bacillus subtilis en énemli

proteaz iireticileridir (Singh ve ark., 2016).

Proteazlar genellikle iiretim avantajlart nedeniyle derin kiiltiir fermantasyonu
kullanilarak tiretilir. Ortam bilesimi mikroorganizmalardan enzim iiretiminde 6nemli
bir rol oynar. Ornegin C/N oranindaki degisiklik, glukoz gibi kolayca metabolize
olabilen sekerlerin varhigi, ortamdaki azot kaynaklari ve metal iyonlar
mikroorganizmalardan hiicre dis1 proteaz iiretimini etkiler. Bunlarin yani sira
havalandirma, inokulum yogunlugu, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi diger bazi

fiziksel faktorler de iiretilen proteaz miktarini etkiler (Lakshmi ve Hemalatha, 2016).

Bu ¢alismada, oOnceden izole edilen Bacillus subtilis ZBP4 izolatindan hiicre dis1
proteaz enzimi Uretimi arastirilmigtir. Proteaz enzimini {liretme yeteneginde oldugu
belirlenen Bacillus izolati ile baz1 iiretim kosullart (karbon ve azot kaynagi, pH,

sicaklik) optimize edilerek iiretime olan etkisi belirlenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Enzimler

Bir enzim spesifik bir reaksiyonu veya bir dizi reaksiyonu gergeklestirebilen biiyiik bir
protein molekiilidiir (tipik olarak 20.000 g/mol veya daha fazla). Cogunlukla protein
molekiillerinden olusur ancak RNA molekiiliinden olusan enzimler de kimyasal
reaksiyonlara katilabilmektedir. Reaktant molekiiller olarak adlandirilan substratlar,
enzim tizerindeki aktif bir bolgeye baglanarak spesifik bir tepkimeyi katalize etmek
icin enzim-substrat kompleksini (ES) olusturur. Daha sonra tepkime ilerledikge {iriin
(U) olusur ve enzim orijinal durumuna doner. Reaksiyon denge sabitlerini ve sistemin

termodinamik 6zelliklerini degistirmezler (1llanes, 2008).

1. Basamak Enzim (E) + Substrat (S) <> Enzim-substrat kompleksi (ES)

2. Basamak  Enzim-substrat kompleksi (ES) = Enzim (E) + Uriin (U)

Enzimlerin bir¢ogu protein yapida olmayan bilesiklere sahiptir. Bunlardan biri olan
prostetik gruplar genelde kovalent baglarla enzime ¢ok siki bir sekilde baglanirlar.
Diger bilesik olan koenzimler ise enzimlere gevsek bir sekilde baglanirlar. Bir enzim
etkinligi icin bir kofaktor gerektirdiginde aktif olmayan protein bileseni apoenzim
olarak adlandirilir, bu kisim enzimin spesifitesini saglayan kisimdir. Apoenzime

kofaktor eklenirse haloenzim (aktif enzim) olarak adlandirilir.

Enzimler Katalize edecekleri tepkimelere olduk¢a spesifik olan proteinlerdir. Bu
spesifiklik mutlak spesifite, grup spesifitesi, bag spesifitesi ve stereokimyasal spesifite
olarak siiflandirilmaktadir. Kristalografik yapilar gostermektedir ki bir proteazin

aktif bolgesi genel olarak molekiil yiizeyindeki bir oyuga yerlestirilir ve substrat



spesifikligi peptit baginin hidrolizinden sorumlu olan katalitik bdlge boyunca
diizenlenen baglarin 6zellikleri ile belirlenir. Buna gore, bir proteazin 6zgiilligii
spesifik her bir alt birimin tek bir amino asit kalintisinin yan zincirini barindirmasiyla
tamimlanmaktadir (Benyon ve Bond, 2001). Yani enzimin protein kismi etki edecegi
maddenin ve katalize edecegi reaksiyonun tipini belirlemektedir. Bu 0zgiillik
proteinin ii¢ boyutlu yapisinin bir islevidir. U¢ boyutlu yapmin bozulmas: veya
aynstirilirmasi katalitik aktiviteyi genelde yok etmektedir (Smith, 2004, Bender ve
ark., 2017).

Kimyasal reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini azaltan dolayisiyla tepkimelerin
ilerleme hizin1 arttiran maddelere katalizor denir. Enzimler ise biyolojik katalizorlerdir
(Bender ve ark., 2017). Biyolojik katalizér olmadan biyokimyasal reaksiyonlarin
¢ogu, enerji bariyerinden dolay1 yeterince hizli gerg¢eklesemez. Ancak enzimler
aktivasyon enerjisini  diisiirip substratin {irline  donisiimiinii  hizlandirarak
reaksiyonlar1 katalize etmektedir (Cuesta ve ark., 2015; Sutiono, 2016). Cok disiik
konsantrasyonlarda yeterli olup reaksiyonlarda tiiketilmeden gorev almaktadir
(Robinson, 2015).

Enzimler katalizledikleri tepkimelere gore Enzim Komisyonu tarafindan alt1 sinifa
ayrilirlar (Boyce and Tipton, 2001). Bu enzim gruplari katalizledikleri tepkimelerle
birlikte Tablo 2.1°de verilmistir.


https://0210752v1-y-https-www-sciencedirect-com.proxy.sakarya.deep-knowledge.net/science/article/pii/S0006349515004002#!

Tablo 2.1. Enzimlerin siniflandirilmasi

Grup Simf Fonksiyon
1 Oksidorediiktazlar Indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlari
2 Transferazlar Fonksiyonel grup transferi
3 Hidrolazlar Hidrolitik pargalama
4 Liyazlar Cift baglara ekleme
5 zomerazlar [zomerizasyon reaksiyonlari
6 Ligazlar ATP pargalanmasi ile baglarin olusumu

2.2. Proteazlar

Proteolitik enzimler olarak da bilinen proteazlar enzimlerin hidrolazlar kategorisinde
smiflandirihir (EC 3.4.) ve hidrolitik reaksiyon mekanizmasini takip ederek amino
asitler arasindaki baglar1 ayirirlar. Bir kimyasal baga su eklenmesiyle veya basgka bir

grubun suya gevirilmesiyle yikimi saglayan enzimlerdir.
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Sekil 2.1. Proteaz enzimi kataliz mekanizmasi. Proteazlar, bir peptit bagina bir su molekiilii ilavesi ile gergeklesen

hidroliz reaksiyonu sonucu proteinleri par¢alamaktadir.

Peptitlerin proteaz katalizli hidrolizi ayrica proteazlarin spesifikligi nedeniyle
kimyasal hidrolizle karsilastirildiginda tercih edilen bir uygulamadir (Métyan ve ark.,
2013). Proteazlarin Ozgiinliigi fonksiyonel gruplarmin 6zelliklerine, substrat
molekiiliiniin biiyiikligiine, amino asitlerinin konfiglirasyonuna ve molekiiliin uglarda
yer alan atomlarinin karakterine baghidir (Aran, 2014). Diger bir deyisle, tek bir
proteaz protein molekiillerindeki tiim peptit baglarin1 pargalama yetenegine sahip

degildir.



2.2.1. Proteazlarm smiflandirilmasi

Kokenlerine, katalitik mekanizmalarina, ozgiinliiklerine veya katalitik bolgedeki
reaktif grubun yapisina bagli olarak genis bir sekilde gruplandirilabilecek
cesitliliktedir. Biitlin enzimler gibi proteaz enziminin aktivitesi de reaksiyon
ortamindaki pH degerinden etkilenir. Bu yiizden alkali (pH>7.0) veya yiiksek alkali
proteazlar (pH>10.0), noétral (pH 7 civarinda) ve asidik proteazlar (pH<7.0) olarak
smiflandirma yapilabilir (Sumantha ve ark., 2006).

MEROPS (URL-2, 2019) veri tabaninda proteolitik enzimlerin siniflandirilmasi ve
isimlendirilmesinin yani sira amino asit dizisi benzerligi ile gruplanmis 259 farkli
proteolitik enzim ailesi mevcuttur (Rawlings ve ark., 2012). Polipeptit zincirleri
tizerindeki etki bolgesine dayanarak ekzoproteazlar ve endoproteazlar olmak tizere iki
gruba ayrilir (Singh ve ark., 2016). Rao ve ark. (1998) tarafindan yayinlanan ¢aligma
Tablo 2.2.’de verilmis, proteazlarin siiflandirilmasi ve etki sekli bu tabloya gore

aciklanmugtir.

Ekzopeptidazlar, substratin amino (-NH2 ) veya karboksi (-COOH ) ucuna yakin bir
yerden peptit bagini pargalar. Polipeptit uglarindaki spesifik amino asitler, ayrilacak
olan peptit baginin yakimindaki polipeptit zincirinin konformasyonu ve peptit
uzunlugu ekzopeptidazlarin aktivitesini belirlemektedir. Polipeptit zincirinin ug
kisimlarina etkisine gore aminopeptidaz, karboksipeptidaz ve omega peptidaz olarak

incelenmektedir. (Saravanamuthu ve ark., 2010)

- Aminopeptidaz, polipeptit zincirinin serbest bir N-terminaline etki etmekte ve
amino asit kalintisin1 serbest birakmaktadir. Amino ucundaki ilk iki kalintiy:
katalizleyen enzimler dipeptidil peptidaz, iic kalintiyr katalizleyen enzimler

tripeptidil peptidaz olarak siniflandirilir.



Karboksipeptidaz, polipeptit zincirinin C-terminaline etki eder ve dipeptidi
veya amino asidi serbest birakir. Enzimin aktif bolgesindeki amino asit
kalintisina bagli olarak serin karboksipeptidazlar, metallo karboksipeptidazlar

ve sistein karboksipeptidazlar olmak iizere ti¢ gruba ayrilirlar.

Omega peptidaz, peptit baglarina etkiyen ekzopeptidazlardir.

Ekzopeptidazlar genellikle tek bir protein veya protein ailesi i¢in gosterdigi yiiksek

substrat 6zgilliigi ile monomeriktir. Bunlar genellikle salgilanmadan 6nce hiicreyi

diizensiz aktiviteden koruyan, aktif olmayan zimojenler olarak sentezlenir (Raju ve
ark., 2012).

Polipeptit zincirinin N- ve C- terminalinden uzakta olan veya i¢ kisimlarinda yer alan

peptit baglarina etkilerine gore karakterize edilen endoproteazlar alti sinifa

ayrilmaktadir. Bunlar; serin proteaz, sistein proteaz, aspartik proteaz, metalloproteaz,

glutamik asit proteaz ve treonin proteazlardan olusmaktadir (Rawlings ve ark., 2016).

Serin proteazlar, aktif bolgelerinde serin grubunun varligi ile karakterize
edilirler. Yapisal benzerliklerine ve islevsel belirtilerine dayanarak hem
ekzoproteaz hem de endoproteaz gruplarinda bulunurlar. Aktif bir bolge olan
Ser yan zincirinin birincil hidroksilini (genel olarak Ser-His-Asp tigliisii veya
Ser-Lys ikilisi) aktive ederek, niikleofilikligi arttirir ve bir peptit amid bagini
etkileyecek sekilde konumlandirir. Elde edilen kovalent enzim kompleksi daha
sonra hidrolizle ayrilir (Saravanamuthu ve ark., 2010). Serin proteazlar
genellikle notral ve alkali pH degerinde aktif olup optimum pH degerleri 7 ve
11 arasindadir. Serin proteazlarin izoelektrik noktasi genel olarak pH 4 ve 6
arasindadir. Serin proteaz 3, 4 dikloro izookumarin (3,4-DCI), di-izopropil
florofosfat (DFD) ve fenil metil siilfonil floriir (PMSF) ile geri doniisiimsiiz
inhibisyonlariyla tanimlanir (Kalwasiska ve ark., 2018). Aktif ve yiiksek
alkali olan serin alkali proteazlar, serin proteazlarin en biiyiik alt grubunu
temsil eder. Endiistride en biiyilk 6neme sahip serin proteazlar bakteriyel

substilinlerdir.



Tiyol proteaz olarak da bilinen sistein proteazlarin etki mekanizmasi serin
proteazlara ¢ok benzemektedir. Karboksilik asit tiirevlerinin ve bir agil-tiyol
ara urilinliniin hidrolizini katalize eder. Tlim sistein proteazlarinin aktivitesi
sistein ve histidinden olusan katalitik ikiliye baglidir. Bu enzimlerin aktif
bolgeleri sistein kalintilaridir. Yan zincir 6zgiilliiklerine bagli olarak dort gruba
ayrilirlar; (i) papain benzeri, (ii) glutamik asit benzeri (iii) arginin kalintilarinin
ayrilmasi ile tripsin benzeri ve (iv) digerleri. Papain en iyi bilinen sistein
proteazidir. Sistein proteazlar nétr pH'ya sahiptir ve bu proteaz
p-chloromercuric benzoate (pCMB) inhibitérleri ile tanimlanir (Nadeem ve
ark., 2013).

Asidik proteazlar olarak da bilinen aspartik proteazlarin Katalitik aktiviteleri
iki aspartik asit kalintisinin katalitik iki molekiiliine baglidir (Topkaya ve
Ertung, 2018). Onemli bir sekilde serin ve sistein proteazlardan farklilik
gosterir ¢linkli capraz peptit bagina etki eden niikleofil, bir amino asidin
niikleofilik yan zincirinden ziyade aktif bir su molekiiliidiir (Barret ve ark.,
1998). Cogu aspartik proteaz pH 3,0 ve 4,0 arasindaki degerlerde maksimum
aktivite gosterir ve pH 3,0 ile 4,5 arasinda izoelektrik noktaya sahiptir. Aspartik
proteazlar pepstatin ile inhibe edilebilir (Singh ve ark., 2016).

Metalloproteazlar biyolojik aktiviteyi siirdiirmek igin gerek duyduklart metal
iyonu (iki degerli) ile karakterize edilirler. Zn*? enzim aktivitesi, Ca*? ise
stabilite saglamak i¢in esas iyonlardir. Bunlar yiiksek organizmalardan gelen
kolajenazlar ve bakterilerden gelen termolizin gibi gesitli kdkenlerden gelen
enzimleri igerir. Metalloproteazlarin ¢ogu nétral ve alkalin pH'da maksimum
aktivite gosterir. EDTA, fosforamid gibi selatlama ajanlar1 tarafindan inhibe

edilirler (Saravanamuthu ve ark., 2010).



Tablo 2.2. Proteazlarin siiflandirilmasi ve etki sekli (Rao ve ark., 1998)

Proteaz Etki Sekli EC Kodu
Ekzopeptidazlar
Aminopeptidaz °+'0'0'0'0'“ 3.4.11
Dipeptidil peptidaz --*—0-0-0--- 3.4.14
Tripeptidil peptidaz +00 3.4.14
Karboksi peptidaz o-0-00-F * 34.16-3.4.18
Serin tipi proteaz 3.4.16
Metallo proteaz 3.4.17
Sistein tipi proteaz 3.4.18
Peptidil dipeptidaz NN JEP 3.4.15
Dipeptidaz . 3.4.13
Omegapeptidaz *--+-0—0-—— 3.4.19
v
000
Endopeptidazlar ———O-O—Y— 0-0-0--" 3.4.21-3.4.34
Serin proteaz 3.4.21
Sistein proteaz 3.4.22
Aspartik proteaz 3.4.23
Metalloproteaz 3.4.24
Endopeptidaz (bilinmeyen) 3.4.99

Acik daireler, polipeptit zincirindeki amino asit kalintilarini temsil eder. Koyu daireler terminal amino asitleri

gosterir. Yildizlar, bloklanan terminali belirtir. Oklar enzimin etki alanlarin1 gostermektedir.

2.3. Proteazlarin Kaynaklar

Endiistriyel enzimlerin kullanim alanlarimin artmast ve ekonomik degerinin
yiikselmesi biyoteknoloji alaninda iiretim ¢alismalarinin artmasina sebep olmustur.
Gida sanayisinde kullanilan enzimlerin %801 hidroliz amaglidir. Proteazlar, toplam
enzim pazarinin yaklasik %60’ i1 kapsar ve en degerli ticari enzimler arasinda yer alir.
Diinyadaki proteaz piyasasinin 2022 yilina kadar 3,29 milyar ABD dolar1 olacag
tahmin edilmektedir (URL- 2019). Gida bilesenlerinin tiretilmesinde, tiriin kalitesinin
gelistirilmesinde ve gida isleme asamalarinin veriminin arttirilmasinda bu enzimlere

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Proteazlar hayvansal, bitkisel veya mikrobiyal kaynaklardan elde edilirler ve
kullanilan kaynaga gore hiicrenin tamamindan, boliimlerinden veya hiicre igermeyen
oziitlerden elde edilebilirler. Gida proteinlerinin pargalanmasinda etkili olan
proteazlarin kaynagi gida maddesinin kendisi olabildigi gibi gidada gelisen

mikroorganizmalar tarafindan salgilananlar da kaynak olabilmektedir (Aran, 2014).

Endiistriyel islemlerde uzun siiredir kullanilmasina ragmen bitkisel proteazlarin yapisi
ve ozellikleri hakkinda yeterince bilgi yoktur. Meyve ve sebzelerden segilen 90 ¢esit
bitkiden (Sun ve ark., 2015), Crocus biflorus ¢igdem yumrular1 (Celik, 2018) gibi sap,
meyve, yapraklar ve kabugu da dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli biyocesitlilige sahip olan
bitkilerden potansiyel proteaz enzimi iretilebilecegi ve sanayiide mevcut proteaz

tiretimine kaynak olabilecegi belirlenmistir.

Hayvansal kaynakli proteazlarin ¢cogunu tripsin, kimotripsin, pepsin Ve renin enzimleri
olusturmaktadir. Ozellikle deniz hayvanlarindan elde edilen proteaz enziminin
digerlerine kiyasla yeni kimyasal ve stereokimyasal oOzellikler tasiyabildigi
belirtilmistir (Homaei ve ark., 2016). Ancak endiistriyel kullanimda bu enzimlerin
izolasyonu ve saflastirilmasi biiyiikk Ol¢iide zor olmaktadir. Ayrica hayvansal

kaynaklardan yapilan izolasyonda bir¢ok etik sorunla karsilagilmaktadir.

Mikrobiyal proteazlar onemli endiistriyel enzimlerdir. Fermantasyon teknolojisi
gelistikce mikrobiyal proteazlar daha yaygin olarak kullanilmistir. Kisa siirede ve
kiigilik bir tiretim tesisinde mikroorganizmalardan firetilebilecek ¢ok miktarda enzim,
endiistri talebini arttirmistir. Biiyiik cogunlugu alkalin proteazlardan olusan proteazlar
endiistriyel enzim pazarinin % 40-65'inden fazlasina sahiptir (Vijay ve ark., 2011;
Annamalai ve ark., 2014). Son yillarda 6zellikle ekstremofillere ve simbiyotik
mikroorganizmalar ¢ok daha fazla ilgi gosterilmektedir (Homaei ve ark., 2016). Diger
kaynaklardan ziyade mikrobiyal kaynakli proteazlar ekonomik, teknik ve etik
avantajlara sahiptir. Ornegin, mikrobiyal enzimlerin stabilitesi genellikle daha yiiksek,
tiretimleri kolaylikla kontrol altina alinabilmekte ve nispeten daha basit ekstraksiyon
yontemleri uygulanmaktadir (Robinson, 2015). Her ne kadar birgok enzim hiicre

icinde tutulsa da mikroorganizmalar tarafindan hiicre disina salinan enzimlerin
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ekstraksiyon ve saflagtirma islemleri daha kolaydir. Endiistriyel kullanimdaki
enzimlerin ¢ogu fungus (Srilakshmi, 2015) veya bakteri kaynakli (Sarker ve ark.,
2013; Si ve ark., 2018) hiicre dis1 salgilanan proteazlardir. Endiistriyel olmayan
kullanimdaki enzimler hiicre igidir ve hiicre tarafindan ¢ok az miktarlarda tretilir

(Robinson, 2015).

2.3.1. Bacillus cinsi bakterilerle proteaz iiretimi

Bacillus cinsi, Gram pozitif, diisik G+C miktarina sahip, ¢ubuk sekilli, endospor
olusturabilen, aerob veya fakiiltatif anaerob olan bakterileri icerir. Habitat1 toprak veya
toprakla iligkili ekosistemler oldugundan ¢ogu ortamdan izole -edilebilirler.
Antibiyotik, enzim, toksin tiretimi gibi birgok metabolik tiriinlerine endiistriyel alanda
biiyiikk 6nem gosterilmektedir. Endiistriyel mikroorganizmalar genetik stabilite, hedef
tiretimin etkinligi, vitaminler veya ek gelisme faktorlerine ¢cok az veya hi¢ gereksinim
duymamak, diisiik maliyetli ve kolaylikla erisilebilen genis g¢esitlilikteki karbon
kaynaklarini1 kullanmak, patojen olmamak, toksik ajanlar tiretmemek, fermantasyon
stirecinde {irtinti kolaylikla almak gibi ideal 6zellikleri barindirmalidir (Waites ve ark.,
2014).

Bacillus tiirleri, mikrobiyal fermantasyon uygulamalarinda en sik kullanilan
mikroorganizmalar olmustur. Kiiltiir ortamina biiyiik miktarlarda (20-25 g/L) hiicre
dis1 enzim iiretme ve salgilayabilme, ¢evresel degisikliklere yiiksek adaptasyon, kisa
fermantasyon dongiisiinii saglayan yiiksek ¢ogalma hizlari, GRAS (genellikle giivenli
olarak kabul edilir) statiisii ve bu tiirler hakkinda genis miktarda bilgi olmasi onlart en
onemli enzim treticileri arasina yerlestirmistir (Schallmey ve ark., 2004). Bacillus
tirleri tarafindan dretilen enzimlerden amilazlar ve proteazlar diinya ¢apinda ilgi
¢ekmektedir (Blanco ve ark., 2016). Bu nedenle, bu enzimlerin iiretimi ekonomik
olarak uygun ve optimize edilmis fermantasyon kosullar1 kullanilarak diisiik tiretim
maliyetinde gerceklestirilmektedir. Fermantasyon enzim {iretiminin yani sira
mikroorganizmanin gelisimini de ¢esitli yonlerde etkiler. Derin kiiltiir fermantasyonu
sterilizasyon kolaylig1 nedeniyle avantajlidir ve bu sistemlerde proses kontrolii daha

kolaydir. Proteazlar genellikle tiretim avantajlari nedeniyle derin kiiltiir fermantasyonu
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kullanilarak tiretilir. Ortam bilesimi mikroorganizmalarin enzim iiretiminde 6nemli bir
rol oynar. Sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi gibi bu cevresel faktorler mikrobiyal
metabolizmay: da biiyiik 6l¢iide etkiler (Lakshmi ve Hemalatha, 2016).

Her organizma veya susun maksimum enzim iiretimi i¢in kendine has kosullar1 vardir
(Sharma ve ark., 2017). Bu faktorler proteaz iiretimini tesvik etmek, gelistirmek ve
optimize etmek i¢in 6nemlidir. Yiiksek ve ticari olarak uygulanabilir proteaz verimleri
elde etmek i¢in fermantasyon ortaminin optimize edilmesi sarttir (Sumantha ve ark.,
2006). Kat1 hal fermantasyonu (Solide state fermentation; SSF), serbest suyun
yoklugunda veya c¢ok az oldugunda meydana gelen fermantasyon islemi olarak
tanimlanir. SSF stirecleri, ucuz hammadde olarak kullanilan ve bol miktarda biyokiitle,
tarimsal sanayi artiklar1 bulunan tilkeler i¢in ekonomik a¢idan 6nemlidir. Derin kiiltiir
fermantasyonu (Submerged fermentation; SmF) ya ¢6ziilmiis ya da sulu bir ortamda
siispanse edilmis bir substrat ile gerceklestirilir. Farkli substratlarla gergeklestirilen
SmF'ler, farkli proteaz aktiviteleri ile sonuglanir. Kazein ve jelatin gibi basit substratlar
diisiik enzim aktiviteleri verirken, soya fasulyesi unu ve bugday kepegi gibi daha
karmagik substratlar daha yiiksek proteaz aktiviteleri ile sonuglanir. Azot bakimindan
zengin bir ortamin glikoz ile takviyesi de proteaz iiretimini arttirir (Boer ve Peralta,
1999). Fermantasyon parametrelerinin istatistiksel optimizasyonu, optimum enzim

tiretimi ile sonuglanir.

Bacillus tiirleri spesifik hiicre disi proteaz fireticileridir. Bacillus tiirlerindeki
mikrobiyal ¢esitlilik biyoteknolojik kullanimlar igin uygun 6zelliklere sahip proteazlar
saglamaktadir. Salgilanan proteazlarin ¢ogu spesifik alanlara 6zgiidiir. Ayn1 Bacillus
cinsine ait farkli tiirler, farkli proteazlar iiretebilirler. Diger yandan Bacillus cinsinin
ayni tiirleri de farkli proteazlar iiretebilirler. Devanadera ve ark. (2016), notral ve
alkalin proteaz iiretmek igin alt1 farkli Bacillus subtilis tiirii ile bir ¢alisma yapmustir.
pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi fermantasyon parametreleri, ticari uygulama
icin en iyi bakteri izolatlarin1 segmek amaciyla optimize edilmistir. Calisilan alt1 izolat
arasinda USTCMS 1011, pH 7’de ve 37°C’de 72 saat boyunca en yiiksek 0,647 U/mg
protein notral proteaz aktivitesini vermistir. Ayni sus, 72 saat boyunca pH 9’da ve

30°C’de 0,495 U/mg proteininin en yiiksek alkalin proteaz aktivitesini vermistir. Hem
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ndtral hem de alkalin proteaz yiiksek proteolitik aktivite gosterdiginden, iki proteaz
tiretimi i¢in de kullanilmistir. Diger bir ¢alismada Aruna ve ark. (2014) bir peynir
cesidinden izole ederek Bacillus tequilensis SCSGABO0139 olarak tanimladiklari
sustan alkalin proteaz tiretmistir. Enzimin pH 9°da optimum aktiviteye sahip ve 45°C
ye kadar stabil oldugunu belirlemislerdir. Bacillus tequilensis, optimize edilen
besiyerinin bilesiminde maksimum 67,03 U/mL proteaz iiretimi gergeklestirmistir.
Bakteri tarafindan 48 saatlik inkiibasyon sonunda maksimum proteaz {iretimi

gerceklesmistir.

Bacillus cinsine ait tiirler, farkli azot ve karbon kaynaklari kullanarak, yiiksek pH ve
sicakliklarda kararlilig1 yiiksek triinler iiretebilirler. Bindu ve ark. (2013) tarafindan
yapilan caligmada hiicre dis1 alkalin proteaz iireten yeni bakteri susu Bacillus
stratosphericus DF, toprak 6rneklerinden izole edilmistir. Kiiltiir kosullarini optimize
ederek proteaz iiretimi 2,3 kat arttirllmistir. Farkli karbon ve azot kaynaklariin etkisi
lizerine yapilan galismalar laktoz, maya 6zii ve soya unu kombinasyonunun enzim
tiretimini arttirdigini ortaya koymustur. Bakteri 35°C’de pH 10°da 48 saat inkiibasyona
birakildiginda maksimum enzim miktarini tiretmistir. Suberu ve ark. (2019) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, yoreye 6zgii Bacillus tiirleri toprak 6rneklerinden izole edilmis
ve proteaz iretimi i¢in optimize edilmistir. Proteaz optimizasyonu Box-Behinken
Design (BBD) Design-Expert yazilimi ile yanit ylizey metodolojisi (RSM)
kullanilarak in sliko yapilmisg ve sonra deneysel olarak dogrulanmistir. Optimize
edilmis faktorler sicaklik, pH, karbon ve azot kaynagi ve inokulum yogunlugu olarak
belirlenmistir. Proteaz iiretimi i¢in yiiksek potansiyel gdsteren {i¢ sus Bacillus cereus
ABBAL1, Bacillus subtilis RD7 ve Bacillus subtilis NRD9 olarak tanimlanmistir. In
sliko deney modelinde optimize edilmis ortamda sirasiyla ABBA1, RD7 ve NRD9
suslart 159,43 U/ml, 141,28 U/mL ve 138,17 U/mL proteaz aktivitesi gosterirken
deneysel dogrulama 200,56 U/mL, 176,00 U/mL ve 163,76 U/mL proteaz aktivitesi
gostermistir. RSM modelinden elde edilen hiicre dis1 proteaz iiretimi i¢in optimum
kosullar 40°C, pH 8,5, inokulum konsantrasyonu %2,5 (h/h), maltoz 1,5 g/L ve sigir

0zii tozu 2,0 g/L olarak belirlenmistir.
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Si ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada B. subtilis FBL-1'den elde edilen
proteaz enzimini saflagtirmistir ve endiistriyel uygulama i¢in karakterizasyonunu
yapmustir. Enzimin pH stabilitesinin 7,0-9,0 arasinda ve 1s1l stabilitenin ise 30-50°C
arasinda oldugu belirlenmistir. Tekin ve ark. (2012) tarafindan yapilan g¢alismada
zorunlu alkalifilik bir Bacillus susu toprak numunesinden izole edilmis ve filogenetik
ve fenotipik analizlere dayanarak Bacillus cohnii APT5 olarak tanimlanmistir. B.
cohnii APT5’in optimum gelisme pH’s1 10 ve 50°C’de optimum enzim aktivitesi
693,318 U/dk olarak belirlenmistir. B. cohnii APT5'in ayrica kazein igeren bir ortamda
gelistirildiginde 50°C’de ve pH 11°de optimum aktivite gosteren hiicre dis1 bir alkalin

proteaz liretme kabiliyetine sahip oldugu bulunmustur.

2.4. Proteazlarin Kullanim Alanlari

Enzimler canli hiicrelerde olussa da birgogu hiicrelerden ayrilabilir ve in vitro olarak
caligmaya devam edebilir. Enzimlere 6zgii bu essiz yetenek endiistriyel proseslerde,
enzim teknolojisinin giderek daha fazla kullanilmasina neden olmustur (Smith, 2004).
En yiiksek oranda ticari enzim tiiketimi %34 ile deterjan endiistrisinde ve bunu %14
ile siit endiistrisi, %12 ile nisasta sanayi ve %11 ile tekstil uygulamalarinda kullanilan
enzimler izlemektedir. Kalan %29’luk kisim ise c¢ok ¢esitli uygulamalarda
degerlendirmektedir (Waites ve ark., 2014).

Bir proteaz olan tripsin ilk kez 1913 yilinda Almanya'da R6hm & Haas tarafindan
deterjanlarda kullanilmistir. Ardindan 1963 yilinda Novo'nun Alcalase adi1 verilen
bakteriyel bir proteaz gelistirmesiyle pazarlanmistir. (Rao, 1998; Aehle, 2008; Adrio,
2014). Daha sonra deterjan formiiliinde yliksek pH ve sicaklik ortaminda kararh
olabilen, oksidasyona, selatlama ajanlarina dayanikli olabilen, diisiik derisimlerde

aktif kalabilen ve genis substrat spesifikligine sahip enzimler tiretilmistir.

Deri endiistrisinde kullanilan toksik kimyasallarin yerine gegmek tizere biyoteknolojik
onem kazanmustir. Deri atma ve tily giderme uygulamalari nispeten yeni bir
gelismedir. Deri isleme, 1slatma, sepileme, kire¢ giderme, kil giderme gibi birkag

adimu igerir. Deri ve kilin yap1 taslart proteinlidir. Bu proseslerde enzimlerin artan
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kullanim1 yalnizca kirlilik sorunlarini 6nlemekle kalmaz ayni zamanda enerjiden
tasarruf saglar. Mikrobiyal alkalin proteazlar suyun daha hizli emilmesini saglamak ve

1slatma igin gereken siireyi azaltmak i¢in kullanilir (Zhou ve ark., 2018).

ABD ilag endiistrisinde Gida ve ilag idaresi (FDA) 12 proteaz tedavisini onaylamistir
ve bir dizi yeni nesil proteazlar klinik tedavilerinde fayda gostermektedir. Proteazlar
geleneksel tedavilerle birlikte uygulanabilir veya diger proteinlerle formiile edilebilir
(Craik ve ark., 2011). Giiniimiizde protein hidrolizatlarina dayali diyet
tamamlayicilarinin kullanimi ile bir¢ok enzim takviyesi, saglikli gidalar veya diger
farmasotik olmayan {iriinler yoluyla tedarik edilmektedir. Crohn hastalifi veya
pankreatit gibi hastaliklar nedeniyle dogal proteinleri 6ziimseyemeyen hastalar
proteazlar sayesinde protein aliminin smirlarinin ¢ok 6tesine gegmistir (Posovszky,
2016).

Proteazlar kozmetik endiistrisinde sa¢ bakimini, dis sagligini, istenmeyen tiiylerin yok
edilmesini saglayan iiriinlerde de kullanilmaktadir. Ozellikle keratinazlarin potansiyel
roliinlin gelistirilmesi ile keratinaz kullanimina 6zel bir yaklasim sergilenmektedir.
Yapilan bir arastirmada ticari olarak mevcut olan tiiy dokiici kremlere kiyasla
proteazlarin biyolojik etkinligi arttirdigr belirtilmektedir. Ayn1 zamanda proteazlar,
derinin boyanmasin1 kolaylagtiran toksik olmayan ve g¢evre dostu biyokatalizorler

olarak kullanilmaktadirlar (Sanghvi, 2016).

2.4.1. Gida endiistrisinde proteazlar

Gida endiistrisinde proteazlar biyolojik, teknolojik ve besin degerinin attirilmasinda
onemli rol oynar (Wouters ve ark., 2016). Duyusal kalitede modifikasyonlar
olusturarak gelismis sindirilebilirlik, azalmis alerjenite veya biyoaktif peptitlerin
serbest birakilmasi gibi olumlu etkiler yaratmaktadir. Alcalase ve Flavourzyme (Shu
ve ark., 2015) islenmis gidalarda lezzet, tat ve dokusal degisiklikler saglamak igin
islem yardimcilar1 olarak kullanilan proteazlardir. Cesitli gidalarin iiretiminde ve
iyilestirilmesinde hem mikroorganizmanin olusturdugu enzimler hem de proteaz etkisi

ile serbest amino gruplarinin ortaya ¢ikmasi etkili olmaktadir (Aran, 2014).
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Modern peynir yapimi asamalari siitlin hazirlanmasi, proteolitik enzimlerle siit
pihtilagsmasi sonucu lor olusumu, lor kesimi, peynir tanelerinin peynir alt1 suyundan
ayrilmasi, peynir kiitlesinin yogrulmasi, preslenmesi ve olgunlastirilmasini igerir (Law
ve ark., 2010). Rennin kazeindeki (k-kazein) peptit baglarin1 hidrolize ederek siitiin
pihtilasmasini saglayan enzimlerdir. Siit pihtilastiricilari olarak kullanilan enzimlerin
hemen hepsi aspartik proteazlara aittir ancak sistein ve serin proteazlar gibi diger
gruplardan gelen enzimlerin de uygun kosullar altinda siitii pihtilastirma yetenegine

sahip oldugu rapor edilmistir (Shah ve ark., 2014).

Bira iiretimi, nisasta i¢indeki sekerlerin maya etkisiyle etil alkole fermente edildigi bir
tiretim siireci olarak tanimlanmaktadir (Oliver, 2011). Malt yapimi1 ve mayseleme
asamalarinda fisin ve papain gibi proteazlar kullanilmaktadir. Malt yapimini ve
fermantasyonu gelistirmek, berraklastirmayi iyilestirmek, sogutma ve depolamada
kaliteyi gelistirmek icin proteazlara ihtiyag duyulur (Gomaa, 2018). Proteaz
proteinlerin ¢oziiniirliik derecesini arttirir ve buna bagli olarak biranin viskozitesini

azaltir.

Enzimler, kastaki proteinleri parcalamak ve et yumusatmaya yardimci olan kollajen
ve elastini hidrolize etmek i¢in kullanilmaktadir. Bitkilerden bilinen ii¢ tenderize edici
enzim, yani papain, bromelain ve fisin sirastyla papaya, ananas ve incirden elde edilir.
Yapilan bir calismada et yumusakligi i¢in doku ve et kalitesini iyilestiren papain dozu

ile %0,6 olarak belirlenmistir (Abdel-Naeem ve Mohamed, 2016).

Proteazlar endiistriyel firincilik iirlinlerinde de kullanilmaktadir. Proteaz kullanimi
hamurun gevsemesini ve ekmek hacminin iyilestirilmesini, hamurun biiziilmesini
Onler ve veriminin daha fazla olmasma imkan verir (Tanabe ve ark., 1996). Bu
proteazlar genellikle bitkilerde veya mikroorganizmalarda (bakteriyel veya fungal)
bulunur. Bromelain, genis pH ve sicaklik kosullarma uymakta ve amilaz veya
pentosanaz enzimlerine yan etkilerinin bulunmamasindan dolayr firincilik
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica serbest amino gruplarini ortaya
cikaran proteazlar, Maillard reaksiyonlarini gergeklestirmekte ve firincilik tirtinlerinde

rengin ve lezzetin iyilesmesini tesvik etmektedir (Aran, 2014).
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Protein hidrolizi ¢oziiniirliik, jellesme, emiilsifiye edici ve kopiiklenme 6zellikleri de
dahil olmak {iizere gida sistemlerindeki proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinin
degistirilmesinde gii¢lii bir aractir. Bununla birlikte fizyolojik fonksiyonlara sahip
biyoaktif peptitlerin ve diger protein hidroliz iriinlerinin iretimi i¢in gida
endiistrisinde uygulamalar artmistir. Ozellikle biyoaktif peptitlerin potansiyel
kullanim1 yiiksek oldugu icin protein igerigi yiiksek olan bir¢ok gida ve gida olarak
tilketilmeyen yan tirlinler degerlendirilmistir. Zanutto-Elgui ve ark. (2019) tarafindan
yapilan bir ¢alismada in vitro antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteye sahip siit tiirevli
biyoaktif peptitler {iretilmistir. Rai ve ark. (2016) tarafindan yapilan galismada
gidalarin raf 6mriinii artirmak i¢in dogal biyo-koruyucu olarak antimikrobiyal peptitler
kullanilmigtir. Bu tiir biyo-koruyucular gidanin fiziksel, kimyasal ve biyolojik

ozelliklerini degistirmeden yapiy1 ve aromay1 korumustur.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Aragtirmada, Sakarya Universitesi Gida Biyoteknolojisi Laboratuvari’ndan temin
edilen Bacillus subtilis ZBP4 susu kullanilmistir. Sarimercimek unu ve soya unu yerel
marketlerden; yagsiz siit tozu ve peynir alt1 suyu tozu Sakarya Milkon Siit ve Gida

Mamulleri San. ve Tic. A.S.’den temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan arac-gerecler ve kimyasallar

Calismada kullanilan arag-gereclerin listesi Tablo 3.1.’de; kimyasallarin listesi ise

Tablo 3.2.°de verilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup asagida

belirtilen firmalardan temin edilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan arag-gereglerin listesi

Arag Geregler

Model-Uretici Firma

Calkalamali Inkiibator
Calkalamali Su Banyosu
Distile Su Cihazi

Etiiv

Hassas Terazi

Isiticili Manyetik Karistirict
Otoklav

pH Metre

UV-VIS Spektrofotometre
Sogutmali Santrifiij

Toplam Azot Tayin Cihazi

Benchmark Incu-Shaker Mini, ABD
WiseBath WSB-30, Kore

Niive ND8, Tiirkiye

Microtest min, Tiirkiye

Radwag AS 220.R2, Polonya

IKA CMAG HS 7, Almanya
WiseClave WAC-80, Kore
Mettler-Toledo SCompact S210, Kanada
Shimadzu UVmini-1240, Japonya
Hettich Universal 320R, Almanya
Behr, Almanya
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Kimyasallar

Uretici Firma

Agar agar

a-D-Glucose

Gliserin Carl ROTH GmbH
Tris base

Sodyum kloriir

Sodyum hidroksit

Magnezyum siilfat heptahidrat

Dipotasyum fosfat
Hidroklorik asit
Siilfiirik asit

Sitrik asit

Asetik asit

Borik asit

Metilen mavisi
Metilen kirmizisi
Bromkresol yesili
L-tirozin
Trikloroasetik asit
Sodyum asetat
Sodyum sitrat dihidrat
Sodyum bikarbonat

Sodyum karbonat (susuz)

Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Labkim, Istanbul, Tirkiye

Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya
Merck, Darmstadt, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya

Horasan Kimya, Ankara, Tiirkiye

Merck, Darmstadt, Almanya

Merck, Darmstadt, Almanya
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3.2.2. Kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Kullanilan ¢ozelti ve tamponlar asagida aciklandigi sekliyle hazirlanmistir.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (NaOH, 2 N): Besiyerlerinde pH ayarlamak igin
kullanilmigtir. NaOH 8,01 g tartilarak bir miktar destile su ile ¢oziindiiriildiikten sonra

100 mL’lik balon jojeye konularak hacme tamamlanmistir.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (NaOH, yaklasik 1 N, % 32’lik): NaOH 32 g tartilarak 100

mL saf suda ¢6ziinmiistiir.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (HCI, 2 N): Besiyerlerinde ve tampon ¢ozeltilerde pH
ayarlamak icin kullanilmistir. Yogunlugu 1,18 g/cm?® olan %36’lik konsantre HCI
¢ozeltisi 2 N 250 mL hacimde hazirlanmigstir. Bunun i¢in 250 mL’lik balon jojeye 100
mL destile su konularak tizerine 43 mL HCI eklenmistir ve destile su ile hacme

tamamlanmustir.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (HCI, 0,1 N): Konsantrasyonu % 37 olan HCI’den 2,025 mL

alinarak saf su ile 250 mL’ye tamamlanmuistir.

Siilfirik asit ¢ozeltisi (H2SO4, 0,1 N): Konsantrasyonu % 98, yogunlugu 1,84 g/mL
olan derisik H2SOj4 ¢ozeltisinden 0,1 N 500 mL ¢ozelti hazirlamak igin 1,35 mL derisik

¢ozeltiden alinip destile su ile 500 mL’ye tamamlanur.

Borik asit ¢ozeltisi (HsBOs, % 4): Borik asit 4 g tartilarak 100 mL saf suda

¢Ozilindiirtilmiistir.

Borik asit belirteg ¢ozeltisi: 0,2 g metil kirmizisi+0,1 g bromkresol yesili, 100 mL

%95°1ik etil alkol ig¢inde ¢oziindiirilmiistiir.
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Metilen mavisi-Metilen kirmizisi belirteg ¢ozeltisi: 100 mL %95-96’1ik etil alkolde
¢oziindirilmis 0,3 g metilen kirmizist ile 100 mL %95-96’lik etil alkolde
¢oziindiiriilmiis 0,1 g metilen mavisi esit oranda karistiritlmastir.

L-tirozin standart stok ¢6zeltisi: 18,119 mg L-tirozin, 100 mL 200 mM pH 8 Tris-HCI
tamponu ile ¢oziindiiriilerek tirozin stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti standart

egri olusturmak i¢in belirli oranlarda seyreltilerek kullanilmistir.

Trikloroasetik asit (TCA, %10): Proteaz aktivitesinin belirlenmesi esnasinda
reaksiyonu durdurmak ve proteinleri ¢oktiirmek amaciyla kullanilmistir. 25 g TCA

tartilarak balon jojeye alinmig ve destile su ile 250 mL’ye tamamlanmustir.

Sodyum asetat tamponu (0,1 M): pH 4,0 ve pH 5,0 ortamlarinin proteaz aktivitesi
tizerine etkisini belirlemek amaciyla kullanilmigtir. pH 4,0 tamponu ig¢in; 3,08 g
sodyum asetat tartilarak {izerine 4,643 g asetik asit ve bir miktar distile su eklenmistir.
Daha sonra ¢ozeltinin hacmi destile su ile balon jojede 1 L’ye tamamlanmistir. pH 5,0
tamponu igin; 9,158 g sodyum asetat ve 4,643 g asetik asite ayni islemler uygulanarak

destile su ile balon jojede hacmi 1 L’ye tamamlanmustir.

Sodyum sitrat tamponu (0,1 M): pH 6,0 ortaminin proteaz aktivitesi lizerine etkisini
belirlemek amaciyla kullanilmistir. 24,087 g Sodyum sitrat dihidrat ve 3,471 g sitrik

asit tartilarak destile su ile balon jojede hacmi 1 L’ye tamamlanmuigtir.

Tris-HCI tamponu (0,1 M): pH 7,0 ve pH 8,0 ortamlarinin proteaz aktivitesi iizerine
etkisini belirlemek amaciyla kullanilmistir. Her iki pH ortami i¢in 12,114 g Tris base
ayri ayr1 tartilmistir. Bir miktar destile su i¢inde ¢oziindiiriilerek her iki balon jojenin

hacmi 1 L’ye tamamlanmistir. HCI ile istenilen pH’ya ayarlanmistir.

Karbonat bikarbonat tamponu (0,1 M): pH 9,0 ve pH 10,0 ortamlarinin proteaz
aktivitesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla kullanilmistir. pH 9,0 tamponu igin;
7,644 g sodyum bikarbonat ve 0,954 g sodyum karbonat (susuz) tartilarak iizerine bir
miktar destile su eklenmistir. Daha sonra ¢6zeltinin hacmi destile su ile balon jojede 1

L’ye tamamlanmustir. pH 10,0 tamponu i¢in; 3,876 g sodyum bikarbonat ve 5,709 g
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sodyum Kkarbonat (susuz) tartilarak destile su ile balon jojede hacmi 1 L’ye

tamamlanmaistir.

3.2.3. Kullanilan substrat ve besiyerleri

Fermantasyon ortaminda kullanilan besiyeri mikroorganizmanin tiim besinsel
gereksinimini igermeli ve islemin teknik amaglarini karsilar nitelikte olmalidir.
Inokulumun c¢ogalmasi ve fermantasyondaki hedefler, genelde besiyeri
formiilasyonundaki degisikliklere bagli olarak farklilik gostermektedir. Uretici
mikroorganizmanin optimum gelisimine izin veren bir iiretim ortaminin saglanmasi
gerekmektedir. Bu noktada, bir veya daha fazla besin kaynaginin (karbon, fosfor veya
azot kaynagi) ortama eklenmesi gelismeyi etkilemektedir. Bircok fermantasyon i¢in
formiilize edilmis besiyerinde bol miktarda su gerekmektedir. Genel besiyeri
gereksinimleri, biyosentez igin gerekli enerji ve karbon kaynagi ile azot kaynaklarini
icermektedir. Ayrica diger minor ve iz miktardaki elementler fermantasyon ortamina

eklenmelidir (Waites ve ark., 2014).

Nutrient Broth (NB): Bacillus kiiltiirii i¢in en popiiler ve en ¢ok kullanilan ortam olarak
bakteriyi izole etmek ve gelistirmek i¢in rutin olarak kullanilmistir. Bunun igin 8 g
Nutrient Broth tartilarak destile su ile 1 L hacme tamamlanmigtir. Manyetik
karistiricidda  ¢ézlinmesi saglandiktan sonra 100 mL’lik erlenlere 30’ar mL
aktarilmistir. Daha sonra ortam 121°C’de 1,5 atmosfer basingta 15 dakika sterilize

edilmistir.

Nutrient Agar (NA): Nutrient Agar besiyeri, bakteriyel kiiltiirlerin kisa siireli
korunmasi ve alt kiiltiirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Bunun i¢in 8 g Nurtient Broth
ve 12 g Agar Agar tartilarak destile su ile 1 L hacme tamamlanmis ve kaynatilarak
¢ozlinmesi saglanmistir. 121°C’de 1,5 atmosfer basingta 15 dakika sterilize edilmistir.
Daha sonra 50°C’ye sogutularak steril petri kaplarina aktarilmigtir. Nutrient Agar
bilesimi pepton (5,0 g/L), sodyum kloriir (5,0 g/L), sigir ekstrati (3,0 g/L) ve agardan
(12,0 g/L) olugmaktadir.
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Skim Milk Agar (SMA): Agar ortaminda proteaz enziminin tretilip tiretilmedigi test
edilmistir. Bu ortamda gelisen kolonilerin gevresinde olusan metabolit diffiizyonunun
olusturdugu zon ¢apinin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir. 1 g yagsiz siit tozu ve 1,2 g agar
tartilarak, 100 mL destile su ile 1sitmali karistiricida ¢oziinmesi saglanmistir. Besiyeri

ortami 121°C’de 1,5 atmosfer basingta 15 dakika sterilize edilmistir.

Kazein ¢6zeltisi: Proteaz enzim aktivitesinin 6l¢limii i¢in substrat olarak kullanilmistir
ve analizler i¢in giinliik hazirlanmistir. 100 mL 0,1 M Tris-HCI pH 8 tamponu igerisine
1 g kazein eklendikten sonra 1sitmali karistiricida 80°C’de 10 dk bekletilerek kazeinin

¢Oziinmesi saglanmigtir.

3.2.4. Bacillus subtilis ZBP4’ iin ¢ogaltilmasi ve proteaz iiretimi

Bacillus subtilis ZBP4 susu, %50 (h/h) gliserol ile tamamlanmis NB besiyerinde -65
°C'de stok kiiltiir olarak saklanmustir. izolatin cogaltilmasi igin stok kiiltiirden 6ze
yardimiyla 6rnek alinmis, NA besiyeri igeren petri kabina siirme yontemiyle ekilmis
ve 35°C sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
karakteristik koloni NB ¢ozeltisinde 35°C sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilarak
cogaltilmasi saglanmistir. Elde edilen kiiltiir, proteaz iiretimi i¢in as1 kiiltlir olarak

kullanilmistir.

Kazein hidroliz testinde Bacillus subtilis ZBP4 susu, hazirlanan SMA besiyerine
inokiile edilmistir ve inkiibatorde 35°C sicaklikta bir gece boyunca bekletilmistir.
Hiicre dis1 proteaz enzimi liretilmesi ile kolonilerin etrafinda temiz, seffaf bir bolge

olusmus ve protein hidrolizinin gergeklestigi dogrulanmistir.

Proteaz iretimi igin bakteri fermantasyonu sirasinda bazal besiyeri ortami
kullanilmistir. Bunun i¢in dncelikle maya 6ziitii (5 g/L), kazein (5 g/L), glukoz (5 g/L),
K2HPO4 (1 g/L), NaCl (1 g/L) ve MgS04.7H20 (0,1 g/L) bazal besiyeri faktorleri
olarak tanimlanmistir. Asagidaki ortamlarin her birinin pH'st 7,0-7,5’e ayarlanmistir
ve 30’ar mL olarak erlenlere paylastirilan ortam 121°C’de 1,5 atmosfer basingta 15

dakika sterilize edilmistir. Bacillus subtilis ZBP4, 6nce NB besiyerinde 24 saat inkiibe
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edilmis, inkiibasyon sonunda gelisen bakteriden bazal besiyerine %5 (h/h) oranda
inokiilasyon yapilmistir ve ¢alkalamali inkiibatérde (120 rpm) 35°C, 48 saat boyunca

inkiibasyona birakilmistir. Alinan 6rneklerin proteaz aktivitesi belirlenmistir.

Farkl1 azot kaynaklarinin proteaz {iretimi tizerindeki etkisini arastirmak i¢in kazein ve
maya Oziitli yerine amonyum siilfat, yagsiz siit tozu, peynir alt1 suyu tozu, soya unu,
pepton, sarimercimek unu kullanilmistir. Karbon kaynagi olarak segilen glukoz, azot
kaynagi olarak segilen sarimercimek unu ve maya oziitii degisen konsantrasyonlarda
incelenmistir. Tiim deneyler ti¢ paralel tekrar ile gerceklestirilmis Ve ortalama degerler

rapor edilmistir.

3.2.4.1. Glukoz konsantrasyonunun proteaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Glukoz konsantrasyonunun proteaz iiretimine etkisinin incelenmesi amaciyla (a/h)
bazal besiyerine 5 farkli miktarda glukoz (%0,2-2 a/h) eklenerek 100’er mL’lik
besiyerleri hazirlanmigtir. 2 N NaOH ve 2 N HCl ile pH 7,0-7,5 degerine ayarlanmustir.
Her bir erlene 30’ar mL olacak sekilde paylastirilmis ve 121°C de 1,5 atmosfer basing
altinda 15 dakika siireyle sterilize edilmistir. Bacillus subtilis ZBP4, NB besiyerinde
24 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda gelisen bakteri 5 farkli miktarda glukoz
iceren besiyerlerine %5 (h/h) oranda inokiile edilerek c¢alkalamali inkiibatérde (120
rpm) 35°C, 48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Alinan 6rneklerin proteaz

aktivitesi belirlenmistir.

3.2.4.2. Cesitli azot kaynaklarimin proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisime etKkisi

Inorganik azot kaynaklari amonyum tuzlarindan ya da amonyaktan elde edilirken,
organik azot kaynaklar1 iireyi, amino asitleri ve proteinleri icermektedir. Organik azot
kaynaklar1 genelde endiistrinin misir surubu, maya ekstrakti, pepton ve soya unu gibi
yan iriinlerinden elde edilmektedir (Sepahy ve Jabalameli, 2011). Cesitli azot
kaynaklarinin proteaz iretimine etkisinin incelenmesi amaciyla bazal besiyerinden
kazein ve maya 0ziitli ¢ikarilarak yerine glukoz ve 8 farkli azot kaynagi (kazein, maya

Oziitli, amonyum siilfat, yagsiz siit tozu, peynir alt1 suyu tozu, soya unu, pepton,
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sarimercimek unu) %1 (a/h) konsantrasyonda eklenmistir. pH 7,0-7,5’¢ ayarlandiktan
sonra Bacillus subtilis ZBP4, 8 farkli azot kaynagini igeren besiyerlerine %5 (h/h)
oranda inokiile edilmis ve c¢alkalamali inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. Alinan

orneklerin proteaz aktivitesi belirlenmistir.

3.2.4.3. Maya oziitii konsantrasyonunun proteaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Maya 0ziitii konsantrasyonunun proteaz lretimine etkisinin incelenmesi amaciyla
bazal besiyerinden kazein ve maya 0ziitli ¢ikarilarak yerine %1 (a/h) glukoz, %0-1,5
(a/h) arasinda degisen 5 farkli oranda maya o6ziitii eklenmistir. Besiyeri pH’s1 7,0-7,5
ayarlanarak sterilize edilmistir. Bacillus subtilis ZBP4, NB besiyerinde 24 saat inkiibe
edilmis, inkiibasyon sonunda gelisen bakteri 5 farkli konsantrasyonda maya oziitii
iceren besiyerine %5 (h/h) oranda inokiile edilerek inkiibasyona birakilmigtir. Alinan

orneklerin proteaz aktivitesi belirlenmistir.

3.2.4.4. Soya unu konsantrasyonunun proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisime

etkisinin belirlenmesi

Soya unu konsantrasyonunun proteaz liretimine etkisinin incelenmesi amaciyla bazal
besiyerinden kazein ve maya Oziitii ¢ikarilarak yerine %1 (a/h) glukoz, %1-2 (a/h)
arasinda degisen konsantrasyonlarda soya unu eklenmistir. Besiyeri pH’s1 7,0-7,5
ayarlanarak sterilize edilmistir. Bacillus subtilis ZBP4, NB besiyerinde 24 saat inkiibe
edilmis, inkiibasyon sonunda gelisen bakteri, 3 farkli konsantrasyonda soya unu igeren
besiyerine %5 (h/h) oranda inokiile edilerek inkiibasyona birakilmistir. Alinan

orneklerde proteaz aktivitesi ve mikrobiyal gelisme belirlenmistir.

3.2.4.5. Sarimercimek unu konsantrasyonunun proteaz iiretimine ve mikrobiyal

gelisime etkisinin belirlenmesi

Sarimercimek unu konsantrasyonunun proteaz Uretimine etkisinin incelenmesi
amactyla bazal besiyerinden kazein ve maya 6ziitii ¢ikarilarak yerine %1 (a/h) glukoz,

%1-2 (a/h) arasinda degisen konsantrasyonlarda sarimercimek unu eklenmistir.
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Besiyeri pH’s1 7,0-7,5 ayarlanarak sterilize edilmistir. Bacillus subtilis ZBP4, NB
besiyerinde 24 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda gelisen bakteri, 3 farkl
konsantrasyonda sarimercimek unu igeren besiyerine %5 (h/h) oranda inokiile edilerek
inkiibasyona birakilmistir. Alinan 6rneklerde proteaz aktivitesi ve mikrobiyal gelisme

belirlenmistir.

3.2.4.6. Soya ve sarimercimek ununda glukoz katkisinin proteaz iiretimine

etkisinin belirlenmesi

Soya ve sarimercimek ununda glukoz katkisinin proteaz iiretimine etkisinin
belirlenmesi amaciyla a/h olarak %0,1 K2POs, %0,1 NaCl ve %0,01 MgSO4 bilesimi
iceren besiyeri %1 (a/h) soya ve %1 (a/h) sarimercimek unu ile ayr1 ayri katkilanmistir.
Katkilanan her iki besiyerinden 100’er mL alinarak glukoz yoklugunda proteaz
aktivitesinin degisimi incelenmistir. Geriye kalan besiyeri 100’er mL olarak erlenlere
paylastirilmis ve glukoz varliginda proteaz aktivitesinin degisimini incelemek i¢in %1
(a/h) glukoz eklenmistir. Besiyeri pH’s1 7,0-7,5’¢ ayarlanarak sterilize edilmistir.
Bacillus subtilis ZBP4, NB besiyerinde 24 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda
gelisen bakteri hem %21 (a/h) glukoz igceren besiyerine hem de glukoz igermeyen
besiyerine %5 (h/h) oranda inokiile edilerek inkiibasyona birakilmigtir. Alinan

orneklerin proteaz aktivitesi belirlenmistir.

3.2.4.7. Baslangic pH’sinin proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisime etkisinin

belirlenmesi

Maya 06ziitii ve sarimercimek unu ile hazirlanan iki farkl besiyerinde gelisen Bacillus
subtilis ZBP4 susunun g¢ogalmasinin ve proteaz iretiminin optimum olmasi i¢in
baslangi¢ pH’sinin belirlenmesi amaglanmistir. Kazeinin proteaz iiretimine etkisi az
oldugundan bazal besiyerinden ¢ikarilarak yerine 10 g/ maya 6ziitii veya 10 g/L
mercimek unu eklenmistir. Hazirlanan besiyerlerinin pH’lar1 5, 6, 7, 8 ve 9 olarak
ayarlanmig ve sterilize edilmistir. Bacillus subtilis ZBP4, NB besiyerinde 24 saat

inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda gelisen bakteri farkli pH’lardaki besiyerine %5
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(h/h) oranda inokiile edilerek inkiibasyona birakilmistir. Alinan 6rneklerde proteaz

aktivitesi ve mikrobiyal gelisme belirlenmistir.

3.2.4.8. Sicakhigin proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisime etkisinin belirlenmesi

Bacillus subtilis ZBP4 susunun ¢ogalma ve proteaz liretimini optimuma ulastiracak
sicakligl belirlemek amaglanmistir. Bunun i¢in bazal besiyerine 10 g/ maya 6ziitii
eklenmis, proteaz iiretimine kazeinin etkisi az oldugundan besiyeri bilesiminden
cikarilmigtir. Ortam pH’s1 8’¢ ayarlanarak besiyeri sterilize edilmistir. Bacillus subtilis
ZBP4, NB besiyerinde inkiibe edildikten sonra izolat %5 (h/h) oranda hazirlanan
besiyerine inokiile edilmistir. Calkalamali inkiibatérde (120 rpm) 30, 35 ve 40°C
sicakliklarda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Alinan 6rneklerde proteaz aktivitesi

ve mikrobiyal gelisme belirlenmistir.

3.2.5. Bacillus subtilis ZBP4’ten iiretilen proteaz enziminin baz1 6zelliklerinin

belirlenmesi

3.2.5.1. Proteaz enziminin optimum sicakhiginin belirlenmesi

Bacillus subtilis ZBP4’ ten iiretilen proteaz enziminin optimum sicaklik tayini i¢in 500
uL seyreltik enzim ¢o6zeltisi lizerine 100 mM pH 8 Tris-HCI tamponunda hazirlanan
%1 (a/h) 1000 pL kazein ¢ozeltisi eklenmistir. Karisim 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90°C
sicakliklarinin her birinde su banyosunda 15 dakika boyunca inkiibasyona birakilarak

proteaz aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.5.2. Proteaz enziminin optimum pH'sinin belirlenmesi

Bacillus subtilis ZBP4’ ten iiretilen proteaz enziminin optimum pH degerinin
belirlenmesi amaciyla, pH 4 ve 5 i¢in 100 mM Sodyum asetat tamponu, pH 6 i¢in 100
mM Sodyum sitrat tamponu, pH 7 ve 8 100 mM Tris-HCI tamponu, pH 9 ve 10 i¢in
100 mM Karbonat bikarbonat tamponu ile %1°lik kazein substrat1 hazirlanarak enzim

aktiviteleri belirlenmistir.
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3.3. Analizler

3.3.1. Mikroorganizma gelisiminin belirlenmesi

Besiyerlerinde Bacillus subtilis ZBP4 susunun gelismesi sirasinda alinan ornekler
destile su ile 1/10 oranda seyreltilmistir. UV spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda absorbansi olglilmiistiir. Elde edilen degerler seyreltme faktoriiyle ¢arpilarak

Bacillus subtilis ZBP4 gelisimi belirlenmistir.

3.3.2. Enzim aktivitesi

Prakasham ve ark. (2006) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek enzim
aktivitesi belirlenmistir. Enzim ¢ozeltisinden 0,5 mL alinarak 1 mL kazein ¢6zeltisine
(%1 a/h kazein ¢ozeltisi, 200 mM Tris-HCI pH 8'de hazirlanmistir) ilave edilmistir ve
60°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyon sirasinda tirozin amino asidi serbest
kalmastir. Siire sona erdiginde 6rnekler hizli bir sekilde buz banyosuna alinmis ve
reaksiyon 2 mL %10’luk TCA ilave edilerek sonlandirilmistir. Bu karisim 4°C, 9000
rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenerek c¢okelen protein ve hiicre kiitlesi
uzaklagtinnlmigtir. Siipernatant alinarak, 1/5 oraninda distile su ile seyreltilmistir.
Yukarida belirtilen prosediirde 1 mL kazein ¢ozeltisine enzim yerine saf su eklenen
karisim, kor olarak kullanilmistir. UV spektrofotometrede 280 nm dalga boyunda

absorbansi Ol¢iilmiistiir.

3.3.3. Tirozin standart egrisinin hazirlanmasi

Tolan (2007) ve Prakasham ve ark. (2006) tarafindan kullanilan yontemler modifiye
edilerek Tirozin standart egrisi hazirlanmistir. Proteaz enzim aktivitesinin
hesaplanmasinda kullanilacak olan tirozin standart egrisinin ¢ikartilmasi amaciyla
tirozin stok ¢ozeltisinden 0,02-1 mM arasinda olacak sekilde seyreltilen
konsantrasyonlarda standartlar hazirlanmistir. 280 nm dalga boyunda her birinin
absorbansi Olciilmiistiir. Elde edilen absorbans degerlerine karsi tirozin standart egrisi

c¢izilmis ve egimi hesaplanmistir (Sekil 3.1.)
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Sekil 3.1. Tirozin standart egrisi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda tirozin ile hazirlanan standart egri ve asagidaki

Denklem 3.1.’den yararlanilmistir (Tolan, 2015).

. .. . U Standart egriden bulunan deger (umol) x toplam hacim (mL
Enzim Aktivitesi (— dk) = griden L pran (mb)  SF (3.1)
mL Enzim miktar:t (mL) x inkiibasyon siresi (dk)

SF: Seyreltme faktorii
Toplam hacim: 0,5 mL supernatant+1 mL kazein+2 mL TCA

3.3.4.Sarimercimek ununda protein miktari tayini

Sarimercimek ununda protein miktar1t AOAC’nin 981.10 Kjeldahl yontemine goére
hesaplanmistir (Horwitz ve Latimer, 2006). Prensibi, proteinlerde bulunan azotu
amonyak (NHz) haline getirerek amonyaktan azotu ve protein miktarini hesaplamaktir.

Analiz 3 asamadan olusmaktadir.

Yakma: Belli miktarda sarimercimek unu tartilarak Kjeldahl tiiplerine aktarilmistir.
Tiiplerin icine Cu, Hg, Fe, K gibi tuzlar iceren, katalizor gorevi yapacak olan Kjeldahl
tabletlerinden birer tane eklenmistir. Ayrica yanma isleminde tasmaya engel olmak
i¢in tiip igerisine ikiser adet kaynatma tasi1 eklenmistir. Yakma iinitesine dizilen tiiplere

10’ar mL H>SO4 eklenmistir. Yakma islemi yaklasik 1 saat boyunca devam etmistir.



29

Bu siire boyunca olusan vakum H>SOs4 ve diger organik asitlerin uzaklagsmasini
saglamistir. Proteinin yapisinda bulunan azot, H,SO4 ve katalizor tablet yardimiyla

islem bitiminde Amonyum siilfat haline gelmistir. Renk dontisiimii gézlemlenmistir.

Destilasyon: Destilasyon asamasinda yontemin yakma sirasinda olusan amonyum
stilfat-(NH4)2SO4, H20 ve NaOH ile ayrigtirilarak once NH4OH, daha sonra NHs
haline doniistiiriilerek zay1f bir asitle tutulmasi saglanmistir. NaOH yakma karisiminin
pH’sin1 yiikseltmekte ve (NH4)2SOs’tin NHs iyonlarmin NHs gazina doniismesini
kolaylagtirmaktadir ve NHz3 serbest hale gelmektedir. Kaynama noktasi sicakligina
kadar yiikseltilmis ve gaz haline gelmis amonyak geri sogutucu yardimi ile
yogunlastirilip geri sogutucunun ug¢ kismina konan erlendeki belli miktar ayarli borik

asit i¢inde tutulmaktadir.

Titrasyon: Borik asit ¢ozeltisinde tutulan ve amonyak miktarinin belirlenmesi i¢in
titrasyon islemi yapilmistir. Kjehdahl protein tayin yonteminin titrasyon agamasinda;
konsantrasyonu bilinen 0,1 N HCI ¢ozeltisi, damitma sirasinda olugan amonyum borat
ile reaksiyona girmistir. Titrasyon sonunda amonyak (zayif bir baz), konsantrasyonu
belli bir asitle notralize edilmistir. Amonyum borat hidroklorik asitle reaksiyona
girdiginde amonyum kloriir ve tekrar borik asite dontistiiglinden erlendeki mavi-yesil
renk damitmanin baglangicindaki menekse-mor renge doniisiir ve Denklem 3.2. ve
3.3.’de gosterildigi gibi yiizde azot ve ylizde protein miktar1 hesaplanmistir.

(V1-V0) x N x 0,014

%Azot = x100 = -+-g/100g (3.2)

%Protein = %Azotx F (3.3)

V1 = Titrasyonda harcanan HCI miktar1 (mL)

V0 = Kor deneme titrasyonda harcanan HCI miktar: (mL)

N = Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0,08 N)
m = Tartilan sarimercimek unu miktar1 (g)

F = Protein kat sayist (Un: 5,7)
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Tablo 3.3. Protein miktari tayininde gergeklesen kimyasal reaksiyonlar
Yakma Organik madde + H,SO4 Xatalizr) CO,+ H,0+ NH4" +S0;
NHs*+ S02% ™ (NH4)2SO4
Destilasyon  (NH4)2SO4 + 2NaOH — Na>SO4 + 2NH1OH
NH4sOH — H>0 + NHs
NH3z + H3BO3 — NH4H2BO3
Titrasyon NHsH2BO3 + HCI —, NH4Cl + H3BOs

3.3.5. istatistiksel analizler

Proteaz aktivitelerine ait analiz sonuglari ortalama degerler olarak verilmistir.
Sonuglarin degerlendirilmesinde IBM SPSS Statistics (Versiyon 20.0) istatistik paket
programi kullanilmistir. Analiz sonuglar1 tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
belirlenmistir (Raj ve ark., 2017). Ortalamalar arasindaki farkin belirlenmesinde

Duncan'in Coklu Karsilastirma Testi kullanilmigtir (p<0.05).



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bacillus subtilis ZBP4

Sakarya ilinden alinan bir toprak 6rneginden izole edilen Bacillus sp. ZBP4 susu,
aerobik, ¢ubuk seklinde, gram pozitif ve endospor olusturmaktadir. 16S rDNA
caligmalari, % 99.4 benzerlikte Bacillus subtilis oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Yapilan
calismalarda Bacillus subtilis ZBP4 izolatinin amilaz enzimi, antimikrobiyal madde
(Avcr ve ark., 2017) ve ekzopolisakkarit iiretme (Ergene ve Avci, 2018) yeteneginde

oldugu belirlenmistir.
4.2. Skim Milk Agarda Proteolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Bacillus subtilis ZBP4, proteolitik aktivitesinin belirlenmesi i¢in SMA igeren petride
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra SMA petrisinde koloniler gevresinde belirgin
bir sekilde berrak bir bolge olusmasiyla izolatin 6nemli proteolitik aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Proteaz iireticisi organizma olarak tanimlanmistir ve elde edilen sonug

Sekil 4.1.”de verilmistir.

Sekil 4.1. Bacillus subtilis ZBP4 susunun SMA tiizerindeki hidroliz bolgesi
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4.3. Bacillus subtilis ZBP4’ iin Cogaltilmas1 ve Bazal Besiyerinde Proteaz Uretimi

Bu amagla Bacillus subtilis ZBP4 ¢ogaltilmig, bazal besiyerine %5 (h/h) oranda
inokiilasyon yapilmistir. Calkalamali inkiibatérde (120 rpm) 35°C’de 48 saatlik
inkiibasyon sonucu elde edilen siipernatantlar %1°lik (a/h) kazein c¢ozeltisi ile
reaksiyona birakilmistir ardindan 280 nm dalga boyunda absorbanslarinin 6lgiilmesi
ile proteaz aktivitesi belirlenmistir. Bazal besiyeri ortaminda 24. ve 48. saat
orneklerinden sirasiyla, 878 ve 1206 U/mL proteaz aktivitesi elde edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin artmasma bagli olarak %37,35 enzim aktivitesinin arttig1

anlasilmistir (Sekil 4.2.).

1400 - 1906
1200
1000 - 878
800 -
600 -
400
200 -

Alktivite (U/mL)

24. sa 48. sa

Siire (sa)

Sekil 4.2. Bazal besiyerinde proteaz aktivitesi

4.3.1. Glukoz konsantrasyonunun proteaz iiretimine etKkisi

Farkl1 karbon kaynaklarinin hiicre disi enzim f{retimini etkiledigine dair genel
yorumlar vardir. Enzim iiretimi fizyolojik mekanizmalar tarafindan diizenlenir ve siv1
kiiltiirde glukozun katabolitleri (katabolit baskisi) genellikle hidrolitik enzimlerin
tiretimini baskilar (Zambare ve ark., 2011). Karbon kaynagi olarak glukozun Bacillus
subtilis ZBP4 tarafindan iiretilen proteaz enzimi lizerindeki etkisini arastirmak igin,
bazal besiyeri ortaminin glukoz konsantrasyonlar1 degistirilmistir. Bu amagla izolat
%0,2-2 (a/h) arasindaki 5 farkli glukoz konsantrasyonu igeren besiyerine %5 (h/h)

oranda inokiile edilerek inkiibasyona birakilmistir. Ornekler 24. ve 48. saatte
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alimmustir. Elde edilen sonuglara gore; 24. saatte (Sekil 4.3.a.) en diisiik aktivite 2 g/L.
konsantrasyonda 723+5,8 U/mL, en yiiksek aktivite ise 20 g/L konsantrasyonda
9374+49,8 U/mL olmustur. 48. saatte (Sekil 4.3.b.) en diisik aktivite 5 g/L

konsantrasyonda 708 +14,6 U/mL, en yiiksek aktivite 20 g/ konsantrasyonda
801+66,9 U/mL olarak elde edilmistir.

1200 - @
1000 - b

800 { @
600 -
400 -
200 -

Aktivite (U/ml)

5 10 15

Glukoz konsantrasyonu (g/L)

1200 - b
1000 -
800 -
600 -
400 1
200 -

Aktivite (U/mL)

2 5 10 15
Glukoz konsantrasyonu (g/L)

Sekil 4.3. Farkl glukoz konsantrasyonlarindaki proteaz aktivitesi a) 24. sa; b) 48. sa. a-b: Aymi grafikte yer alan

orekler arasindaki fark istatistiki agidan énemlidir ancak ayni harfe sahip olanlar istatistiksel olarak
anlaml degildir (p<0,05).

Glukoz konsantrasyonu 2 g/L’den 15 g/L’ye kadar arttirildiginda proteaz aktivitesinde
onemli bir degisiklik olmamistir. Ancak 20 g/L konsantrasyonda, her iki zamanda da

Olgiilen aktivitenin maksimum degere ulastigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
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zamana bagli olarak aktivitenin azaldig1 belirlenmistir. Proteaz aktivitesi istatistiksel

olarak %95 giiven diizeyinde anlamlandirilmistir.

4.3.2. Cesitli azot kaynaklarinin proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisime etkisi

Yapilan ¢aligmada azot kaynaklarinin proteaz iiretimi iizerindeki etkisi, en uygun
kaynaklarin tanimlanmas1 ve mikrobiyal gelisimin tespit edilmesi amaglanmistir. Bu
amagla Bacillus subtilis ZBP4 ¢ogaltilmis, %1 (a/h) konsantrasyondaki azot
kaynaklarinin bulundugu besiyerine %5 (h/h) oranda inokiile edilmistir. inkiibasyon

sonrasinda alinan 6rneklerde proteaz aktivitesi ve mikrobiyal gelisim belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar Tablo 4.1.’de gosterilmis ve kullanilan azot kaynaklari etki
derecelerine gére amonyum siilfat, peynir alti suyu tozu, yagsiz siit tozu, pepton,
kazein, mercimek unu, soya unu, maya Oziitii olarak en diisiikten en yiiksege
siralanmigtir. En diisiik aktivite 24. saatte amonyum siilfat 27+4,7 U/mL, en yliksek
aktivite ise maya oziitii 1348+29,7 U/mL olarak elde edilmistir. Maya oziitiiniin 48
saatte %24’liik bir artigla 1678+52,5 U/mL, soya ununun %46’lik artisla 1424+67,6
U/mL ve mercimek ununun %32’lik artigla 863+21,4 U/mL proteaz aktivitesine sahip

oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.1. Cesitli azot kaynaklarinin proteaz iiretimine etkisi ve mikrobiyal gelisim

Proteaz aktivitesi Mikrobiyel gelisme (ODgoo)
Azot Kaynaklart 24. sa 48. sa 24. sa 48. sa

Kazein 420 + 19,6¢ 555 + 54,7¢ 2,237 + 0,31¢ 2,203 + 0,29°
Maya Oziitii 1348 £+ 29,79 1678 £+ 52,59 3,570 + 0,26° 5,090 + 0,03°
Amonyum Siilfat 27+ 4,70 0.0 0,370 £ 0,08% 0,923 +£ 0,10°
Yagsiz Siit Tozu 333+ 8,1° 635 + 11,5 0,743 + 0,22 1,480 + 0,25°
Peynir Alt1 Suyu Tozu 220 + 8,8° 206 + 17,7° 0,010 + 0,01° 0,783 + 0,152
Soya Unu 975 + 105,0 1424 + 67,6 2,123 + 0,32¢ 8,343 + 0,16f
Pepton 361 + 18,1« 361 + 21,4° 1,017 £ 0,16° 0,950 + 0,312
Sarimercimek Unu 655 + 6,6° 863 + 21,4¢ 3,840 + 0,48° 4,595 + 0,49¢

a-g: Aym siitunda yer alan ornekler arasindaki fark istatistiki agidan énemlidir ancak ayni harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).
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Azot kaynaklarindan kazein, yagsiz siit tozu ve pepton arasinda istatistiki agidan
Oonemli bir fark goriilmemistir. Ayrica azot kaynaklarinin hiicre gelismesine yardimci
oldugu anlasilmistir. Mercimek unu, soya unu ve maya 0ziitii igeren besiyerinde hiicre

yogunlugunun yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1.).

4.3.3. Maya oziitii konsantrasyonunun proteaz iiretimine etkisi

Azot kaynaklarindan maya 6ziitii ile yapilan calisma en yiiksek aktiviteyi verdigi igin
(Tablo 4.1)) farkli maya oziitii konsantrasyonlarinin da enzim {retimine etkisi
aragtirtlmistir. Maya 6ziti %0; 0,1; 0,5; 1 ve 1,5 (a/h) konsantrasyonda hazirlanarak

besiyerine eklenmistir.

Sekil 4.4.a.’da goriildiigli gibi 24. saatte maya Oziitiiniin bulunmadig1 ortamda en
diisiik aktivite 218+24,6 U/mL, en yiiksek aktivite 15 g/l konsantrasyonda
1929+56,1 U/mL olarak elde edilmistir. Maya 0ziitii bulunmayan ortamda 48. saatte
ise 197428,7 U/mL en disiik aktivite; 15 g/L maya Oziitii konsantrasyonunda
15934-20,4 U/mL en yiiksek aktivite olarak elde edilmistir (Sekil 4.4.b.).

Ayni zaman diliminde konsantrasyon arttik¢a proteaz aktivitesinde belirgin bir artis
tespit edilmistir. Bununla birlikte her iki zamanda da olgiilen aktivite 15 g/L maya
oziti konsantrasyonda maksimum degere ulagsmistir. Ancak zamana bagli olarak 15

g/L konsantrasyonda aktivitenin azaldig1 belirlenmistir.



36

2500 - a

2000 A

1500 -

Aktivite (U/ml)

1000 -

500 A

5 10

Maya 6zitii konsantrasyonu (g/L)

2500 1 b
2000 -
1500 H

1000 A

Aktivite (U/ml)

500 A

0 1 5 10

Maya 6ziitii konsantrasyonu (g/L)

Sekil 4.4, Farkli maya 6ziitii konsantrasyonlarinda proteaz aktivitesi. a) 24. sa; b) 48. sa. a-e: Ayni grafikte yer alan
orekler arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemi. Ayni harfe sahip olanlar istatistiksel olarak anlaml
degildir (p<0,05).

4.3.4. Soya unu konsantrasyonunun proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisime

etkisi

Azot kaynagi olarak soya fasulyesi yenilenebilir ve ucuz bir tarimsal {irtindiir. Yaklasik
%40 protein iceren soya arzu edilen amino asit igerigi, bulunabilirligi ve diisiik
maliyeti nedeniyle yiiksek kullanim potansiyeline sahiptir (Liu ve ark., 2017). Ayrica

kiiltiir ortam1 i¢in diger organik ve inorganik bilesenler acisindan da zengindir.
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Proteaz enzimi tiretimine soya ununun etkisini aragtirmak i¢in hazirlanan besiyerlerine
%1, 1,5 ve 2 konsantrasyonlarda soya unu eklenmis, Bacillus subtilis ZBP4 susu %5

oranda inokiile edilmis ve inkiibasyon sonrasi proteaz aktivitesi ve mikrobiyal gelisme

belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Farkli soya unu konsantrasyonlarinda proteaz aktivitesi. a) 24. sa; b) 48. sa. a-b: Aym1 grafikte yer alan

orekler arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemi. Ayni harfe sahip olanlar istatistiksel olarak anlaml
degildir (p<0,05).
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Bacillus subtilis ZBP4 susu 10 g/L, 15 g/L ve 20 g/L soya unu konsantrasyonlarinda
sirastyla 24. saatte 916+33,0 U/mL, 1220+39,8 U/mL ve 1121+14,6 U/mL aktivite
vermis (Sekil 4.5.a.); 48 saat sonunda ise 1351+67,6 U/mL, 1666+ 31,1 U/mL ve
1607+51,2 U/mL olarak aktivite verdigi ve zamana bagl olarak bir artis oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.5.b.). Soya unu konsantrasyonu 15 g/L oldugunda zamana ve
mikrobiyal gelisime bagli olarak aktivite maksimuma ulasmistir. Hazirlanan
besiyerinde inokiile edilen Bacillus subtilis ZBP4, Tablo 4.2.°de gosterildigi gibi
zamana bagl olarak sirasiyla 3,92; 4,26 ve 1,91 kat artis gostererek gelismistir. Ayrica
Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore ortalamalar arasinda 6nemli bir fark

olusturdugu belirlenmistir (p<0.05).

Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlarda soya unu igeren besiyerinde bakteri geligimi
Mikrobiyal Gelisme (ODgoo)

Soya unu Konsantrasyonu

24. sa 48. sa
1 2,123+ 0,322 8,343 £ 0,16°
15 1,933 + 0,502 8,247 + 0,39¢
2 3,183 + 0,06° 6,077 + 0,25°

a-c: Ay siitunda yer alan drnekler arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemi. Ayni harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).

4.3.5. Sarimercimek unu konsantrasyonunun proteaz iiretimine ve mikrobiyal

gelisime etkisi

Mercimek (Lens culinaris) lif bakimindan yiiksek, yag oran1 diisiik baklagillerdendir.
%20,6-31,4 oranda protein igeren mercimek ayni zamanda karbonhidrat, yag, tiamin,
demir, fosfor ve bakir bakimindan zengin enerji ve protein kaynagidir (Jarpa-Parra,
2017). Mercimegin yapisal, fizikokimyasal ve fonksiyonel 6zellikleri bir bilesen
olarak potansiyel roliinii agiklamaktadir. Cevresel siirdiiriilebilirli§i ve yeni azot
kaynag1 olarak kullanilabilirligi arastirmada etkili olmustur. Yapilan c¢aligmada
mercimek ununda bulunan azotu, amonyak (NHs) haline getirerek bilesimindeki ham
protein miktarin1 belirlemek igin Kjeldahl metodu kullanilmistir. Kimyasal analiz

sonucunda mercimek ununun ham proteini %17,36 bulunmustur.
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Azot kaynagi olarak mercimek ununun Bacillus subtilis ZBP4 susu gelisimine, proteaz
tretimine ve aktivitesine etkisini aragtirmak icin bakteri %1; 1,5; 2 (a/h)
konsantrasyonlarda  hazirlanan  besiyerine inokiile edilmistir. Inkiibasyon
tamamlandiktan sonra hem proteaz {iretimi hem de mikrobiyal gelisme belirlenmistir.
Mercimek unu konsantrasyonlarinda proteaz aktivitesinin 24. saatte sirasiyla 655+6,6
U/mL, 6254+51,8 U/mL, 634+75,9 U/mL oldugu (Sekil 4.6.a.); 48. saat sonunda ise
863+21,4 U/mL, 948+ 30,8 U/mL, 1000+ 29,2 U/mL olarak aktivitenin arttigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.6.b). Tablo 4.3.’te gosterildigi gibi mercimek unu
konsantrasyonu arttirildiginda zamana ve mikrobiyal gelisime bagli olarak aktivitenin

arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli sarimercimek unu konsantrasyonlarinda proteaz aktivitesi. a) 24. sa; b) 48. sa. b-c: Ayni grafikte
yer alan 6rnekler arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemi. Ayni1 harfe sahip olanlar istatistiksel olarak

anlaml degildir (p<0,05).
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Tablo 4.3. Farkli konsantrasyonlarda sarimercimek unu igeren besiyerinde bakteri geligimi

Mikrobiyal Gelisme (ODgoo)
Soya unu konsantrasyonu

24. sa 48. sa
24.sa 48.sa
1 3,840 + 0,48° 4,595 + 0,49°
15 4,207 £ 0,24° 4,837 + 0,26°
2 5,067 £ 0,32° 5,800 £ 0,08°

b-c: Ayni siitunda yer alan drnekler arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemi. Ayni harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).

4.3.6. Soya ve sarimercimek ununda glukoz katkisinin proteaz iiretimine etkisi

Glukoz katkisinin proteaz iiretimine etkisinin belirlenmesi amaciyla soya ve
sarimercimek unu %1 (a/h) konsantrasyonda besiyerine eklenmistir. Sekil 4.7.a. ve
b.’de gosterildigi gibi mercimek unu katkili besiyerinden glukoz yoklugunda (MG-)
24, saatte 385+17,7 U/mL, 48. saatte 560+4,9 U/mL aktivite elde edilmistir.

Aynm1 ortama %1 (a/h) konsantrasyonda glukoz eklendiginde (MG+) proteaz
aktivitesinde sirasiyla 2,24 ve 1,17 kat artis elde edilmistir. Bununla birlikte soya unu
katkilt besiyerinden glukoz yoklugunda (SG-) 24. saatte 1011+46,3 U/mL aktivite
elde edilirken 48. saatte 1062+92,3 U/mL aktivite elde edilmistir. Bu ortama %1
konsantrasyonda glukoz eklendiginde (SG+) proteaz aktivitesi 24. saatte 916+33,0
U/mL o6lgiiliirken 48. saatte 1351+67,6 U/mL o6lgiilmiustiir (Sekil 4.8.a. ve b.).
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Sekil 4.7. Soya ve sarimercimek ununun glukoz varliginda proteaz aktivitesine etkisi. a) 24. sa; b) 48. sa.
MG-: Mercimek ununda glukoz katkis1 yok, MG+: Mercimek ununda glukoz katkis1 var, SG-: Soya

ununda glukoz katkist yok, SG+: Soya ununda glukoz katkis1 var. a-c: Ayni grafikte yer alan 6rnekler

arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemi. Ayni harfe sahip olanlar istatistiksel olarak anlamli degildir
(p<0,05).

4.4. Baslangic pH’s1 ve Sicakhigin Proteaz Uretimi ve Mikrobiyal Gelisime Etkisi
4.4.1. Baslangic pH’simin proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisime etkisi
Bacillus subtilis ZBP4 susundan en iyi proteaz iiretimini elde etmek i¢in izolatin

optimum pH’s1 belirlenmistir. izolat, ayr1 ayr1 maya &ziitii ve sarimercimek unu iceren

besiyerlerine %5 (h/h) oranda inokiile edilmistir.
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Inkiibasyon sonlandiginda alinan &rneklerde proteaz aktivitesi ve mikrobiyal gelisme
belirlenmistir. Bes farkli degerde pH’lar1 (pH 5, 6, 7, 8, 9) ayarlanmis besiyerlerinde

proteaz iiretimleri igin test edilmistir.
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Sekil 4.8. Maya 6ziitii ile hazirlanan besiyerinde pH degerine bagli proteaz aktivitesi. a) 24. sa; b) 48. sa. a-e: Ayni
grafikte yer alan 6rnekler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir ancak ayni harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).

Maya Oziitii igeren besiyerinde 24 saat inkiibasyon sonunda aktivitenin sirasiyla
1028+29,7 U/mL, 1152+56,6 U/mL, 1285+31,8 U/mL, 1437+33,8 U/mL ve
1988+21,4 U/mL oldugu (Sekil 4.8.a.); 48. saat sonunda ise sirasiyla %0,79; 1; 0,12;
0,9 ve 0,8 oranda arttig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.8.b.).
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Bununla birlikte Tablo 4.4.te gosterildigi gibi pH 5, 6 ve 7 ortaminda inokiile edilen
Bacillus subtilis ZBP4, zamana bagli olarak sirasiyla 1,35; 1,39 ve 1,15 kat artisla
mikrobiyal gelisme gosterirken pH 8 ve 9 ortaminda 1,22 ve 1,36 kat azalis
gostermistir. pH 9°da maksimum proteaz aktivitesi, minumum bakteri gelisimi tespit

edilmistir.

Tablo 4.4. Maya 6ziitii kullanilan ortamda pH degerine bagli bakteri gelisimi
Mikrobiyal Gelisme (ODgoo)

pH

24. sa 48. sa
5 3,467+0,082 4,670+0,212
6 3,42740,15° 4,77340,13°
7 3,58340,26° 4,140+0,17¢
8 3,70340,27° 3,02740,23¢
9 2,60740,2° 1,920+ 0,19¢

a-d: Ayni siitunda yer alan drnekler arasindaki farkin istatistiki agidan énemi. Ayn1 harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamlh degildir (p<0,05).

Sarimercimek unu igeren besiyerinde izolatin ¢ogalmasi ve proteaz iiretimi icin
optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla besiyerinin pH’lart 5, 6, 7, 8 ve 9a
ayarlanmistir. Bakteri hazirlanan bu ortama inokiile edilerek test edilmistir. Orneklere
ait 24. saat proteaz aktivitesinin pH 5, 6, 7, 8 ve 9’da sirasiyla 271+47,8 U/mL,
392+31,1 U/mL, 518+50,2 U/mL, 557+ 44,3 U/mL ve 687+76,9 U/mL oldugu (Sekil
4.9.a); 48. saat sonunda aktivite sirasiyla %52, %39,3, %15,8 %19,5 artmis, pH 9
ortaminda ise %35,1 azaldigi goriilmistiir (Sekil 4.9.b.). Bununla birlikte izolat,
zamana bagl olarak sirasiyla 1,64; 1,63; 1,19; 1,34 ve 1,16 kat artisla mikrobiyal
gelisim gostermis ve pH 8’de maksimum, pH 9’da minimum gelisim gosterdigi tespit
edilmistir (Tablo 4.5.). Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore ortalamalar arasinda
pH 7 ve 8de onemli bir fark olmadig1 ancak pH degeri arttikga aktivitede olgiilen
farkin 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.9. Sarimercimek unu ile hazirlanan besiyerinde pH degerine bagli proteaz aktivitesi. a) 24. sa; b) 48. sa.

a-d: Aym grafikte yer alan 6rnekler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir ancak ayni harfe sahip

olanlar istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).

Tablo 4.5. Mercimek unu kullanilan ortamda pH’ya bagli bakteri gelisimi

Mikrobiyal Gelisme (ODgoo)

pH

24. sa 48. sa
5 3,03740,31% 4,99040,23¢
6 2,99040,292 4,890+0,10°
7 3,44040,37b° 4,10040,22°
8 3,607+0,09¢ 4,82740,21°
9 2,813+0,212 3,283+ 0,072

a-c: Ayni siitunda yer alan drnekler arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemi. Ayni harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).

44
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4.4.2. Sicakhgin proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisime etkisi

Proteaz {iiretim ¢alismalar1 {i¢ farkli ortam sicakliginda (30, 35 ve 40°C)
gerceklestirilmistir. Maya 0ziitii igeren ortamda gelisen izolattan alinan 6rnekler 24.
saatte sicakliga bagli olarak sirasiyla 1114+495 U/mL, 1285+31,8 U/mL ve
1203+23,7 U/mL aktivite gdstermistir (Sekil 4.10.a.). Inkiibasyonun 48. saatinde ise
proteaz aktivitesi sirastyla %17,5; 1,2 ve 1 artmistir (Sekil 4.10.b.).
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Sekil 4.10. Maya 6ziitii ile hazirlanan besiyerinde sicakliga bagli proteaz aktivitesi. a) 24. sa; b) 48. sa. a-b: Ayni
grafikte yer alan 6rnekler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir ancak ayn1 harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).
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Tablo 4.6.’da gosterildigi gibi 30°C sicaklikta inokiile edilen izolatta minumum

bakteri gelisimi ger¢eklesmis ancak maksimum proteaz aktivitesi tespit edilmistir.

Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore sicaklik degerlerinin ortalamalar arasinda

onemli bir fark olusturdugu belirlenmistir (p<0.05).

Tablo 4.6. Farkl: sicaklik degerlerinde maya 6ziitii igeren besiyerinde bakteri gelisimi
Mikrobiyal Gelisme (ODgoo)

Steaklik ) 24 sa 48.sa
30 4,767+0,14 3,170+0,20
35 3,543+0,26 4,100+0,17
40 3,013+0,13 4,20040,10

Sarimercimek unu igeren ortamda gelisen izolattan alinan 6rnekler 24. saatte sirasiyla
619+41,5 U/mL, 518+50,2 U/mL ve 505+10,2 U/mL aktivite elde edilmistir (Sekil
4.11.a). Inkiibasyonun 48. saatinde proteaz aktivitesi sirasiyla %23,3; 15,8 ve 27,3
artmigtir (Sekil 4.11.b.).

Farkli sicakliklarda inokiile edilen Bacillus subtilis ZBP4, maksimum bakteri
gelisimini 30°C sicaklikta gostermistir (Tablo 4.7.). Enzim aktivitesinin ve mikrobiyal
gelisimenin 30°C’nin Ustiindeki sicakliklarda azalmasi, izolatin optimum sicakliginin

30°C olduguna isaret etmistir.

Duncan Coklu Karsilagtirma Testine gore ortalamalar arasinda sicakligin 6nemli bir

fark olusturdugu belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4.11. Sarimercimek unu ile hazirlanan besiyerinde sicakliga bagl proteaz aktivitesi. a) 24. sa; b) 48. sa. a-b:
Ayni grafikte yer alan 6rnekler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir ancak ayni1 harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).

Tablo 4.7. Farkli sicaklik degerlerinde sarimercimek unu igeren besiyerindeki bakteri gelisimi

Mikrobiyal Gelisme (ODgoo)

Sicaklik (°C) i 5
30 2,77740,232 4,31040,04°
35 3,44040,37* 4,10040,22
40 3,747+0,15° 2,887+0,212

a-c: Ayni siitunda yer alan 6rnekler arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemi. Ayn1 harfe sahip olanlar

istatistiksel olarak anlamli degildir (p<0,05).
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4.5. Enzimin Baz1 Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.5.1. Proteaz enziminin optimum pH’sinin belirlenmesi

Bacillus subtilis ZBP4 susu tarafindan iiretilen proteazin optimum pH’sinin
belirlenmesi i¢in izolat, maya 0ziiti ve mercimek unu ile hazirlanan iki farklh
besiyerinde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Optimum pH’nin belirlenmesinde pH 4
ve 5i¢in 100 mM Sodyum asetat tamponu, pH 6 i¢in 100 mM Sodyum sitrat tamponu,
pH 7 ve 8 i¢in 100 mM Tris-HCI1 tamponu, pH 9 ve 10 i¢in 100 mM Karbonat
bikarbonat tamponlar1 hazirlanmis %1°lik (a/h) kazein substrati ile enzim inkiibe

edilmistir.

Maya 6ziitliyle inkiibe edilen izolatin aktivitesi sirasiyla 1209+34,0 U/mL, 1474+46,7
U/mL, 14624+18,2 U/mL, 1772+21,4 U/mL, 1823+49,0 U/mL, 1787+14,8 U/mL,
1550+27,8 U/mL olarak belirlenmistir ve izolatin maksimum aktivite gosterdigi pH
degeri 8 olarak dlgtilmiistiir (Sekil 4.12.). Ancak Duncan Coklu Karsilastirma Testine
gore pH 7, 8 ve 9 ortamlarinda 6nemli bir fark tespit edilmemistir (p<0.05).
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Sekil 4.12. Farkli pH degerlerinde maya 6ziitii igeren besiyerinin proteaz aktivitesi, 48. sa. a-d: Ayni grafikte yer
alan ornekler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir ancak ayn1 harfe sahip olanlar istatistiksel

olarak anlamli degildir (p<0,05).
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Mercimek unuyla inkiibe edilen izolatin aktivitesi pH 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10
tamponlarinda sirasiyla 385+19,8 U/mL, 459+4+40,5 U/mL, 451+13,3 U/mL,
4844525 U/mL, 433+19,1 U/mL, 352438,9 U/mL, 332+23,4 U/mL olarak
belirlenmis ve izolatin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 7 olarak dlgiilmistiir
(Sekil 4.14.). Ancak Duncan Coklu Karsilastirma Testine gére pH 5, 6, 7 ve 8

ortamlarinda 6nemli bir fark tespit edilmemistir (p<0.05).
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Sekil 4.13. Farkli pH degerlerinde sarimercimek unu igeren besiyerinin proteaz aktivitesi, 48. sa. a-d: Ayn1 grafikte
yer alan 6rnekler arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir ancak ayn1 harfe sahip olanlar istatistiksel

olarak anlamli degildir (p<0,05).

4.5.2. Proteaz enziminin optimum sicakhi@inin belirlenmesi

Bacillus subtilis ZBP4 susu tarafindan iiretilen proteazin optimum sicakliginin
belirlenmesi i¢in izolat, maya 0ziitii ile hazirlanan besiyerinde 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Optimum sicakligin belirlenmesinde 100 mM Tris-HCI pH 8 tamponu
ile hazirlanmis %1°lik (a/h) kazein substrat1 ile segilen 7 farkli sicaklikta (30, 40, 50,
60, 70, 80 ve 90 °C) inkiibe edilerek reaksiyon gerceklestirilmistir.

Segilen sicakliklarda izolatin sirasiyla 1271455,3 U/mL, 1569+42,1 U/mL,
1761+13,0 U/mL, 1772+47,2 U/mL, 1359+43,2 U/mL, 1371+46,8 U/mL ve
1296+13,2 U/mL aktivite gosterdigi ve 60°C sicaklikta proteaz aktivitesinin
maksimuma ulastig1 tespit edilmistir (Sekil 4.15.).
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Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore ortalamalar arasinda sicaklik degisiminin

onemli bir fark olusturdugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 4.2. Farkli sicaklik degerlerinde maya 6ziitii igeren besiyerinin proteaz aktivitesi, 48. sa. a-d: Ayni grafikte

yer alan 6rnekler arasindaki fark istatistiki agidan dnemlidir ancak ayni harfe sahip olanlar istatistiksel

olarak anlaml degildir (p<0,05).



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada Bacillus subtilis ZBP4 susu tarafindan hiicre dis1 proteaz enzimi tiretimi
arastirilarak enzim {retimini ve mikrobiyal gelisimeyi etkileyen parametreler
incelenmistir. Enzim aktivitesinin belirlendigi tiim c¢alismalarda bakteri gelisimi

sonucunda elde edilen hiicresiz sivi (siipernatant) kullanilmstir.

Bakteriyel koloniler SMA besiyerinde proteolitik etkinlikleri agisindan taranmakta ve
proteolitik aktiviteye sahip olan kolonilerin ¢evresinde belirgin bir sekilde berrak bir
bolge olusmaktadir. Buna dayanarak, Bacillus subtilis ZBP4 susu da proteolitik
etkinligin belirlenmesi i¢in SMA besiyerinde inkiibe edilmistir. Kolonilerin ¢evresinde
berrak bir bolge olusmasiyla incelenen sus proteaz iireticisi organizma olarak
tanimlanmustir ve elde edilen sonug Sekil 4.1.’de verilmistir. Saggu ve Mishra (2017)
tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus infantis SKS1 susunun alkalin proteaz
tiretebilme yeteneginin tanimlanmasi igin, bakteri susu SMA Petrilerinde 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Petrilerin iizerinde berrak bolge olusturan bakteriyel
koloniler izole edilmistir. Bazi calismalarda SMA bilesiminde modifikasyonlar
yapilarak proteolitik etkinlik incelenmistir. Marathe ve ark. (2018), SMA bilesimini
%S5 yagsiz siit tozu, %0,25 pepton, %0,5 maya oziitii, %1 glukoz, %2,5 agar ile
hazirlayarak hiicre dis1 alkali proteaz lretiminin gergeklestigi hidroliz bolgelerini

gbzlemlemistir.

Kiiltiir kosullart maksimum enzim iiretimi i¢in optimize edilmistir. Yapilan ¢alismada
Bacillus subtilis ZBP4 susu 6ncelikle bazal besiyerine inokiile edilmistir. Maya 0ziitii
(5 g/L), kazein (5 g/L), glukoz (5 g/L), K2HPO4 (1 g/L), NaCl (1 g/L), MgSO4.7H20
(0,1 g/L) ve pH 7 bazal besiyeri faktorleri olarak tanimlanmistir. Bu ortamda proteaz
enziminin {iretimi incelenmistir. Inkiibasyon siiresine bagli olarak enzim aktivitesinin
%37,35 artisla 1206 U/mL aktiviteye ulasti§1 gézlemlenmistir. Ibrahim ve ark. (2015)
tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada Bacillus sp. NPST-AK15 susundan alkalin
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proteazin iiretim ortamina maya oziitii (7,5 g/L), fruktoz (20 g/L), KoHPO4 (1 g/L),
NaCl (50 g/L), Mg2S04.7H20 (0,2 g/L), Na2COs (10 g¢/L) eklenmistir ve pH 10,5’¢
ayarlanmistir. Spesifik enzim aktivitesinin 469,4 U/mg oldugu belirlenmistir. Baska
bir ¢alismada Farhadian ve ark. (2015) B. subtilis DR8806 susuyla proteaz enzimi
tiretmistir. Kullanilan besiyeri a/h cinsinden siikroz (%1), maya oziitii (%1), pepton
(9%0,5), NaCl (%0,5), KoHPOs4 (%0,1), M@2S04.7H20 (%0,2) bilesenlerinden

olusmustur.

Bacillus sp. tarafindan {iretilen proteaz enzimleri igin gerekli karbon kaynagi
incelendiginde glukozun enzim aktivitesi lizerinde olumlu etki gosterdigini bildiren
calismalara rastlanmaktadir. Nadeem ve ark. (2008) glikozun B. licheniformis N2 i¢in
proteaz liretmesi icin en iyi kaynak olarak bulundugu, proteaz iiretimindeki artisin
glikoz ilavesinin bir sonucu oldugunu gostermislerdir. Boominadhan ve Rajakumar
(2009) farkli atiklardan izole ettikleri Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus megaterium ve Bacillus licheniformis izolatlarinin proteaz enzimi tiretiminde
en uygun karbon kaynagini arastirmistir. Farkli kaynaklar arasindan glukozun dort

Bacillus izolati i¢in de en iyi karbon kaynagi oldugunu gostermislerdir.

Hiicre gelismesi Ve proteaz iiretimi i¢in azot kaynaklar1 6nemli bir ortam bilesenidir.
Yapilan ¢aligmada azot kaynaklarinin proteaz iiretimi tizerindeki etkisi incelenmis ve
mercimek unu, soya unu, maya oziitii igeren ortamlarda hiicre yogunlugunun arttigs,
dolayisiyla proteaz aktivitesinin de arttig1 tespit edilmistir. Hiicre gelismesi ve hiicre
dis1 proteaz tiretimi arasindaki iliskiyi arastiran Rachadech ve ark. (2010), karbon ve
azot kaynaklarinin optimizasyonunda maya ekstraktinin hem hiicre gelismesini hem
de proteaz iretimini desteklemek icin Onemli bir ortam bileseni oldugunu ortaya
koymustur. Bu ¢alismada, maya 6ziitii konsantrasyonlarinin Bacillus subtilis ZBP4
susu tarafindan tretilen proteaz enzimine dnemli derecede etkisi oldugunu belirleyen
calismalar bulunmaktadir. Benzer bir ¢alismada, Cheong ve ark. (2013) tarafindan
Bacillus subtilis i¢in en uygun azot kaynagi oldugu bulunmus ve maya ozitii
konsantrasyonlari optimize edilmistir. Ortama maya oOziitii ekendiginde proteaz
aktivitesi 170,57+6,75 U/mL’den (kontrol) 253,143+56,81 U/mL’ye artis

gostermistir. Maya ekstrakti konsantrasyonlar1 aragtirllmis ve %3 (a/h) maya
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ekstraktinin, proteaz iiretimini arttirmak i¢in enzim aktivitesinde %33'liik bir artigla en
etkili konsantrasyon oldugu tespit edilmistir. Anbu (2013) tarafindan yapilan
calismada proteaz iireten toplam 18 bakteri susu Giiney Kore'de SMA besiyeri
kullanilarak deterjan atiklarindan izole edilmistir. Aralarindan (BK-P21A) susu
secilmis ve Bacillus koreensis olarak tanimlanmistir. Proteaz tiretimi i¢in organik azot
kaynaklar1 olarak pamuk tohumu unu, jelatin, yagsiz siit, bugday unu ve maya oziitii
kullanilmistir. Degerlendirilen azot kaynaklar1 arasindan maya 6ziitii ortama

eklendiginde proteaz iiretiminin en 1yi oldugu anlasilmstir.

Bazi arastirmalarda ise soya ununun hem hiicre gelismesinde hem de proteaz
tiretiminde 6nemli bir ortam bileseni oldugu belirlenmistir. Joo ve Chang (2005)
tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus sp. 1-312 izolati, Chu (2007) tarafindan yapilan
caligmada Bacillus sp. APP1 izolati kullanilarak iiretilen proteaz enzimleri i¢in organik
azot kaynaklar test edilmistir. Aralarindan soya unu, izolatlarin {iretim kabiliyeti
tizerinde belirgin bir etki gostermistir ve bazal besiyerine %1,5 (a/h) konsantrasyonda
eklendiginde daha yiiksek proteaz verimi elde edilmistir. Singh ve Bajaj (2015)
tarafindan yapilan ¢caligmada 10 farkli azot kaynagi arasinda proteaz iiretimini arttiran
kaynak soya unu olmustur. Ayrica bu c¢alismada soya unu ile katkilanan bazal
besiyerinde glukoz varligi ve yoklugu Bacillus subtilis ZBP4 susunun proteaz
tiretimini etkilemistir. Benzer sekilde Patel ve ark. (2019) yaptigi ¢caligmada glukoz
yoklugunda soya ununun tek basina proteaz iiretiminde yeterli olmadigin1 ancak %1
konsantrasyona kadar proteaz {iretiminin arttigini gozlemlemislerdir. Optimum
konsantrasyondan daha fazla eklenen glukozun ise proteaz iiretimini baskilayabilecegi

vurgulanmustir.

Yapilan ¢alismada Bacillus subtilis ZBP4 susunun gelistirilecegi ortama mercimek
ununun eklenmesiyle 863+21,4 U/mL proteaz aktivitesi elde edilmistir. Organik azot
kaynag1 olarak kullanilan mercimek unu bazal besiyerine farkli konsantrasyonlarda
eklenerek optimizasyon calismasi yapilmistir. Konsantrasyon arttirildiginda zamana
ve mikrobiyal gelisime bagli olarak aktivitenin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica bu
calismada mercimek unu ile katkilanan bazal besiyerinde glukoz varlig1 ve yoklugu

Bacillus subtilis ZBP4 susunun proteaz iiretimini etkilemistir.
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Calismada ayrica Bacillus subtilis ZBP4 susunun en uygun gelisme kosullar1 da
aragtirtlmistir. Fiziksel parametreler olarak sicaklik ve pH degerlendirilmistir. Hem
maya Oziitli iceren besiyerinde hem de mercimek unu igeren besiyerinde izolatin pH
9’da ve 30°C sicaklikta en iyi gelistigi belirlenmistir. Kalwasinska ve ark. (2018)
tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus luteus H11 i¢in en uygun gelisme kosullarinin
pH 9 ve 30°C sicaklik oldugu bildirilmistir. Benzer bir ¢calismada Joo ve Chang (2005),
gelisme sicakliginin proteaz iiretimine etkisi incelenmis ve Bacillus sp. 1-312 i¢in
optimum gelisme sicakligi 32°C olarak belirlenmistir. Mothe ve Sultanpuram (2016)
pH 9’da 37°C sicaklikta optimum proteaz iiretimi gergeklestirmistir. Das ve Prasad
(2010), Bacillus subtilis tarafindan fretilen proteazin 37°C sicaklikta pH 8’de

optimum oldugunu vurgulamstir.

Azot kaynaklarindan maya 6ziitii veya mercimek unu kullanilarak incelenen proteaz
aktivitesinde pH ve sicakligin etkisi aragtirillmistir. Yapilan ¢alismada maya Oziitii
kullanildiginda pH 9’da, mercimek unu kullanildiginda pH 7°de optimum proteaz
aktivitesi elde edilmistir. Proteaz aktivitesine sicakligin etkisi incelendiginde ise 60°C
sicaklikta optimum aktiviteye ulagilmistir. Setyorini ve ark. (2006) tarafindan Bacillus
subtilis FP-133 susundan hiicre dig1 proteazlar sentezlenmis ve optimum proteaz
aktivitesi pH 7,5 ve 8’de elde edilmistir. Anandharaj ve ark. (2016) tarafindan yapilan
calismada Bacillus alkalitelluris TWI3 izolatinin {irettigi proteaz enzimi de en yiiksek
aktiviteye 60°C sicaklikta ulagsmistir. Benzer bir ¢alismada Rekik ve ark. (2018)
tarafindan rapor edilen Bacillus safensis RH12, Mothe ve Sultanpuram (2016)
tarafindan rapor edilen en yiiksek proteaz aktivitesine pH 8’de ve 60°C sicaklikta
ulagmistir. Gomaa ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus pumillus

izolatindan iiretilen proteaz 50°C sicaklikta maksimum aktiviteye sahip olmustur.

Proteaz iiretimi reaksiyonu baslangigta bazal besyerinde gergeklestirilerek
spektrofotometrik olarak absorbans 1206 U/mL &lgiilmiistiir. Izolat 20 g/L
konsantrasyona kadar glukozu kullanarak enzim iiretimini arttirdigi i¢in besiyerinde
kullanilan konsantrasyon ylizdesi arttirilabilir. Ayrica cesitli azot kaynaklar
aragtirtlarak mikrobiyal gelisime buna bagli olarak proteaz iiretimine etkisinin oldugu

belirlenmistir. Bu ¢alismada sarimercimek unu, soya unu ve maya oziitiiniin etkisi en
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yiiksek olmustur. Bu bilesenlerin ucuz, kolay bulunabilir ve istenilen {iretim hacmini
gerceklestirebilme kapasitesi ile daha ileriki c¢alismalarda ©nem kazanacagi
diistiniilmektedir. Enzimin bazi 6zellikleri belirlendikten sonra ¢alismanin ilerletilmesi
halinde endiistriyel potansiyele sahip olacagi, genis uygulama alanlarinda

kullanilacag diisiiniilmektedir.
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