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OZET

Anahtar kelimeler: Bacillus, Proteaz, Enzim iiretimi, Yanit yiizey yontemi

Bu calismada, cesitli toprak ve gida 6rneklerinden izole edilmis olan 32 adet Bacillus
izolatinin proteaz iiretimi arastirilmis ve en iyi iiretici izolatlardan biri olan Bacillus
sp. EBTAG secilerek proteaz liretiminin optimizasyonu yapilmis ve enzimin 6zellikleri
ile baz1 endiistriyel uygulama olanaklar1 belirlenmistir. Enzim {iretiminin
optimizasyonu, yanit yiizey yontemi (RSM) tabanli merkezi kompozit dizayni (CCD)
ile yapilmistir. Bu amagla, {i¢ 6nemli bagimsiz degisken (pH, sicaklik, maya oziitii
konsantrasyonu) ve bagimli yanit degiskenleri (enzim aktivitesi, mikroorganizma
gelismesi) belirlenmistir. Optimizasyon sonucunda; bagimsiz degiskenlerin hepsinin
enzim {retimi i¢in; maya 0ziitii konsantrasyonu ve sicakligin ise mikroorganizma
gelismesi i¢in anlamli faktorler oldugu belirlenmistir. Optimum Uretim 30°C, pH 9, 15
g/L maya 6zutl konsantrasyonunda olmus ve bu kosullarda, proteaz aktivitesi 3207,01
U/mL olarak belirlenmistir. CCD ile ortam bilesenlerinin ve Kkiiltiir kosullarinin
optimizasyonunun ardindan Bacillus sp. EBTAG6 tarafindan proteaz iiretiminde 2,6 kat
artis gozlemlenmistir. Enzimin optimum sicaklik ve pH’sinin sirastyla 50-60°C ve 8
oldugu tespit edilmistir. Enzimin pH 7-10 gibi genis bir pH araliginda kararli (% 82-
93) oldugu gozlenmistir. Enzim, 50°C’de bagil aktivitesinin %55’ini 150 dakika
siireyle koruyabilmistir. Metal iyonlarindan; K*, Cu?*, Sn?* ve Zn%**‘nin ¢ok diisiik
oranda inhibe edici, Ca?* ve Mg?"‘nin ise aktiviteyi arttiric1 etkisi olmustur. EDTA,
PMSF ve SDS enzim aktivitesini diistirmiis, Tween 20 ve Tween 80 ise etkilememistir.
Ham enzimin Kn ve Vmax degerleri sirasiyla 2,762 mg/mL ve 3125 U/mL olarak
belirlenmigtir. CaCl, varliginda enzim O6nemli oranda siit pihtilagma akvitesi
gostermistir. Yikama performansi analizinde kan ve ketcap gibi ¢esitli lekeleri etkili
bir sekilde 50°C’de ¢ikarabildigi goézlemlenmistir. Yapilan calismalar Bacillus sp.
EBTA6’nin irettigi proteazin serin alkalin 06zellikte ve endiistriyel kullanim
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.
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OPTIMIZATION OF PROTEASE PRODUCTION
BY Bacillus sp. EBTA6 AND INVESTIGATION OF INDUSTRIAL
APPLICATION POTENTIALS OF THE ENZYME

SUMMARY

Keywords: Bacillus, Protease, Enzyme production, Response surface method

In this study, 32 Bacillus isolates, that were previously isolated from soil and food
samples, were screened for protease production and one of the best producers, Bacillus
sp. EBTA6, was selected for the optimization of protease production and the
determination of the properties of the enzyme as well as the industrial applications.
Central Composite Design (CCD) of Response Surface Methodology was used for the
optimization. For that purpose, three important independent variables (pH,
temperature and yeast extract) and two dependent variables (protease activity and
growth) have been determined. The results showed that all of the independent factors
have significant effect on the enzyme activity and yeast extract concentration and
temperature had significant effect on the growth. Optimum conditions for protease
production were determined as 30°C, pH 9, and 15 g/L yeast extract concentration
with the activity of 3207,01 U/mL. A 2,6 times increment in the activity have been
achieved after the optimization. The optimum pH and temperature of the enzyme was
determined as 8 and 50-60°C, respectively. The enzyme was stable at a broad pH range
between 7 and 10 (82-93 %). It retained 55% of its activity at 50°C in 150 min.
Amongst the metal ions, K*, Cu?*, Sn?* and Zn?* slightly inhibited the activity while
Ca?* and Mg?* increased it. EDTA, PMSF and SDS have decreased the the activity,
on the other hand Tween 20 and Tween 80 did not effect it. Km and Vmax values of the
enzyme were deterimed as 2,762 mg/mL and 3125 U/mL, respectiely. It possessed
considerably high milk clotting activity in the presence of CaCl,. Washing performance
of the enzyme which were tested on blood and ketchup stains showed that it was quite
effective at 50°C. The studies have revealed that the protease from Bacillus sp. EBTA6
was serin alkaline and had industrial potential.
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BOLUM 1. GIRIS

Enzimler canli sistemler tarafindan sentezlenen son derece verimli biyolojik
makromolekiillerdir. Cok ¢esitli analitik, bilimsel, endiistriyel uygulamalari nedeniyle
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Mikrobiyal enzimler, ekonomik {iiretimleri,
uygun kullanimlari, reaksiyon ortamindan kolay geri kazanimlari, substrat 6zgiilliigii,
yiiksek katalitik aktivite ve orta diizeyde cevre kosullarinda calisabilme kabiliyetleri
ile endiistriyel ve biyoteknolojik siireclerde tekrar tekrar kullanilabilirlikleri dahil
olmak iizere inorganik katalizorlere gore avantajlar sunar (Nadeem ve ark., 2008;
Bashir ve ark., 2018). Endiistriyel enzimlere yonelik kiiresel talebin 2014 yilinda 4,2
milyar dolar; 2020 yilinda ise 5,9 milyar dolar oldugu bilinmektedir. 2020’den
2026’ya kadar yillik bilesik biiylime oraninin da yaklasik 6,2 milyar dolara ulagmasi
beklenmektedir (Adetunji, 2017; URL-1, 2020).

Proteaz, proteinleri peptit ve aminoasitlere hidrolizini katalizleyen enzimlerdir
(Hindhumathi ve ark., 2011). Tiim canli organizmalarda bulunarak; hiicrenin geliserek
farklilagmasini saglar (Bhunia ve Dey, 2012). Proteazlar; tiim endiistriyel enzim
pazarinin %70’inden azin1 olusturan en biiylik ve 6nemli hidrolitik enzimlerden biri
olarak kabul edilmektedir (Annamalai ve ark., 2014a). Proteazlar ilk basta siit
endiistrisinde peynir liretimi icin siit pihtilagtirma ajanlar1 (peynir mayasi) olarak
kullanilmaya baglanmistir (Gaur ve ark., 2015). Endiistriyel biyoteknolojide proteaz,
derilerin tiiylerinin alinmasi ve siyrilmasinda, et yumusatilmasinda, peynir aromasinin
gelistirilmesinde, unlu mamullerin iiretiminde, unun islenmesinde, hamur yapisinin
tyilestirilmesinde, kurabiyelerde aroma ve renk verilmesinde, hayvan yemlerinin
sindirilebilirliginin  iyilestirilmesinde, balik pres suyunun viskozitesinin
azaltilmasinda, balik yaglarinin geri kazanilmasinda, kumaslarda ipek zamkinin

giderilmesinde ve proteinli leke cikarilmasinda, giimiis geri kazanimi ve atik



yonetiminde kullanilir (Maase ve Van Tilburg, 1983; Outtrup ve ark., 1995; Wolft ve
ark., 1996; Thns ve ark., 1999; Adinarayana ve Ellaiah, 2002).

En 6nemli endiistriyel enzimlerden biri olan proteazlar; bakteriler, mayalar ve kiifler
gibi ¢esitli mikroorganizmalardan ayrica bitkilerde ve ¢esitli hayvan dokularindan elde
edilebilirler (Asker ve ark., 2013). Bununla birlikte, bitki ve hayvansal kaynakli
proteazlar, artan endiistriyel talepleri karsilayamadigi i¢in mikrobiyal proteazlara olan
ilginin artmasina neden olmustur (Kumar ve ark., 2005). Bacillus tiirleri; fermantasyon
dongiisiiniin kisa zamanda olmasina yol agan yiiksek ve hizli gelisme oranlari, hiicre
dis1 ortama proteinleri salma kapasiteleri, arzu edilen 6zelliklerde yeni enzimler
tiretmek i¢in genetik degisim kolaylig1, Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis gibi
tiirler i¢in gida ve ilag uygulamasi GRAS (genel olarak giivenli kabul edilir) durumu
dahil olmak {iizere ¢esitli sebeplerle ilgi cekici endiistriyel araglardir (Schallmey ve
ark., 2004). Bacillus subtilis grubu, dlinya ¢apinda ticari alkalin proteaz liretiminin

baslica kaynagidir.

Fermantasyon parametrelerinin optimize edilmesi ile; iyilestirilmis ve maliyeti uygun
olan proteaz tiretimi, endiistriyel uygulamalar i¢in arastirmacilarin en temel hedefidir
(Li ve ark, 2006). Ciinkii bu parametreler, enzim salgilanmasi igin
mikroorganizmalarin gelismesini tesvik edici bir anahtar goérevi goriir (Bhunia ve Dey,
2012). Fermantasyon teknolojisinde, mikrobiyal metabolitin iiretkenligindeki
gelismeler; genelinde besinsel ve fiziksel parametrelerdeki degisiklikler ve mutasyon
seciminin sonucu olarak sus iyilestirmeleri yoluyla elde edilir (Greasham, 1983). Yanit
ylizey yontemi (RSM), ortam bilesenleri ve biyomolekiillerin iiretimi i¢in gerekli diger
kritik degiskenlerin optimizasyonunda uygulanan, iyi bilinen bir yontemdir (Ya-Hong
ve ark., 2004). RSM’nin temel avantaji, karmasik siiregleri optimize etmek i¢in etkili
bir istatistiksel teknik oldugundan birden fazla parametreyi ve bunlarin etkilesimlerini
degerlendirmek icin gerekli deneysel denemelerin sayisini azaltmasidir. Bu sebeple,
bir slirecin optimize edilmesi i¢in gereken diger yaklasimlara gore daha az zahmet

vererek, zaman kazandirir (Giovanni, 1983).



Bu calismada, Bacillus kaynakli hiicre-dis1 proteaz enzimin {iretimi ve enzimin
Ozelliklerinin belirlenerek endistriyel kullannm potansiyellerinin  belirlenmesi
amagclanmustir. Bunun i¢in; (i) Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Gida
Biyoteknolojisi Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan Bacillus izolatlar ile
tarama c¢alismasi yapilarak en iyi proteaz tireticisi sus belirlenmistir; ii) Segilen izolatin
(Bacillus sp. EBTAG) proteaz liretimini arttirmak i¢in merkezi kompozit dizayni
(CCD) kullanilarak; pH, inkiibasyon sicakligi ve maya oziitli gibi biyoproses
parametreleri yanit yiizey yontemi (RSM) ile optimize edilmistir; iii) Uretilen
proteazin; pH, sicaklik gereksinimleri, ¢esitli metal iyonlari, proteaz inhibitdrleri ve
surfaktanlara kars1 dayanikliliklar: ile kinetik ozellikleri belirlenmistir; iv) Leke
¢ikarma potansiyeli ve siit pthtilagtirma aktivitesi ile enzimin endiistriyel uygulamalar

icin potansiyeli de incelenmistir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETIi

2.1. Enzimler

Enzimlerin 4000 kadar biyokimyasal reaksiyonu katalizledigi bilinmektedir (Bairoch,
2000). Substratlart ile gecis durumu kompleksleri olusturarak reaksiyonlari
hizlandirirlar, bu da reaksiyonun aktivasyon enerjisini azaltir (Bharathiraja ve ark.,
2017; Singh ve ark., 2016). Enzimler, normal sekilde gerceklesen herhangi bir
kimyasal reaksiyonun hizini, 100 milyon ile 10 milyar kat arasinda bir hizda arttirir
(Gurung ve ark., 2013). Enzimlerin genel olarak tanimlanirken “yesil kimyasallar”
denilmesinin sebebi; ¢cevre dostu bir yapida olmalar1 ve endiistride ev esyalarina kadar
genis bir alanda kullanilmalaridir (Lakshmi ve Hemalatha, 2015). Antik caglardan
giiniimiize kadar, peynir, eksi hamur, bira, sarap, sirke gibi bircok farkli gida
iriinlerinin, deri ve keten gibi tiriinlerin iiretiminde kullanilmistir (Kirk ve ark., 2002).
Endiistriyel iiretiminde enzimler; biyokataliz, aktif farmasotik bilesenler, dokme
kimyasallar, tarimsal kimyasal farmasotik ara iiriinler ve gida bilesenleri i¢in gerekli

bir ara¢ olarak gelismistir (Schoemaker ve ark., 2003).

Tiim enzimler (birtakim reaksiyonlar1 katalizleyen, yapisinda riboniikleik asit bulunan
ribozimler diginda) protein yapisindadir. Substrat ise enzimlerin etkisi ile pargalanan
maddelerdir (Demirci, 2014). Enzimin substrat ile birbirlerine tam uyan geometrik
yapilar1 “anahtar-kilit” modeli olarak tanimlanmistir. Bu model enzimin spesifikligini
aciklar. Enzimlerin ¢cogu etkiledikleri substrattan daha biiyiik oldugundan, enzimlerin
sadece kiigiik bir boliimii katalize dogrudan katilir. Aktif bolge, katalitik kalint1
bulunan bolgede substratin baglanmasindan sonra reaksiyonu gerceklestirir. Ek olarak
enzimlerin igerdigi bolgeler arasinda kataliz icin gereken kofaktorlerin baglandigi
kisimlarda vardir. Enzimlerden bir¢ogunun, 1sitma ya da kimyasal denatiirasyonla ii¢

boyutlu yapis1 degiserek bozulabilir, inaktive olabilir. Burada enzime gore,



denatiirasyon islemi geri doniisiimlii ya da geri doniistimsiiz olabilir (Gurung ve ark.,

2013).

Gergeklesen reaksiyon ¢esitlerine gore, 6 ana grupta enzimler siniflandirilmistir (Sekil
2.1.). Her enzimin bir numarasi olmakla birlikte; her numara da 4 rakamdan olusarak,
enzim tarafindan katalizlenen tepkimeyi tanimlar. Bu numara sirasiyla (1-4); numara
smifi, numara alt sinifi, numara grubu ve kendine 6zgii sira numarasidir (Nelson ve

Cox, 2005). Tiim enzimlere bir EC numarasi verilir (Okafor, 2007)

Oksidorediiktazlar Ligazlar
EC: 1 EC: 6
Transferazlar Izomerazlar
EC: 2 EC:5
Hidrolazlar Liyazlar
EC: 3 EC: 4

Sekil 2.1. Enzimlerin siniflandirilmasi ve EC kodlari

Gilinlimiizde endiistriyel islemlerde kullanilan enzimlerin ¢ogu hidrolitiktir ve tiirlii

dogal maddelerde par¢alanma i¢in kullanilmaktadir (Kirk ve ark., 2002).

2.2. Proteazlar

Bir polipeptit zincirinde amino asit kalintilar1 arasinda yer alan peptit baglarini (-CO-
NH) kopararak proteinlerin par¢alanmasini katalize eden, kiigiik peptitlere ve amino
asitlere indirgeyen oldukga biiyiik ve karmasik enzim grubu proteazlardir (Shankar ve
ark., 2011; Ibrahim ve ark., 2015). Proteolitik enzimlere, proteinazlar da denilmektedir.
Dogas1 geregi her yerde bulunurlar (Poldermans, 1990). Tiim canli organizmalarda
bulunmasinin  6nemi; canlilardaki metabolik ve diizenleyici faaliyetleri

gerceklestirirken anlasilmaktadir (Wandersman, 1989).



2.2.1. Proteazlarin siiflandirilmasi

Proteazlar enzim sinifindan hidrolazlar (EC 3.4.) kategorisindedir (Keskin, 1987). Su
molekiilii vasitasi ile peptit baglarini parcalayarak katalizler. Aktif bolgenin kimyasal
yapist, katalize ettikleri reaksiyon yapisi ve bilesimine gore siniflandirilir. Esas olarak
substrat iizerindeki katalitik bolgeye gore yani, eylemin gerceklestigi yere gore;
endoproteazlar ve ekzoproteazlar olmak tizere 2 ana grupta siniflandirilirlar (Adetunji,
2017; Hamza, 2017). Proteazlarin siniflandirma sistemi ve EC kodlar1 Sekil 2.2.’de

Ozetlenmistir.

Serin Proteaz / EC: 3.4.21

A\ 4

A4

Sistein Proteaz / EC: 3.4.22

Aspartik Proteaz / EC: 3.4.23

Katalitik
merkez

\4

A4

Metalloproteaz / EC: 3.4.24

I Endoproteaz |7
y
4’[ Asidik Proteaz ]
pH bazinda l
Notr Proteaz ]
Proteaz
4’[ Alkalin Proteaz ]

A
l Ekzoproteaz I Aminopepdidaz
EC:3.4.11

e N
Karboksipepdidaz

EC:3.4.16-3.4.18
\ J

Dipeptidil peptidaz / EC: 3.4.14

Tripeptidil peptidaz / EC: 3.4.14 ]

| Dipeptidaz / EC: 3.4.13

,
\.

Peptidil dipeptidaz / EC: 3.4.15

A4

,
\.

| Serin Karboksipeptidaz / EC: 3.4.16

e N ( ~
Omega pepdidaz | Metallo Karboksipeptidaz / EC: 3.4.17

EC:3.4.19 f
\ /| Sistein Karboksipeptidaz / EC: 3.4.18

Sekil 2.2. Proteazlarin smiflandiriimasi ve EC kodlar1 (Ozden, 2014; Hamza, 2017)



Ekzoproteazlar, polipeptit zincirinin sonunda etki gosterirken, endoproteazlar

polipeptit zincirinin i¢ bolgesinde etki gosterir. Ekzoproteazlar sirasiyla polipeptit

substratinin serbest N-terminalinde ve polipeptit zincirinin serbest C-terminalinde

hareket eden; aminopeptidazlar, karboksipeptidazlar ve omega pepdidazlar olarak

siniflandirilir (Hamza, 2017);

Aminopeptidazlar: Polipeptit zincirinde, serbest N-terminali tizerinde hareket
eder. Yalniz bir amino asit kalintis1, dipeptit yada tripeptitin ayrilmasini saglar.
Bakteri ve kif gibi bircok mikroorganizmada bulunur. Bu tirlerden elde
edildikleri zaman; substrat 6zgulltkleri, organizma ile hidroliz sonunda Grln

profiline gore farkliliklar gosterir (Rao ve ark., 1998).

Karboksipeptidazlar: Polipeptit zincirinde C-terminali Uzerinde etKi
gostererek, tek amino asit yada dipeptidi ayirir (Rao ve ark., 1998). Aktif
bolgelerindeki amino asit kalintis1 yapilarina gore; serin karboksipeptidaz,
sistein karboksipeptidaz, metalokarboksipeptidaz, peptidil dipeptidaz ve
dipeptidaz olmak iizere bes alt gruba ayrilabilir (Duran ve ark., 2007).

Omega pepdidazlar: Bu gruptaki enzimlerin yapisi; substrat igin Serbest N-
veya C-terminaline ihtiya¢ duymamaktadir. Yiiklii terminal gruplara ihtiyaglar
olmamalarina karsin, sik¢a terminale yakindirlar. Bu da endopeptidazlarin tam

tersidir (Polaina ve MacCabe, 2007).

Ayni sekilde, endoproteazlar da, karakteristik aktif bolgede bulunan, yan zincir

ozgilliiklerine ve mevcut fonksiyonel gruplarina gore siniflandirilabilirler (Hamza,

2017);

Serin proteazlar: Aktif bdlgelerinde bir serin grubu (-OH) olan ve g kritik
amino asidin (histidin, aspartat ve serin) varligi ile karakterize edilen
proteazlardir (Davies ve ark., 1998; Di Cera, 2009; Hamza, 2017). Genellikle
di izopropil floro fosfatlar (DFP), fenil metil silfonil florir (PMSF) ve tosil-L-

lizin klorometil keton tarafindan geri dondiiriilemez ve giiglii bir sekilde inhibe



edilirler. Bu proteazlar, 7-11 arasinda degisiklik gosteren optimum pH ile nétr
ve alkali pH’da aktiftir. Genis substrat 6zgilliklerine ve 18-35 kDa araliginda
diisiikk molekiiler agirliga sahiptirler (Rao ve ark., 1998; Ellaiah ve ark., 2002).

Sistein proteazlar: Tiyol proteaz olarak da bilinen bu proteazin aktivitesi, aktif
bolgelerinde tam bir -SH grubunun varligina baglhidir (Hamza, 2017). Tiyol
proteazlar, aktivitesi sistein ve histidinden olusan katalitik bir ikili ile etkilenen
20 civarinda aileden olusur. Iyodoasetik asit, iyodoasetamid, pCMB gibi agir
metaller dahil olmak Gzere sulfidril reaktifine de duyarhidirlar. Fakat DFP ve
metal selatlama ajanlarindan etkilenmezler. Ayrica ditiyotreitol ve etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) indirgeyici (selat) ajanlarmin varliginda da
aktiftirler (Rao ve ark., 1998).

Metaloproteazlar: Bu proteazin aktivitesi, daha az siki baglanmis iki degerlikli
katyonlarin varligmma baghdir (Hamza, 2017). Metaloproteazlar pH 5-9
araliginda optimumdur ve EDTA gibi selattama maddelerine oldukga
duyarlilardir. EDTA tarafindan inhibe olan pek ¢ok enzim; kalsiyum, ¢inko ve
kobalt gibi cesitli iyonlar ile aktive edilir. Bakteri ve mantar ile Uretilen
metaloproteazlardan bir¢ogu, her bir enzim molekiilii i¢in bir atom ¢inko igerir.
Protein yapisinin stabilitesi kalsiyum iyonlar: ile arttirilir (Ellaiah ve ark.,
2002).

Aspartik proteazlar: Yaygin olarak asit proteaz olarak da bilinir. Asit
proteazlar, aktif bolgelerinde bir veya daha fazla yan zincir karboksil grubu
icerir (Rao ve ark., 1998; Nduka, 2007). Cogunlukla mantarlarda, bazi
protozoalarda ya da bakterilerde bulunurlar. Genel olarak iki sinifa ayrilirlar:
Aspergillus, Neurospora, Penicillium, Rhizopus’dan pepsin benzeri
sentezlenen enzimler ve Mucor sp. Endothia’dan rennin benzeri sentezlenen
enzimler. 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan, diazoasetil-DL-norlosin metil
ester, diazoketon ve pepstatin gibi inhibitorler, ortamda bakir iyonlar: olmasi

durumunda aspartik proteaz aktivitesini diisiiriirler (Singh ve ark. 2016).



Diger endoproteazlar ise, belirli bir pH araliginda maksimum aktivitelerine gore

siiflandirilirlar;

- Asidik proteazlar: Bu gruptaki proteazlar 2-6 pH araliginda aktiftir.

- NOtr proteazlar: Zayif alkali, notr ve zayif asidik pH’larda aktif olan

proteazlardir (Hamza, 2017).

- Alkali proteazlar: Bu gruptaki proteazlar ise, alkalin pH araliginda (8-12)
aktiftir (Rao ve Narasu, 2007). Yaygin olarak deterjan katki maddeleri olarak
kullanilir. Bu nedenle ticari ve fizyolojik acidan olduk¢a 6énemli bir enzim
grubudur. Alkali proteazlar, proteinlerin hidrolize edilmesinde belirli katalitik
gorevler Gstlenirler (Kumari ve ark.,, 2009). Ginimizde endustriyel
tiretimlerde ¢esitli kaynaklarda alkali proteazlar bulunmaktadir. Ancak
cogunlugu mikrobiyal kokenli enzimler ile elde edilmis proteazlardir. Alkali
proteazlar, notrofilik ve alkalifilik mikroorganizmalar yoluyla Gretilir. Dogada
alkalofilik mikroorganizmalar yaygin olarak dagilmistir (Pathak ve Deshmukh,
2012).

2.2.2. Proteaz enziminin kullanim alanlari

Deterjan formiilasyonlarinda enzimlerin kullanimi gelismis iilkelerde yaygindir ve
tiim deterjanlarin yarisindan fazlasi enzim igerir. Bu enzimlerin ¢ogu farkli bakteri
tiirlerinden iiretilir. Bu baglamda Bacillus sp. deterjan endiistrilerinde ¢ok faydali ve
derin bir uygulamaya sahiptir (Rupali, 2015). Toplam proteaz satislarinin biiyiik bir
ylizdesi (%89) deterjan endiistrisinde  kullanilmaktadir. Proteaz  ¢amasir
deterjanlarinda, ¢imen, yiyecek, kan gibi protein kaynakli lekelerin proteoliz ile
cikarilmasini saglar (Rao ve ark., 1998; Gupta ve ark., 2002). Deterjan katki maddesi
olarak secilen enzimin; yilizey aktif maddeler, agartma maddeleri ve aktivatorleri,
dolgu maddeleri, kumas yumusaticilar1 ve diger cesitli tipik deterjan bilesenleri
formiilasyonunda kullanilan yardimci maddeler varliginda kararliligini koruyarak,

aktif olmasi gereklidir (Ishikawa ve ark., 1993). Ek olarak gida isleme endiistrisinde
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proteazlar, temizlik i¢in tercih edilen gelismis deterjanlar ile birlikte kullanilir (Thns ve

ark., 1999).

Proteazlar gida endiistrisinde, soya hidrolizatlarinin hazirlanmasi, peynir yapimi, et
yumusatma gibi ¢esitli amaglarda kullanilir. Proteazlar katalitik islevi ile; bebek
mamalari, klinik besin takviyeleri ve tatlandirict ajanlar gibi saglik ve diyetetik
tiriinlerin bilesenleri olarak kullanilan besin degeri yliksek protein hidrolizatinin
hazirlanmasinda rol oynar (Gupta ve ark, 2002; Ward, 2011). Ayrica proteazlar, basta
sigir eti olmak iizere, c¢esitli etlerin kas lifi proteinleri ve yanindaki bag dokusu
proteinlerini hidrolize ettiklerinden etin yumusatilmasinda olduk¢a énemlidir (Kumar
ve Takagi, 1999). Firincilik endiistrisinde bugday gluteninin, endo ve ekzoproteazlar
ile modifiye edilmesi i¢in kullanilir (Rao ve ark., 1998). Proteazlarin ana uygulama
alanlarindan bir digeri ise siit endiistrisinde, siit kazeinlerini pihtilastirici proteolitik
enzimlerin yardimiyla pihtilasma saglamasidir. Rennin enzimi bu endiistride
kullanilan ana enzim olmakla birlikte, ayn1 zamanda peynir olgunlasmasi sirasinda tat
ve yapinin dengeli bir sekilde gelismesini saglar (D’ambrosio ve ark., 2003; Sousa ve

Malcata, 2002; Kumar ve ark., 2005).

Proteazlar, kontakt lenslerin temizlenmesi i¢in, enzim kaynakli temizleyiciler olarak
biyofarmasétik triinlerde oldukca yararlidir. FDA tarafindan; kontakt lenslerin
temizlenmesinde kullanilmasi lizerine, bir¢ok enzim temizleyicisi onaylanmistir. Bu
enzim kaynakli temizleyiciler papain, pankreatin ve subtilisin gibi aktif enzimler igerir
(Anwar ve Saleemuddin, 2000). Saglik sektoriinde de proteolitik enzimler segici bir
debridman saglayarak, nekrotik materyalin verimli bir sekilde temizlenmesi ile cilt
iilserlerinin 1iyilesme siirecini saglar (Sjodahl ve ark., 2002). Proteazlar tekstil
endistrisinde ise, parlaklik ve yumusaklik saglamak ve serisinin (ipekbocegi
tarafindan koza {iretimi sirasinda iiretilen bir lif) sert ve donuk olan zamk tabakasini
islenmemis ipek elyafindan ayirmak icin de kullanilir. Proteaz, istenilen benzersiz
ylizeyleri, yiin ile ipek liflerinin yiizeyini degistirerek saglar (Ishikawa ve ark., 1993).
Fotograf endiistrisinde ise; atik X-151n1 filmlerinin iizerindeki jelantinde dagilmis olan

siyah-metalik glimiigiin; geri kazanilmasinda biiyiik bir rol oynar (Masui ve ark., 1999;
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Shankar ve ark., 2010). Proteaz iireten mikroorganizmalarin, uygulanabilir alanlari

lizerine yapilan ¢esitli aragtirmalar “Tablo 2.1.” de verilmistir.

Tablo 2.1. Endiistriyel agidan 6nemli proteaz iireten mikroorganizmalarin bazilari ile ilgili ¢aligmalar ve

uygulanabilir alanlar

Proteaz Ureten Mikroorganizma

Tiirleri ve Suslar

Kullanim Nedeni

Kaynak

Aspergillus flavo furcatis
Bacillus alveayuensis CAS 5
Bacillus amyloliquefaciens SP1
Bacillus circulans

Bacillus flexus B4

Bacillus laterosporus AK1
Bacillus licheniformis KBDL

Bacillus licheniformis RP1

Bacillus megaterium

Bacillus proteolyticus CFR3001

Bacillus sp. B21-2
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis natto
Bacillus subtilis PE-11
Bacillus subtilis PF1
Bacillus subtilis AKAL7

Mucor circinelloides

Pseudomonas aeruginosa BC1

Pseudomonas auroginosa PD100

Rhizomucor miehei
Cryphonectria parasitica
Streptomyces gulbargensis

Termomukor indicae-seudaticae
N31

Wickerhamomyces anomalus

Siit pihtilastirilmasi
Leke ¢ikarilmasi

Siit pihtilastirilmasi
Leke ¢ikarilmasi
Glimiigiin geri kazanimi
Leke ¢ikarilmast

Glimiigiin geri kazanimi
Leke ¢ikarilmasi

Deride tiiy giderilmesi

Patojenik bakteri
hiicrelerinin
parcalanmasi

Glimiigiin geri kazanimi

Deride tiiy giderilmesi

Leke ¢ikarilmasi

Siit pihtilastiriimast
Leke ¢ikarilmasi
Leke ¢ikarilmasi

X-1s1m1 filminden glimiis
ekstraksiyonu, deride tiiy
giderimi

Siit pihtilastirilmast
Tabakhane tuzlu atik su
arittiminda uygulamasi
Leke ¢ikarilmasi

Kasar peyniri liretimi

Leke ¢ikarilmasi

Siit pihtilastirilmasi

Sarap kalitesinin
arttirtlmasi

Alecrim ve ark., 2014
Annamalai ve ark., 2014b
Guleria ve ark., 2016

Rao ve ark., 2009

Jani ve ark., 2016
Arulmani ve ark., 2006

Pathak ve Deshmukh,
2012

Sellami-Kamoun ve ark.,
2008

Asker ve ark., 2013

Bhaskar ve ark., 2007

Masui ve ark., 1999
Prabhavathy ve ark., 2013

El-Hassayeb ve Abdel
Aziz, 2016
Shieh ve ark., 2009

Adinarayana ve ark., 2003
Bhange ve ark., 2016
Hakim ve ark., 2018

Sathya ve ark., 2009

Sivaprakasam ve ark.,
2011
Najafi, 2005

Yasar, 2007

Vishalakshi ve ark., 2009
Merheb-Dini ve ark., 2010

Schlander ve ark., 2017
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2.3. Mikrobiyal Kaynakh Proteazlar

Proteazlar tiim organizmalarin dogal yapisinda bulunarak; gen iceriginin % 1-5’ini
olustururlar. Bitki, hayvan veya mikrobiyal kaynaklardan elde edilebilirler. Dogasi
geregi mikrobiyal proteazlar, genellikle hiicre disidir. Uretici mikroorganizmalar
tarafindan direk olarak fermantasyon ortamina salgilanir. Boylece bitki ve hayvan
proteazlari ile karsilastirildiginda;

- Oldukga genis biyokimyasal cesitliligi,

- Enzimin proses sonrasi hizli islenebilmesi,

- Kisa siirede biiylik miktarlarda kiiltiirlenerek hizli gelisebilmesi,

- Uretim maliyetlerinin diisiirilmesiyle biraz daha ucuz olmast,

- Birgok uygulamada istenilen modifiye 6zellikleri iceren enzimler ve suslar

olusturmak icin kolayca genetik olarak degistirilebilmeleri,

- Sinirh alan ig¢inde gelisebilmeleri,

- Istenen iiriinii siirekli olarak tedarik edebilmeleri
gibi ¢esitli avantajlart sebebiyle oldukga fazla tercih edilirler (Gupta ve ark, 2002;
Shankar ve ark., 2011; Josephine ve ark., 2012; Singh ve Bajaj, 2016; Sharma ve ark.,
2019).

Farkli kaynaklardan elde edilen proteazlarin arasinda, mikrobiyal proteazlar en biiyiik
ticari enzim grubunu temsil eder (Lakshmi ve Hemalatha, 2015). Mikroorganizmalar;
proteinlerdeki peptit baglarim1 hidrolize etmek icin proteazlar salgilayarak,
proteinlerin kurucu monomerlerine ayrilmasini saglar (Jani ve ark., 2016). Mikrobiyal
proteazlar ayrica; kolajen, elastin, proteoglikan ve in-vivo konake¢1 savunmasi gibi
cesitli gorevlerde yer alan proteinlerin degradasyonu i¢in elzemdir. Bu proteazlarin
patogenezdeki rollerini kavrayabilmek icin, tanimlanmasi ve karakterizasyonu on
kosuldur (Vadlamani ve Parcha, 2011). Hiicre i¢i ve hiicre dis1 mikrobiyal proteazlar
detayli olarak ele alindiginda; hiicre i¢i proteazlar; farklilasma ve sporiilasyon,
hormonlarin ve enzimleri olgunlasmasi gibi birgok metabolik siiregte rol oynarken;
hiicre dis1 proteazlar, hiicre bulunmayan ortamlarda proteinleri hidroliz ederek

hiicrenin olusan hidrolitik iirlinleri kullanmasint saglar. Bu proteazlar endiistride
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bircok islemde protein hidrolizi i¢in ticari olarak degerlendirilir (Kumar ve Takagi,

1999).

Proteazlar, kiifler, mayalar ve bakteriler gibi farkli mikroorganizmalar tarafindan
iretilir (Oskouie ve ark., 2008; Schlander ve ark., 2017; Ao ve ark., 2018). Ancak ticari
proteazlarin ¢cogunlugu bakteriyel kokenlidir (Gupta ve ark., 2002). Bakterilerden
proteaz iiretiminde ana dezavantaj, enzim ile hiicrelerin ayrilmasi i¢cin maliyetli igslem
gerekliligidir (Nehra ve ark., 2002). Avantajlar1 ise; ortamdaki fiziksel ve kimyasal
degisikliklere karsi stabilite gostermeleri ve yiliksek verimlilikleridir (Verma ve
Baiswar, 2013; Lakshmi ve ark., 2014). Bakterilerden {iretilen proteaz; sus tipi,
ortamin bilesimi, gelistirme yontemi, hiicre biiylimesi, besin gereksinimleri, metal
iyonlari, inkiibasyon stiresi, pH, sicaklik ve termostabilite gibi gesitli faktorlere

baglidir (Mukesh Kumar ve ark., 2012).

Kif proteazlar1 ile yapilan c¢alismalar Aspergillus, Conidiobolus, Mucor,
Paecilomyces, Penicillium, Rhizopus gibi cinslere ait tiirlerle kisithdir (Kumar ve
Takagi, 1999; Charles ve ark., 2008). Enzim {ireticileri olarak kiifler, GRAS (genellikle
giivenli olarak kabul edilir) suslar1 olduklari i¢in bir¢ok avantaja sahiptir (Sandhya ve
ark., 2005). Hajji ve arkadaslar1 (2007; 2008) calismalarinda Aspergillus clavatus
ES1°’den elde ettikleri alkalin proteazin hiicre dis1 agartma islemine dayanikli
oldugunu tanimlanmistir (Hajji ve ark., 2007; 2008). Kiiflerden elde edilen proteaz
tiretiminde ana avantaj, ilerleyen islem parametreleri sirasinda basit filtrasyonla
miselyumun ayrilarak hiicre ¢ikariminin kolay olmasidir (Nehra ve ark., 2002).
Giliniimiizde, mikroorganizmalardan endiistriyel olarak elde edilen enzimlerin;
biyoteknolojik kaynak olarak potansiyel kullanim alani artmistir. Bu da farkh
mikroorganizmalarin hiicre dis1 enzimatik aktivitelerinin arastirilmasina olan ilgiyi
uyandirmistir (Goud ve ark., 2009). Kiifler bakterilere kiyasla zayif 1s1 toleransi ve
diisiik bir reaksiyon hizina sahiptir. Fungal proteazlar, pH 4 ile 11 gibi genis bir aralikta
aktif oldugundan, substrat 6zgiilliigii de genistir. Ornek olarak bir kiif ¢esidi olan
Aspergillus oryzae; asit, notr ve alkali olmak tizere ii¢ ¢esit proteaz iiretir (Kumar ve

Takagi, 1999). Asit proteazlari lireten mantarlar; peynir liretiminde; alkalin proteazlari
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iireten kiifler ise, gidada bulunan proteinleri modifiye ederken kullanilir (Rao ve ark.,

1998).

Glinlimiizde mayalardan iretilen proteazlar diisiik pH degerlerinde bile faaliyet
gosterdiginden endiistriyel uygulamalari arastiricilarin ilgisini ¢ekmektedir (Schlander
ve ark., 2017). Asit proteazlar1 lireten mayalar; liziim sirasina baslangic kiiltiirleri
olarak dogrudan eklenebildikleri i¢in, sarapta istenmeyen proteinlerin uzaklastirildig
bentonit islemine destek olarak kullanilarak, protein bulaniklifinin 6nlenmesi
acisindan biyoteknolojik ilgi ¢ekmektedir. (Theron ve Divol, 2014; Chasseriaud ve
ark., 2015, Schlander ve ark., 2017). Ayrica sarabin aroma profilini etkilemesi gibi bir
dizi rolii de yerine getirebilir (Reid ve ark., 2012). Klasik sarap mayas1 olan
Saccharomyces cerevisiae’nin aksine, Saccharomyces olmayan mayalar, proteazlar
dahil olmak iizere hiicre dis1 enzimlerin 6nemli kaynaklaridir (Claus, 2009; Molnarova
ve ark., 2014). Saccharomyces disindaki ¢esitli mayalarin hiicre dis1 proteaz iirettigi
arastirmalar sonucunda bilinmesine ragmen; viriilans faktorleri sebebiyle aragtirmalar
Candida tirleri Uzerindedir. Kloeckera, Candida, Debaryomyces, Rhodotorula,
Pichia, Wickerhamomyces, Zygosaccharomyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces ve
Metschnikowia gibi maya cinsleri, liziim bilesikleri ile etkilesime giren hidrolitik
ekzoenzimler (esterazlar, lipazlar, glikozidazlar, glukanazlar, pektinazlar ve

proteazlar) tiretir (Schlander ve ark., 2017).

Viriisler; timorlii hiicreler ve AIDS gibi c¢esitli korkutucu hastaliklarda, viriis
proteinlerini islemedeki islevsel rolleri nedeniyle, giiniimiizde yapilan ¢aligmalarda
olduk¢a Onem kazanmustir. Bircok viriliste sistein, serin, aspartik pepdidazlar
bulunurken, metalopeptidaz yoktur (Rawlings ve Barrett, 1993). Detayli incelemeler;
AIDS’in hizlica yayilan yikici etkisi ile savasabilecek giigte inhibitorler olusturmak
i¢in virilis proteazlarini farmasdtik bir ajan haline getirmistir (Rao ve ark., 1998). Bu
hastaliklarin biyokimyasal incelemesinde, tedavisinde ve izlenmesinde enzimlerin

rolii bliyiiktiir (Gurung ve ark., 2013).
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2.3.1. Bacillus cinsi bakteriler ile proteaz iiretimi

Gram (+), cubuk sekilli, diiz, spor olusturan, Bacillus cinsi bakteriler; hareketli veya
hareketsiz, farkli boyutlarda, aerob ya da fakiiltatif anaerob olabilir. Endosporlari
yiiksek sicakliklara dayaniklidir. Genel olarak mezofilik bir yapidadir ancak termofil
ve psikrotrof tiirleri de bulunmaktadir. Bu cinste yalnizca B. anthracis, B. cereus olmak
iizere iki patojen vardir. Oteki suslarindan ¢ogu patojen degildir ancak firsatg
patojendir. Hiicre dis1 enzim iireten tiirleri ile proteinleri hidroliz ederler (Erkmen,
2010(ed)). Toprakta bolca bulunurak; tarim arazisi veya bahge topragindaki
mikrobiyal ylike katkida bulunurlar (Razzaq ve ark., 2019). Prokaryotik hiicrelerden
olusan Bacillus sp.’nin Sekil 2.3.’de tipik hiicreleri gosterilmektedir (Okafor, 2007).

Prokaryvotik Hiicre (Bacillus sp.)

Bolim ta & oy Sitoplazmik membran Bicimlendirme
) Waadyan S bl S
ALY “l‘"l',‘ ".}‘.. s »

8
J" v

L

Sekil 2.3. Bacillus sp.’nin hiicre yapis1 (Okafor, 2007)

Gilinlimiizde, ticari olarak kullanilan alkalin proteazlarin biiyiik bir boliimii; fazla
miktarda alkalin proteaz salgilayabilmeleri, dnemli proteolitik aktivite, yliksek pH ve
sicaklik stabilitesine sahip olmalar1 nedeniyle en baskin kaynak olan Bacillus cinsi
alkalin proteaz iireticileri tarafindan karsilanir (Gupta ve ark., 2002; Josephine ve ark.,

2012; Mala ve Srividya, 2010). Bacillus sp. bakteriler arasinda hiicre dig1 proteazlarin
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spesifik iireticisidir (Spinosaa ve ark., 2000; Godfrey ve Reichelt, 1985). Cesitli
egzotik ortamlardan izole edilen Bacillus cinsi arastirilarak alkalin proteaz iiretmek
amactyla kullanilmistir. Calismalarda en ¢ok kullanilan Bacillus tiirleri; Bacillus
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. licheniformis ve B. pumilis olmakla birlikte; B.
infantis, B. clausii, B. cereus, B. sphaericus, B. sterothermophilus, B. mojavensis, B.
megaterium, B. brevis, B. anthracis, B. thuringiensis, B. circulans, B. coagulans, B.
intermedius, B. thermoruber, B. cohnii, B. fastidiosus, B. pseudofirmus, B.
pantotheneticus, B. aquimaris, B. proteolyticus, B. laterosporus, B. amovivorus, B.
flexus, B. horikoshii’tirlerinin de kayitlara gore proteaz {reticileri oldugu
bilinmektedir (Chmara ve ark., 1982; Gupta ve ark., 2002; Aruna ve ark., 2014). Bu
bakteri grubu proteaz disinda da cesitli hiicre dis1 enzimi salgilar (Brown ve Young,

1970; Horikoshi ve ark., 1975). Tablo 2.2.’de Bacillus izolatlar1 ile yapilan c¢esitli

calismalar verilmistir.

Tablo 2.2. Bacillus izolatlar1 ile yapilan ¢esitli ¢alismalar ile alkalin proteazin 6zellikleri

Bacillus sp.

Proteaz Uretim
Kosullari

Enzim Ozellikleri

Kaynak

Bacillus brevis MWB-01

Bacillus licheniformis RP1

Bacillus patagoniensis PAT

057

Bacillus sp. BT MASC3

Bacillus circulans BM15

Bacillus sp. BOO1

Bacillus circulans M34

Bacillus cereus

Bacillus clausii GMBAE

42

Bacillus amyloliquefaciens

PFB-01

37°C
48 saat inkiibasyon

37°C

24 saat inkiibasyon
pH 8

25°C

96 saat inkiibasyon
pH 10

37°C

60 saat inkiibasyon
pH 8

28 (£2)°C

36 saat inkiibasyon
30°C

96 saat inkiibasyon
37°C

24 saat inkiibasyon

35°C
48 saat inkiibasyon

37°C

72 saat inkiibasyon
pH 10,5

37°C

48 saat inkiibasyon
pH 8

Serin Metaloproteaz
Optimum pH 8
Optimum sicaklik 40°C

Optimum pH 10-11
Optimum  sicaklik  65-
70°C

Maksimum pH 9-12
Optimum sicaklik 60°C

Optimum pH 9
Optimum sicakligir 50°C

Optimum pH 7
Optimum sicaklig1 40°C
Optimum pH 10
Optimum sicaklig1 60°C
Serin Proteaz

Optimum pH 11
Optimum sicaklig1 50°C
Serin Proteaz

Optimum pH 8
Optimum sicaklig1 60°C
Serin Proteaz

Optimum pH 11,3
Optimum sicaklig1 60°C
Optimum pH 9
Optimum sicaklig1 60°C

Olajuyigbe  ve
Falade, 2014

Sellami-Kamoun
ve ark., 2008

Olivera ve ark.,
2006

Kandasamy  ve
ark., 2016

Venugopal ve
Saramma, 2007
Deng ve ark,
2010

Sar1, 2011
Shah ve ark,,
2010

Kazan ve ark.,
2005

Olajuyigbe ve
Ogunyewo, 2013
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Alkalifilik ve termofilik Bacillus ile iiretilen alkali proteazlar; pH, yiiksek sicaklik,
kimyasal, denatiire edici ajanlarin varliginda ve susuz ortamlarda dayanikliligini
koruyabilir (Prabhavathy ve ark., 2013). B. subtilis‘den elde edilen proteazlar, tripsin
ve kimotripsine gore oldukca genis bir 6zgiilliige sahiptir. Kiiltiir ortaminda bir veya
daha fazla hidrolitik enzimi salgilayabilmelerinin yaninda endiistiyel agidan istenilen
bircok 6zellik bulundururlar. Endiistride ¢ok fazla uygulanmasinin sebebi; basit ve
uygun maliyetli kiiltiir ortaminda kolayca gelismesi ve patojenite eksikligi olarak

aciklanabilir (Daniel ve ark., 1984).

2.4. Yanit Yiizey Yontemi

Her bakteri susunun maksimum diizeyde enzim iiretebilmesi i¢in kendine ait optimum
fizikokimyasal kosullara ihtiyact vardir. Bu maksimum verimi elde etmek icin basta
ortam formiilasyonu olmak iizere fermantasyon kosullar1 optimize edilmelidir. Yanit
ylizey yontemi (RSM), endiistriyel olarak onemli biyomolekiillerin ve ikincil
metabolitlerin tiretimi i¢in bir yanitin ¢esitli degiskenlerden etkilendigi, problemlerin
modellenmesi ve analizi i¢in yaygin olarak kabul goren istatistiksel bir yaklagimdir.
Onemli faktorleri, ¢aligma etkilesimlerini ve en uygun kosullar1 belirlemeye,
degiskenlerin optimum diizeyini hesaplamaya ve sabit sayida deneyde maksimum
iiretimi saglamaya yardimci olur (Mohana ve ark., 2005; Zhu ve ark., 2012). Yanit
ylizey yoOntemi; optimum prosesler gelistirmek i¢in uygun bir yontem olarak
olusturulmustur. Ayrica proses parametrelerinin verimli taranmasi ile birgok prosesin

iretim maliyetini en aza indirmistir (Vohra ve Satyanarayana, 2002).

RSM, birkag optimizasyon asamasi ile ii¢ temel adimda gergeklestirilebilir:
Parametrelerin taranmasi i¢in deneylerin tasarimi, en dik yiikselme ile diisiis yolu,
ikinci dereceden regresyon modeli. Standart regresyon analizi yontemi kullanilarak
yerlestirilir ve optimize edilir (Gupte ve Kulkarni, 2003; Singh ve ark., 2017). Bu
yontem ile proses parametrelerinin bagimsiz degiskenler olarak kullanilmasiyla;
optimum ve civarindaki bir bdlge igerisinde gercek yanit fonksiyonunun dogru
yaklagimi i¢in modellerin olusturulmasina izin verir (Puri ve ark., 2002; Queiroga ve

ark., 2012).
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Yanit yiizey yontemi; biyotip, gida ve tarim gibi ¢esitli alanlarda endiistriyel siireglerin
optimizasyonu i¢in oldukc¢a kullanigshdir ve sektérde uygulanmaktadir (Wang ve ark.,
2017). Merkezi kompozit dizayn1 (CCD), Box-Behnken dizayn1 (BBD), Plackett-
Burman dizaynt (PBD) ve Doehlert dizayni gibi deneysel tasarimlar; dogrusal
fonksiyonlarla tanimlanamayan deneysel verilere bir yanit fonksiyonunu yaklastirmak
veya bir silireci optimize etmek i¢cin RSM’de yaygin olarak kullanilmaktadir (Li ve

ark., 2007; Adetunji, 2017).

2.4.1. Merkezi kompozit dizaym

Merkezi kompozit dizayni; yanit degigkeni ile ikinci dereceden (kuadratik) bir model
olusturmak i¢in ii¢ faktorlii deney kullanmadan yanit yiizey mekanizmasinda en
yaygin olarak kullanilan deneysel tasarimdir (Singh ve ark., 2016; Seangtumnor ve
ark., 2018). Bu dizayn (CCD) Box ve Wilson tarafindan ortaya konulmustur (Box ve
Wilson, 1951). Merkezi kompozit dizayn1 ayn1 zamanda birden fazla faktor iceren
deneylerin daha az sayida deney ile optimize edilmesi imkani da tanir. Optimizasyon
kademeleri;

- Istatistiksel olarak dizayn edilen deneylerin uygulanmast,

- Sonuglarin varyans analizleri ve katsayilarin tahmin edilmesi,

- Optimal kosullarin belirlenmesi ve arkasindan bir dogrulama analizi.

Merkezi kompozit dizayn1 Ozellikle biyoproses miihendisliginde fazla sayida
uygulanmistir (Box ve Wilson, 1951; Kim ve ark., 2008; Guo ve ark., 2010; Yan ve
ark., 2011). Badoei-Dalfard ve Karami (2013); Bacillus sp. JER02 ile merkezi
kompozit dizayni kullanarak (CCD) proteaz aktivitesinde 2,5 kat artis elde etmislerdir.
Vijayaraghavan ve Prakash Vincent (2015); bir deniz bakterisi olan Shewanella sp.
IND20’den merkezi kompozit dizayn1 (CCD) ile fibrinolitik enzim {iretimi igin
optimize edilmis ortamin; optimize edilmemis ortama goére 2,5 kat daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir. Niyonzima ve More (2014); Trichoderma estonicum’dan
Plackett-Burman dizayni ve ardindan merkezi kompozit dizayn1 kullanarak (CCD),
optimize edilmemis ortama goére 6,5 kat artisla deterjan uyumlu bir proteaz

tretmiglerdir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Mikroorganizmalar

Proteaz tiretiminde kullanilmak iizere sec¢ilen Bacillus cinsine ait 32 adet sus, Sakarya
Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Gida Biyoteknolojisi Laboratuvart kiiltiir
koleksiyonunda bulunmakta olup, daha onceki calismalarda Tiirkiye nin g¢esitli
illerinden  toplanan toprak ve gida numunelerinden izole edilmistir.
Mikroorganizmalarin muhafazasi -45°C’de %50 (h/h) gliserol igeren nutrient broth

igerisinde yapilmustir. S6z konusu izolatlar ve elde edildikleri kaynaklar Tablo 3.1.’de

verilmistir.
Tablo 3.1. Caligmada kullanilan farkli kaynaklardan elde edilmis izolatlar

izolatlar Izole Edildigi Kaynaklar
AKS 1,2 Toprak, Seydisehir/Konya
BAST 2 Tursu, Sakarya
BAT 3 Toprak, Akyazi/Sakarya
BMZE 4 Zeytin, Sakarya
EBTA4,5,6,7 Tarhana, {stanbul
GIT 2 Toprak, Istanbul
HTA 1,2 Tarhana, Duzce
MDB 1 Toprak, Maden Deresi/Sakarya
MDC 2 Toprak, Maden Deresi/Sakarya
MDG 3 Toprak, Maden Deresi/Sakarya
MDH 3 Toprak, Maden Deresi/Sakarya
MDI 4 Toprak, Maden Deresi/Sakarya
MDP 4 Toprak, Maden Deresi/Sakarya
SBT1,3,4,5,6,7,8,9,10, 12 Toprak, Sakarya
ZBP 4 Toprak, Geyve/Sakarya
ZBP 10 Toprak, Geyve/Sakarya
ZGT5,9 Toprak, Geyve/Sakarya
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3.1.2. Kullanilan cihazlar

Bu ¢alismada kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan Arag-Geregler ile Markalar1 ve Modelleri

Arag-Geregler

Marka-Model

-86°C dondurucu

Hassas terazi

Calkalamali su banyosu
Calkalamali su banyosu

Vorteks

Vorteks

Sogutmali santrifuj

Santrifij

Isiticilt manyetik karistirict
UV-VIS Spektrofotometre ve Quartz kiivet
Otoklav

Otoklav

pH metre

Otomatik pipet serisi
Mini-calkalamal inkiibator
Sogutmali-galkalamali inkiibat6r
Etlv

Damuitik su cihazi

Kar-buz makinesi

Dijital gida termometresi

NUVE DF 590

RADWAG - AS 220.R2

DAIHAN, WiseBath WSB-30

JSR

VELP Scientifica ZX3

LABTECK

Hettich Zentrifugen, Universal 320 R
Hettich Zentrifugen, EBA 21

M TOPS, MS300HS

Shimadzu UV — mini 1240, Isolab
Hirayama

DAIHAN, WiseClave WAC-80
Mettler-Toledo Seven Compact S210
Hamilton

Benchmark Incu-Shaker

Ildam, IL-CI 55

Elektro-mag, M 5040

NUVE-ND 8

Scotsman-AF80

Weather Forecast

3.1.3. Besiyerleri

Skim Milk Agar (SMA): Mikroorganizmalarin hiicre dis1 alkali proteaz iiretimlerinin
belirlenmesi i¢in tarama caligmalarinda kullanilmistir. Bir Erlenmeyer icerisine
dehidre formdaki %]1 yagsiz siit tozu ile %1,5 agar agar tartilarak 1 L damitik su ilave
edilmis ve 1siticili manyetik karistirict yardimiyla berrak bir yapr olusuncaya kadar
kaynatilarak ¢ozilindiiriilmesi saglanmistir. Coziindiiriildiikten sonra 121°C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. Sterilizasyon sonunda, 45°C’de 6nceden 1sitilmis su
banyosuna konularak, su banyosunun sicaklik gostergesi araligindaki degerlere
inildiginde 9 cm ¢apli steril petri kaplarma dokiiliip oda sicakliginda sogumastyla

katilagmasi saglanmustir.
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Nutrient Agar (NA): Bir genel besiyeri olan NA, bakterilerin aktiflestirilmesinde
kullanilmistir. Bir Erlenmeyer icerisine dehidre formdaki %0,8 NB ile %1,5 agar agar
tartilarak 1 L damitik su ilave edilmis ve 1siticili manyetik karistirict yardimiyla berrak
bir yap1 olusuncaya kadar kaynatilmis, daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda steril
edilmistir. Sterilizasyon sonunda, 45°C’de oOnceden 1sitilmig su banyosunda
sogutularak 9 cm capli steril petri kaplarina dokiilmiis ve oda sicakliginda soguyup

katilagmasi saglanmustir.

Nutrient Broth (NB): Bir genel besiyeri olan NB; mikroorganizmalarin sivi ortama
adapte olup gelistirmesinde kullanilmistir. Bir Erlenmeyer icerisine dehidre formdaki
%0,8 NB tartilarak 1 L damitik su ilave edilmis manyetik karistirict yardimiyla
¢Ozlindirilmistir. Tamamen ¢o6zindiriildikten sonra 100 mL’lik erlenlerin her
birinde 30’ar mL olacak sekilde dagitilarak 121°C’de 15 dakika otoklavda steril

edilmistir.

Modifiye Besiyeri: Hiicre dis1 alkali proteaz liretiminde kullanilmistir. Bir Erlenmeyer
icerisine %1 Glukoz (Merck, Almanya), %1 Maya Oziitii, %0,1 KoHPO4, %0,1 NaCl,
%0,01 MgSO4 tartilip 1 L damitik su ilave edilerek manyetik karistiric1 yardimiyla
¢oziindiriilmistiir. pH degeri 7-7,5 arasinda olacak sekilde 2 N HCI veya 2 N NaOH
ile ayarlandiktan sonra 100 mL’lik erlemeyerlere, her birinde 30’ar mL olacak sekilde

dagitilmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

3.1.4. Kimyasallar ve c¢ozeltiler

Kazein Cozeltisi (%1): Proteaz aktivitesinin belirlenmesinde, substrat olarak kazein
kullanilmistir. Erlen igerisine dehidre formdaki 1 g kazein tartilarak tizerine 100 mL
100 mM Tris-HCI pH 8 tampon ¢dzeltisi ilave edilmistir. 80°C’ye 6nceden ayarlanmig
olan ¢alkalamali su banyosunda 80 rpm c¢alkalama hizinda 10 dk bekletilmis,

boylelikle kazeinin ¢6ziinmesi saglanmistir.
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Trikloroasetik Asit (%10; TCA): Proteaz enzim aktivitesi tayininde reaksiyonu
durdurmak ve proteinleri ¢oktiirmek amaciyla kullanilmistir. 10 g TCA (Merck,

Almanya) 100 mL damitik suda ¢oziindiiriilmiistiir.

Trizma Base - Hidroklorik Asit Tampon Cozeltisi (Tris-HCI; 100 mM; pH 7, 8, 9):
Enzim aktivitesi tayininde ve enzimin optimum pH’smin belirlenmesinde
kullanilmistir. 12,11 g Trisma Base (Sigma-Aldrich, ABD) tartilarak bir miktar damitik
su ile manyetik karigtiricida ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra istenilen pH’ya 2 N HCI
eklenerek pH metre ile ayarlama yapilmistir. Balon jojeye aktarilarak 1 L ¢izgisine

kadar damitik su ile tamamlanmuistir.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (NaOH; 2 N): pH ayarlanmasinda kullanilmistir. Bir beher
icerisine 8§ g NaOH (Merck, Almanya) tartilarak damitik su ile 100 mL’ye

tamamlanmustir.

Hidroklorik Asit Cozeltisi (HCI; 2 N): pH ayarlanmasinda kullanilmigtir. Molekiil
agirhigr 36,5 g/mol, yogunlugu 1,18 g/em?, agirlik¢a %37 olan HCI’den (Sigma-
Algrich, Almanya) 16,7 mL alinarak damitik su ile balon jojede 100 mL’ye

tamamlanmustir.

Sitrat Tampon Cozeltisi (100 mM; pH 4, 5 ve 6): Enzimin optimum pH’sinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Molekiil agirligr 294,1 g/mol olan Sodyum Sitrat
Dihidrat’tan 1,205 g; molekiil agirhigr 192,1 g/mol olan Sitrik Asit’ten 0,174 g

tartilarak damitik su ile 50 mL’ye tamamlanmistir.

Karbonat-Bikarbonat Tampon C6zeltisi (100 mM; pH 10): Enzimin optimum pH’sinin
belirlenmesinde kullanilmistir.  Molekiil agirligi 105,99 g/mol olan Sodyum
Karbonat’tan 0,4637 g; molekiil agirligi 84,01 g/mol olan Sodyum Bikarbonat’tan
0,0525 g tartilarak damitik su ile 50 mL’ye tamamlanmustir.
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3.2. YOntem

3.3. Tarama Calismasi

Tiirkiye’nin  ¢esitli illerinden toplanan toprak-gida numunelerinden Onceki
calismalarda izole edilerek, bu calismada kullanilmak iizere se¢ilmis 32 adet izolatin
her birinden, bir 6ze dolusu alinarak SMA besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan
SMA besiyerleri 6nceden 33°C’ye ayarlanmis inkubatore konularak Bacillus
suglarimin  24. ve 48. saat sonunda kazein hidrolizi ile seffaf zon olusturup

olusturmadiklar1 gdzlemlenerek kontrol edilmistir (Siimengen ve ark., 2016).

3.4. Proteaz Enzimi Uretimi

3.4.1. inokiilum hazirlama ve inokiilasyon

Test mikroorganizmast olarak secilen Bacillus sp. EBTA6 susunun aktiflestirilmesi
amaciyla ilk olarak Nutrient Agar besiyerinde ¢izme yontemiyle tek koloni olugturacak
sekilde ekim yapilarak inkiibatorde 33°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir
(Sekil 3.1.a., Sekil 3.1.b.). Inkiibasyon sonunda iireyen sus daha sonra 30 mL’lik
Nutrient Broth sivi besiyerine ekim yapilarak ¢alkalamali inkiibatorde 33°C ve 120
rpm’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.1.c.). Elde edilen sivi1 kiiltiir enzim
tiretiminde inokuliim olarak kullanilmistir. Calismada, tiim deneylerde inokuliim

miktar1 %5 (h/h) olarak alinmistir.

Sekil 3.1. Bacillus sp. EBTAG izolati; a) Gliserol igeren eppendorf tiiplerinde muhafazasi, b) NA besiyerinde
gelisimi, ¢) NB besiyerinde gelisimi
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3.4.2. “Design Expert” programi kullanilarak yamt ylzey yodntemi ile

fermantasyon parametrelerinin optimizasyonu

Yanit yilizey yontemi (RSM), ¢ok degiskenli bir siirecin optimum tasarim kosullarini
belirlemede yarar saglayan istatistiksel bir metodolojidir. Degiskenler arasindaki
etkilesimler daha az deney ile daha kisa siirede arastirildigindan, “bir seferde tek
degisken” yonteminden daha faydalidir (Izmirlioglu ve Demirci, 2016). Ayrica RSM,
degiskenler arasindaki etkilesim hakkinda istatistiksel veriler saglar ve ayni anda
birden fazla yanit verir (Bezerra ve ark., 2008). Bu nedenle, karmasik bir siirecin

optimizasyonu icin gugclu bir istatistiksel tekniktir (Zhong ve Wang, 2010).

Bu ¢alismada, proteaz iiretiminde pH, sicaklik, maya 6ziitii konsantrasyonu gibi farkli
bagimsiz kritik degiskenler arasinda 6n bulgulara dayanarak, fermantasyon
siirecindeki Onemli bilesenlerin es zamanli, sistematik, verimli varyasyonlari
gozlemlenmistir. Matematiksel bir korelasyon modeli gelistirerek proteaz tiretimini ve
mikroorganizma gelismesini optimize etmek i¢in ekonomik bir strateji olarak merkezi
kompozit dizaynt (CCD) kullanilmistir. RSM’de veri olusturmak ve CCD’nin
deneysel tasarimini analiz etmek i¢in Design-Expert siirtim 7.0.0 yazilimi (Stat-Ease
Inc., Minneapolis, Amerika Birlesik Devletleri) secilmistir. Merkezi kompozit
dizayninda gercek ve kodlu faktorler agisindan kullanilan {i¢ bagimsiz degiskenin

deney araligi ve diizeyleri Tablo 3.3.’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Bacillus sp. EBTAG tarafindan proteaz {iretimi i¢in deney aralig1 ve kodlanmis proses degiskenleri

Faktor isim Birim  Tir Minimum Maksimum Merkez Standart
(-1) (+1) Nokta Sapma
A Sicaklik (°C) Sayisal 30 40 35 4,132
B pH Sayisal 5 9 7 1,653
C Maya Ozitii  (g/L)  Sayisal 5 15 10 4,132

Ug 6nemli parametre, yani ortamin sicakligi (A), baslangic pH’1 (B), maya oziitii
konsantrasyonu (C) bagimsiz degiskenler olarak segilirken proteaz enzim aktivitesi
(U/mL) ile mikroorganizma gelismesi (600 nm) bagimli yanit degiskenleri olarak
secilmistir. Merkezi kompozit dizaynina gore faktorler (bagimsiz degiskenler);

optimal seviyeleri belirlenirken, bes kodlu diizeyde [-1,682 (-a), —1, 0, +1, +1,682
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(+a))] degerlendirilmistir. Buna gore program deney tasarim matrisine gore 20 deneysel
calisma onermistir (Tablo 3.4.). Merkez noktada 6 analiz yapilmistir. Proteaz iiretimi,
30 mL’lik ¢aligma hacmine sahip 100 mL Erlenmeyerler icerisinde gergeklestirilmistir.
Proteaz iiretimi i¢in kullanilan bazal ortam (g/L), Glukoz, 10; KoHPOs, 1; NaCl, 1 ve
MgSOs4, 0,1 olarak belirlenmistir.

Tablo 3.4. Bacillus sp. EBTA6 izolatinin merkezi kompozit dizayni1 (CCD) ile proteaz iiretimi ve mikroorganizma

gelismesi igin deneysel tasarimi

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
Calisma Sayisi Sicaklik (°C) pH Maya Oziitii (g/L)
1 26,59 (-1,682) 7,00 (0) 10,00 (0)
2 30,00 (-1) 9,00 (+1) 15,00 (+1)
3 30,00 (-1) 5,00 (-1) 15,00 (+1)
4 30,00 (-1) 9,00 (+1) 5,00 (-1)
5 30,00 (-1) 5,00 (-1) 5,00 (-1)
6 35,00 (0) 10,36 (+1,682) 10,00 (0)
7 35,00 (0) 7,00 (0) 18,41 (+1,682)
8 35,00 (0) 3,64 (-1,682) 10,00 (0)
9 35,00 (0) 7,00 (0) 10,00 (0)
10 35,00 (0) 7,00 (0) 10,00 (0)
11 35,00 (0) 7,00 (0) 10,00 (0)
12 35,00 (0) 7,00 (0) 1,59 (-1,682)
13 35,00 (0) 7,00 (0) 10,00 (0)
14 35,00 (0) 7,00 (0) 10,00 (0)
15 35,00 (0) 7,00 (0) 10,00 (0)
16 40,00 (+1) 9,00 (+1) 15,00 (+1)
17 40,00 (+1) 5,00 (-1) 5,00 (-1)
18 40,00 (+1) 9,00 (+1) 5,00 (-1)
19 40,00 (+1) 5,00 (-1) 15,00 (+1)
20 43,41 (+1,682) 7,00 (0) 10,00 (0)

Besiyeri pH’lar1 2 N HCI veya 2 N NaOH ile deneysel tasarimda verilen degerlere
ayarlanip 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Besiyerinin %5°1 (h/h) olacak sekilde
NB besiyerinde aktiflestirilen kiiltlir ile agilanmistir. Daha sonra, c¢alkalamali
inkiibatorde 120 rpm c¢alkalama hizinda ve RSM programina gore belirlenen
sicakliklarda 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 24 ve 48. saatlerinde alinan
orneklerde mikroorganizma gelismesi ve proteaz aktivitesi belirlenmistir (Suberu ve

ark., 2019).
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3.4.3. istatistiksel analiz

Yazilim tarafindan 6nerilen 20 deneysel ¢alismanin uygulanmasiyla, RSM’den elde
edilen veriler ANOVA’ya tabi tutularak bagimli degiskenlerin (mikroorganizma
gelismesi ve proteaz aktivitesi) cevabini tahmin etmek icin ikinci dereceden polinom
model denklemi olusturulmustur. Bu c¢alismadaki tiim deneyler i¢in ii¢ tekrar
yapilmistir; ortalamalar1 ve standart sapmalar1 olusturulmustur. Uygun polinom
denklemi, degiskenlerin her birinin tepki ve deney seviyeleri arasindaki iliskiyi
gostermek icin ¢ boyutlu (3D) yuzey grafikleri ve 2D Kontur grafikleri ifade
edilmistir. Grafikleri ¢izmek igin istatistiksel yazilim (Design-Expert 7.0.0 Stat-Ease
Inc.) kullanilmigtir Optimizasyon calismasinda ANOVA analizi ile P degerinin
“<0,05” olmasi; model terimlerinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterir

(Vijayaraghavan ve Prakash Vincent, 2015; Hussain ve ark., 2017).

3.4.4. Konfirmasyon (dogrulama) deneyi

Yanit ylzey yonteminde; azaltilarak modifiye edilen kiibik modelin gegerliligini
kontrol etmek i¢in, optimize edilmis farkli parametrelerin kombinasyonunun yazilim
tarafindan tahmini ongoriilen maksimum gelisme ve maksimum proteaz aktivitesi
deneysel olarak test edilmistir. Konfirmasyon i¢in istenilen formiilasyonda hazirlanan
besiyerleri 121°C’de 15 dakika steril edilerek, sogumaya birakilmis ve besiyerinin
%35’1 olacak sekilde (h/h) NB besiyerindeki aktif kiiltiir ile asilanmistir.
Mikroorganizma, 120 rpm ¢alkalama hizinda ve konfirmasyon i¢in programin istedigi
sicaklikta 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda alinan rneklerde
mikroorganizma gelismesi ve proteaz aktivitesi belirlenmistir. Maksimum
mikroorganizma gelismesi ve maksimum proteaz aktivitesi i¢in program tarafindan
tahmin edilen degerler, deneysel olarak gercekte bulunan degerlerle karsilagtirilmigtir

(Suberu ve ark., 2019).



27

3.5. Proteaz Aktivitesi Tayini

Gelisme ortamindan 48. saatte alinan o6rnekler 10000 rpm’de, 4°C’de 5 dk
santrifiijlenmistir (Hettich Zentrifugen, EBA 21). Elde edilen hiicresiz supernatant

(ham enzim) proteaz aktivitesi tayininde kullanilmistir.

Proteaz aktivitesi tayininde substrat olarak kazein kullanilmistir. Deney tiipii
icerisinde; 1 mL kazein ¢ozeltisi [100 mM pH 8 Tris-HCl tamponu igerisine %0,1
oraninda kazein] ile 0,2 mL enzim ornegi vortekslenerek karistirildiktan sonra
calkalamali su banyosunda 60°C’de 15 dakika inkiibasyona brrakmistir. Inkiibasyon
sonrast reaksiyonu durdurmak ve ortamdaki proteinleri ¢oktiirmek amaciyla, tiipler
buz dolu bir kaba alinip iizerine hizli olacak sekilde 2 mL %10 (ag/h) TCA ¢ozeltisi
ilave edilip vortekslenmistir. Daha sonra karigim, sogutmali santrifiijde 4°C’de 9000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonrasi siipernatanttan 1 mL alinip
tizerine 4 mL damitik su eklenerek 5 kat seyrelme islemi yapilmis ve 280 nm dalga
boyunda kore karst UV-VIS spektrofotometrede absorbansi okunarak o6l¢iim
gerceklestirilmistir. Kor deneme reaksiyon karisimi olarak enzim 6rnegi yerine ayni
miktarda damitik su (0,2 mL) kullanilmis, lizerine 1 mL kazein ¢ozeltisi eklenerek
diger orneklere yapilan tiim islemler sirasiyla uygulanmistir. Diger ornekler ile kor
deneme arasindaki absorbans farki hesaplanmistir. Bu ¢6zeltilerdeki tirozin miktarina
atfedilen absorbans degeridir (Olajuyigbe ve Falade, 2014). Bagil proteaz aktivitesi,
enzimatik analizde saptanan maksimum proteaz aktivitesine gore tespit edilen

aktivitenin ylizdesi olarak tanimlanmistir (Mishra, 2016).

3.5.1. Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi

Proteaz enzimi aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan tirozin standart grafiginin
olusturulmasi i¢in 50 mL 1 mM pH 8 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi ile 9,06 mg tirozin
¢Oziindiirtilerek stok ¢6zelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden belli hacimlerde
alinarak 1 mM pH 8 Tris-HCl tampon ¢ozeltisi ile seyreltilip farkli konsantrasyonlarda
tirozin cozeltileri (100, 200, 400, 600, 800, 1000 uM) olusturulmustur (Tablo 3.5.).
UV-VIS Spektrofotometre kullanilarak kuvartz kiivet ile 280 nm dalga boyunda
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absorbans okunmustur (Kumar ve Borah, 2012). Tirozin konsantrasyonuna baglh elde
edilen absorbans degerlerine gore grafik ¢izilmistir (Sekil 3.2.). Cizilen Tirozin
standart grafigindeki egim ile “Denklem 3.1” kullanilarak enzim aktivitesi

hesaplanmustir.

Enzim Aktivitesi —— = 222 x SF (3.2)
mL.dk CxD

: Standart egriden bulunan deger (pmol)
: Toplam hacim (mL)

: Enzim miktar1 (mL)

o O wm >

: Inkiibasyon siiresi (dk)
SF . Seyreltme faktor

Bir iinite (U) proteaz aktivitesi, analiz kosullar1 altinda (60°C, pH 8) %1 kazeinden 1
dakika i¢inde mililitre basma 1 pmol tirozini serbest birakan enzim miktart olarak

tanimlanir (Olajuyigbe ve Falade, 2014). Analizler 3 paralel olarak yapilmustir.

Tablo 3.5. Tirozin standart grafiginin belirli konsantrasyonlarda hazirlanmasi ve 280 nm absorbansta okunmasi

Absorbans (280 nm)

Konsantrasyon (umol) A B C Ortalama
0 0,069 0,070 0,067 0,069
100 0,174 0,175 0,180 0,176
200 0,270 0,270 0,273 0,271
400 0,469 0,464 0,476 0,470
600 0,666 0,664 0,670 0,667
800 0,863 0,862 0,869 0,865

1000 1,076 1,072 1,071 1,073
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Sekil 3.2. Tirozin Standart Egrisi

3.6. Mikroorganizma Gelisiminin Ol¢iimii

Mikroorganizma gelismesinin Olcililmesi i¢in gelismenin 48. saati sonunda 0,5 mL
ornek alinmistir. Alinan orneklerin {izerlerine 9,5 mL damitik su konularak 20 kat
seyreltme islemi yapilmistir. Vortekslendikten sonra kiivet ile UV-VIS
Spektrofotometre’de 600 nm dalga boyunda optik yogunlugu Ol¢iilmiistiir. Ekim
yapilmamis taze besiyeri kor deneme olarak kullanilmistir. K6r denemeye de ayni
oranda seyreltme islemi uygulanmustir. Ornek ile kér deneme arasindaki absorbans
farklar1 hesaplanmis ve mikroorganizma gelismesi belirlenmistir (Sekil 3.3.) (Al-

Askar ve ark., 2015).

Sekil 3.3. Modifiye besiyerinde proteaz iiretimine tabi tutulan Bacillus sp. EBTAG6 izolatinin gelismesi; a) 0. saat

kor okuma, b) 24. saat sonu, c) 48. saat sonu
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3.7. Enzim Ozellikleri

Bacillus sp. EBTAG6 izolati, Boliim 3.4.4.” de konfirmasyon i¢in belirlenen optimum
sicaklik, pH, maya 0ziitii ortaminda calkalamali inkiibatérde (120 rpm), 48 saat
gelistirilerek elde edilen siipernatant enzimin &zelliklerinin  belirlenmesinde

kullanilmustir.

3.7.1. Proteaz enziminin optimum sicakh@imin belirlenmesi

Sicakligin ham enzimin proteolitik aktivitesi tizerindeki etkisi, Boliim 3.5.’de verilen
standart enzim aktivitesi deneyinde 15 dakikalik inkiibasyon asamasi sirasinda
reaksiyon karigiminin gesitli sicakliklarda (Oda Sicakligi, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C,
80°C ve 90°C) inkiibasyona birakilmasi ile belirlenmistir. Her sicaklik i¢in 15
dakikalik inkiibasyon asamasi sirasinda kor deneme de yapilmustir. 15 dakikalik
inkiibasyon sonrasi standart enzim aktivitesi deneyine devam edilerek, deneyin son
asamast olan 280 nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometrede absorbanslari
okunarak ayni sicakliga sahip ornekler ile kor denemeleri arasindaki absorbans farki
hesaplanmistir. Maksimum proteaz aktivitesi gosteren sicaklik degeri 100 olarak, diger
sicaklik degerleri de bu degere gore konumlandirilarak bagil proteaz aktivitesi grafigi

olusturulmustur (Ozden, 2014; El-Hassayeb ve Abdel Aziz, 2016).

3.7.2. Proteaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Enzim, bir pH tamponu (100 mM Tris-HCI pH 8) kullanilarak %50 oraninda
seyreltilmistir. Reaksiyon karisimi dnceden 60°C’ye ayarli calkalamali su banyosunda
180 dakika inkiibasyona birakilarak 0-10-20-30-60-90-120-150-180. dk sonlarinda
ornek alinmistir. Siire sonunda icerisinde 0,4 mL reaksiyon karigimi olan tiim tiiplerin
tizerine 1 mL kazein ¢ozeltisi ilave edilerek vortekslenip 60°C, 15 dk ¢alkalamali su
banyosunda inkiibasyona birakilarak standart enzim  aktivitesi deneyi
gerceklestirilmistir. Diger Ornekler ile kor deneme arasindaki absorbans farki
hesaplanmistir. Maksimum proteaz aktivitesi gosteren siiredeki deger 100 olarak, diger

sireler ise bu degere gore konumlandirilarak bagil proteaz aktivitesi grafigi
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olusturulmustur (Reddy ve ark., 2008; Olajuyigbe ve Falade, 2014). Ayn1 deneme
dizayn1 50°C i¢in de gerceklestirilmistir. Ancak 6rnek alma siireleri 0-10-20-30-60-
90-120-150. dk olarak degistirilmistir.

3.7.3. Proteaz enziminin optimum pH’simn belirlenmesi

Enzimin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in konik santrifiij tiiplerindeki 0,2 mL enzim
¢ozeltisi lizerine, cesitli pH degerlerindeki tampon ¢ozeltilerle (4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10)
hazirlanan (Tablo 3.6.) 1 mL %1 (a/h) kazein ¢ozeltileri ilave edilerek vortekslenip
60°C 15 dk calkalamali su banyosunda inkiibasyona birakilmis ve standart enzim
aktivitesi deneyi gergeklestirilmistir. Enzim 6rnekleri ile kor denemeleri arasindaki
absorbans farklar1 hesaplanmistir. Maksimum proteaz aktivitesi gosteren pH degeri
100 olarak, diger pH degerleri ise bu degere gore konumlandirilarak bagil proteaz
aktivitesi grafigi olusturulmustur (Sellami-Kamoun ve ark., 2008; Ozden, 2014; El-
Hassayeb ve Abdel Aziz, 2016).

Tablo 3.6. Proteaz enziminin optimum pH ve pH stabilitesinin belirlenmesi igin kullanilan tampon ¢6zeltiler

pH Tampon Cozelti

4-5-6 100 mM Sitrat

7-8-9 100 mM Trizma Base - Hidroklorik asit
10 100 mM Karbonat-Bikarbonat

3.7.4. Proteaz enziminin pH stabilitesinin belirlenmesi

Bacillus sp. EBTA 6 izolatindan elde edilen 0,2 mL ham proteaz enzimi tizerine Tablo
3.6.da verilen gesitli pH degerlerinde hazirlanan tampon ¢ozeltiler (4, 5, 6, 7, 8, 9 ve
10) sira ile ayr1 ayr1 0,2 mL ilave edilerek enzim %50 oraninda seyreltilmistir. Her bir
tip icerisindeki 0,4 mL reaksiyon karigimi vortekslenerek oda sicakliginda 1 saat
siireyle bekletilmistir. Siire sonunda enzim aktivitesi belirlenmistir. Enzim 6rnekleri
ile kor denemeleri arasindaki absorbans farklar1 hesaplanmistir. Maksimum proteaz
aktivitesi gosteren pH degeri 100 olarak, diger pH degerleri ise bu degere gore
konumlandirilarak bagil proteaz aktivitesi grafigi olusturulmustur (Sellami-Kamoun

ve ark., 2008).
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3.7.5. Proteolitik enzim aktivitesi Uzerine metal iyonlarmn, amino asit

inhibitorlerinin ve ylzey aktif maddelerin etkisinin belirlenmesi

Metal iyonlarinin ve aminoasit inhibitdrlerinin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla, K¥, Mg*, Cu?*’, Ca?", Sn*’, Zn>" iyonlar1 ile PMSF, EDTA
inhibitorleri kullanilmistir. Bu metal ve inhibitorlerin sirasiyla 1 ve 5 mM
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri (sadece PMSF 2,5 ve 5 mM konsantrasyonda
kullanilmistir) pH 8 Tris-HCI tampon ¢ozeltisiyle hazirlanmigtir. Daha sonra 0,2 mL
metal iyonlar1 ve aminoasit inhibitér cozeltileriyle ile 0,2 mL enzim c¢ozeltisi
karistirilarak oda sicakliginda 60 dakika bekletilmistir. Siire sonunda enzim aktivitesi

belirlenmistir.

Anyonik ve iyonik olmayan yiizey aktif maddelerin enzim aktivitesi iizerindeki
etkisini belirlemek amaciyla, SDS, Tween 20, Tween 80 kullanilmistir. Bu iyonik ve
iyonik olmayan yiizey aktif maddelerin % 1’lik konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri pH
8 Tris-HCI tampon ¢ozeltisiyle hazirlanmistir. Daha sonra 0,2 mL yiizey aktif madde
cozeltileri ile 0,2 mL enzim c¢ozeltisi karistirilarak oda sicakliginda 60 dakika

bekletilmistir. Stire sonunda enzim aktivitesi belirlenmistir.

Kor deneme i¢in 0,2 mL damitik su ile 0,2 mL 100 mM pH 8 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi
vortekslenerek, oda sicakliginda 60 dakika bekletilmistir. Siire sonunda enzim

aktivitesi belirlenmistir. Kér deneme i¢in 3 paralel yapilarak ortalamasi alinmistir.

Kiyaslama yapilmasi amaciyla “Kontrol” denemesi yapilmistir. Bunun i¢in 0,2 mL
enzim ornegi ile 0,2 mL 100 mM pH 8 Tris-HCI tampon ¢6zeltisi vortekslenerek, oda
sicakliginda 60 dakika bekletilmistir. Siire sonunda enzim aktivitesi belirlenmistir.
Kontrol denemesi 3 paralel yapilarak ortalamasi alinmistir. Enzim 6rnekleri ile kor
denemeleri arasindaki absorbans farklari hesaplanmistir. Kontrol denemesinin enzim
aktivitesi 100 kabul edilerek; metal iyonlari, proteaz inhibitorleri ve yiizey aktif
maddelerin inkiibasyon sonrasi elde edilen enzim aktivitesi degerleri kalan aktivite
ylizdesi olarak tanimlanarak kiyaslama yapilmistir (Sari, 2011; Annamalai ve ark.,

2014a; Gormez ve Giilmiis, 2018).



33

3.7.6. Proteaz enziminin Michaelis Menten kinetik sabitlerinin belirlenmesi

Bacillus sp. EBTAG izolatindan elde edilen proteaz enziminin, substrat olarak kazein
kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenebilmesi i¢in 0,05-20 mg/mL arasinda degisen
farkli kazein konsantrasyonlarina sahip 10 ¢ozelti hazirlanmistir (Tablo 3.7.). 100 mM
Tris-HCI tamponu (pH 8) igerisine 20 mg/mL olacak sekilde kazein ilave edilerek
80°C’ye onceden ayarlanmis olan c¢alkalamali su banyosunda 80 rpm calkalama
hizinda 10 dk bekletilmistir. Boylelikle stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok
¢ozeltiden Tablo 3.7.’de gosterildigi hacimlerde alinip lizerine 1 mL’ye tamamlanacak
sekilde 100 mM Tris-HCl tamponu (pH 8) ilave edilerek farkli kazein
konsantrasyonlar1 olusturulmustur. Hazirlanan 10 farkli substrat konsantrasyonunun
her biri ile standart enzim aktivitesi deneyi gergeklestirilmistir. Enzim 6rnekleri ile kor
denemeleri arasindaki absorbans farklari hesaplanmistir. Baslangictaki substrat
konsantrasyonlar1 (1/S), baslangigtaki reaksiyon hizlar1 (1/V) olarak belirlenerek
Lineweaver-Burk grafigi olusturulmustur. X eksenini kesim noktasinda K, Y eksenini
kesim noktasinda Vi, degerleri bulunmustur (Ozcan ve ark., 2007; Rao ve ark., 2009;

Polatoglu, 2016; Hussain ve ark., 2017).

Tablo 3.7. Michaelis-Menten kinetiginin belirlenmesi i¢in hazirlanan kazein ¢6zeltileri

Test Kazein Konsatrasyonlart ~ Stok Kazein Cozeltisinden 100 mM pH 8 Tris-HCl
Ornegi (mg/mL) Alinan Hacimler (mL) Tamponu (mL)
1 20 1 0

2 16 0,8 0,2

3 12 0,6 0,4

4 10 0,5 0,5

5 8 0,4 0,6

6 6 0,3 0,7

7 4 0,2 0,8

8 2 0,1 0,9

9 1 0,05 0,95

10 0,05 0,025 0,975
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3.8. Uygulama Alanlari

Calismada Bacillus sp. EBTAG izolati, belirlenen optimum sicaklik, pH, maya oziitii
ortaminda gelistirildikten sonra 9000 rpm’de santrifiijlenerek elde edilen ham enzimin

leke ¢ikarma kapasitesi ve siit pihtilastirma aktivitesi hesaplanmustir.

3.8.1. Siit pthtilastirma aktivitesinin belirlenmesi

Siit pthtilagma aktivitesi, Merheb-Dini ve arkadaslarinin (2010) yonteminin modifiye
edilmesiyle belirlenmistir. Calismada yagsiz uzun 6murlt (UHT) st kullanilmigtir. 2
mL yagsiz siit bir test tiipiine alinarak tizerine 1 M CaCl, stok ¢6zeltisinden farkli
oranlarda son konsantrasyonu 20-30-40-50-100 mM olacak sekilde ilave edilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda CaCly, siit pihtilagsma aktivitesi Uzerindeki etkisini
belirlemek igin eklenmistir (Corrons ve ark., 2012). BOylece substrat vortekslenerek
hazirlanmis, ¢alkalamali su banyosunda 37°C’ye gelene kadar 6n inkiibe edilmistir.
37°C’ye geldigi dijital gida termometresi (Weather Forecast) ile kontrol edilen tiiplere
0,2 mL enzim Ornegi ilave edilmistir. Hizlica vortekslendikten sonra yeniden
37°C’deki  calkalamali  banyosunda inkiibasyona birakilarak, kronometre
baslatilmigtir. Test tupl manuel olarak dondirtlerek pihti olusumu gézlemlenmistir.
[lk kesikli parcaciklarin olusarak farkedilebilir oldugu zaman dl¢iilerek kaydedilmistir.
Her deney i¢in numunenin pihtilasma siiresi iki kez Olgiilerek ortalama numune
pihtilagma stiresi olarak rapor edilmistir. Bir siit pthtilagma tinitesi (U), 10 mL substrati
40 dakikada pihtilagtiran 1 mL 6ziitte bulunan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir
(Sathya ve ark., 2009). Sut pihtilastirma aktivitesi asagidaki formiil ile hesaplanmigtir
(Denklem 3.2) (Alecrim ve ark., 2014).

2400 x Sutin hacmi (S)
Enzim Hacmi (E)X Pihtilasma Olusumunun Suresi (T)

MCA (U/mL) = (3.2)

Burada 2400, siit pihtilasma aktivitesinin dakika cinsinden toplam siiresidir. S, sut

hacmi (mL); E, enzim hacmi (mL) ve T, pihtilagsma olusumunun siiresi (saniye) “dir.
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3.8.2. Leke cikarma calismalari

Leke cikarilmasinda bir deterjan katki maddesi olarak proteaz kullanilmaktadir. Bu
calismada EBTAG6 izolatindan elde edilen proteazin leke c¢ikarma etkinligini
gozlemlemek amaciyla; ketgap ve yerel bir marketten alinarak polisitiren kopiik

igcerisinde dogranmis tavuk cigerinden edinilen kan leke olarak kullanilmistir.

Patiska (sik ve diiz dokunmus pamuklu bez) cinsi beyaz kumas 4 cm x 4 cm olacak
sekilde parcalara ayrilmistir. Kumaslara kan 6rneginden 10 pL, ketgap 6rneginden ise
pastor pipetiyle bir damla damlatilmistir (Sekil 3.4.). Lekelenmis kumas parcalari
95°C’de 5 dakika boyunca etiivde (Elektro-mag, M 5040) kurutulmustur. Daha sonra
beherler 6’sar olarak 3 gruba ayrilarak, lizerlerine Tablo 3.8.’de verilen grup isimleri
yazilmis ve o gruplara ait belirlenen formiilasyonlarda tizerleri tamamlanarak dnceden
50°C’ye ayarlanmis olan ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. (C
grubuna ilave edilmesi gereken 1 mL deterjan olarak “Ticari deterjan 1 ve Ticari
deterjan 2” secilerek 5 mg/mL olacak sekilde musluk suyunda ¢oziindiiriilmiis, 2 farkli
deney olarak ayni1 lekede ¢alisilmistir.) Her bir beher yine Tablo 3.8.’de verilen belirli
siire sonlarinda calkalamali inkiibatdrden c¢ikarilarak, igerisindeki kumas pargalari
musluk suyunda hafif bir sekilde durulanmis ve oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Kuruduktan sonra gorsel olarak incelenmistir. Leke ile islenmemis

kumas pargalar1 “Kontrol 2 olarak kabul edilmistir (Annamalai ve ark., 2014b).
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Sekil 3.4. Leke giderimi deneyi; a) Boyanmamis pargalar b) Kan Lekesi ile boyanmig pargalar, ¢) Ketgap Lekesi

ile boyanmis parcalar

Tablo 3.8. Leke ¢tkarma calismalarinda uygulanan deney dizayni

A grubu B grubu C grubu
Leke Leke Leke

Seri + + +

Numarasi 100 mL Damitik Su 100 mL Damitik 100 mL Damitik Su
Su + +

(Kontrol 1) Enzim (2 mL) 1 mL Deterjan
(5 mg/mL)

1 5.dk 5.dk 5.dk

2 10.dk 10.dk 10.dk

3 15.dk 15.dk 15.dk

4 20.dk 20.dk 20.dk

5 25.dk 25.dk 25.dk

6 30.dk 30.dk 30.dk




BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Tarama Calismasi1 Bulgular
4.1.1. Proteaz iireten suslarin taramasi ve proteaz aktivitesi

Sekil 4.1. yagsiz siit tozu igeren besiyeri lizerindeki 32 adet Bacillus sp. izolatlarinin

24. saatini, Sekil 4.2. ise 48. saatini gdstermektedir.

Sekil 4.1. 24 saat sonunda yagsiz siit tozu igeren besiyerinde gelistirilen Bacillus izolatlarinin kazein hidrolizi ile

olusturduklart seffaf zonlar
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Sekil 4.2. 48 saat sonunda yagsiz siit tozu igeren besiyerinde gelistirilen Bacillus izolatlarinin kazein hidrolizi ile

olusturduklar seffaf zonlar

Etraflarinda net bir seffaf zon bolgesi gosteren bakteri izolatlar1 proteolitik aktif

bakteri olarak tanimlanmistir (Moharam ve ark., 2019).

32 adet Bacillus sp. izolatlarindan her birinin 24.-48. saat inkiibasyonlari sonunda
cetvel yardimiyla seffaf zon olusturan bolgenin capr ve biiyiime bdlgesindeki
koloninin cap1 Ol¢lilmiistiir (Mishra, 2016). Seffaf zon olusturan bdlgenin ¢apindan
biiylime bolgesindeki koloninin ¢api ¢ikartilarak kazein hidroliz bolgesinin biiyiikligii

belirlenmistir (Tablo 4.1.).
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Tablo 4.1. SMA besiyerinde 33°C’de 24 ve 48 saat inkiibe edilen Bacillus sp. suslarinin gelisimleri ve zon ¢aplart

24 saat Sonu

48 saat Sonu

Bacillus sp. susu  Zon ¢ap1 (mm) Bakteri gelisimi  Zon ¢ap1 (mm)  Bakteri gelisimi
KS1 9 +) 14 )
AKS2 () ) 4 )
BAST2 4 +) 9 )
BAT3 7 ) 16 (+)
BMZE4 3 ) 6 (+)
EBTA4 9 ) 17 (+)
EBTAS 9 ) 15 (+)
EBTA6 8 ) 16 (+)
EBTA7 9 ) 17 (+)
GIT2 8 () 15 (+)
HTAI ® ® “) (+)
HTA2 4 (+) 9 )
MDBI 7 ) 13 )
MDC2 8 +) 15 )
MDG?3 8 (+) 16 )
MDH3 7 ) 13 )
MDi4 9 ) 17 )
MDP4 8 ) 16 )
SBT1 ) +) 3 )
SBT3 7 ) 15 +)
SBT4 5 ) 9 +)
SBTS 7 +) 15 )
SBT6 2 +) 6 )
SBT7 2 +) 8 )
SBTS 9 +) 15 )
SBT9 9 +) 17 )
SBT10 6 ) 11 C)
SBTI12 ) +) 4 C)
ZBP4 6 )] 14 C)
ZBP10 8 )] 14 C)
ZGT5 8 )] 15 C)
ZGT9 8 (+) 17 ()

24. saatin sonunda zon olusturmayan izolatlar; AKS2, HTA1, SBT1, SBT12 olarak

belirlenmistir (<1 mm). Diger izolatlarin ise <10 mm ¢ap olusturdugu gozlemlenmistir.

24. saat sonunda edinilen sonuglara gore kolonilerin ¢evresinde en biiyiik seffaf zon
olusturan suslar; AKS1, EBTA4, EBTAS, EBTA6, EBTA7, GIT2, MDC2, MDG3,
MDi4, MDP4, SBTS, SBT9, ZBP10, ZGTS5, ZGT9 olarak belirlenmistir.

48. saatin sonunda zon olusturmayan izolat; HTA1 olarak belirlenmistir. Diger

izolatlarin ise <18 mm c¢ap olusturdugu goézlemlenmistir. 24. saat sonunda edinilen

sonuglara gore kolonilerin ¢evresinde en biiylik seffaf zon olusturan suslar; BAT3,

EBTA4, EBTA6, EBTA7, MDG3, MDi4, MDP4, SBT9, ZGT9 olarak belirlenmistir.
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Calisilan 32 izolat arasinda, 24. ve 48. saat sonunda edinilen sonuglara gore; en yiiksek
kazein hidroliz bolgesi gostererek proteaz aktivitesinin giiglii oldugu gozlemlenen
izolatlardan biri olan EBTAG6, 48 saatlik inkiibasyon sonunda kullanilmak {izere
ilerideki optimizasyon c¢aligsmalari i¢in seg¢ilmistir. EBTA izolat1 daha 6nce yapilan bir
calismada, ev yapimi bir tarhana Orneginden izole edilmis ve c¢esitli morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri ile 16S rDNA dizi analizine gore Bacillus cinsine ait bir

bakteri olarak belirlenmistir (Akgay ve Avci, 2020).

4.2. “Design Expert” Programi Kullamlarak Yamt Yuzey Yontemi (RSM) ile

Fermantasyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Endustride mikrobiyal proteaz Uretimi fermantatif islemle gergeklestirilir. Enzimin
hizli Uretilmesi, optimize edilmis ortam bilesimleri ve degistirilmis kiiltiir kosullari ile
elde edilebilir. Bu sebeple, fermantasyon kosullarinin optimizasyonu, uygun maliyetli
bir fermantasyon siirecinin gelistirilmesinde en 6nemli adimdir (Lotfy ve ark., 2007).
Mikroorganizmalar, gelisme ve enzim tretimi i¢in belirli fermantasyon
parametrelerine sahip olduklarindan, maksimum proteaz iiretimi i¢in biyoproses

kosullarinin 1yilestirilmesi ihtiyact zorunludur (Bhunia ve Dey, 2012).

Yanit ylzey yontemi, ortam parametrelerinin tek seferde geleneksel bir faktor
yaklagimina gore, nispeten daha kisa siirede ve daha az cabayla optimize edilmesine
yardimer oldugundan endiistriyel enzim iiretimini iyilestirmek i¢in miikemmel bir
yaklagimdir. Bacillus sp. EBTAG6 tarafindan proteaz iiretimini ve gelismeyi
maksimuma ¢ikarmak i¢in optimum kosullart bulmak amaciyla RSM kullanilarak
merkezi kompozit dizayn1 (CCD) ile ¢ parametre (A: sicaklik, B: pH, C: maya oziitii
konsantrasyonu) dikkate alinmistir. Bu izolat ile daha oOnce yapilan, besiyeri
bilesiminin proteaz tiretimine etkisinin Plackett-Burman dizayni ile arastirildigi bir
calismada, maya Oziitiiniin proteaz iiretiminde en etkili bilesen oldugu belirlenmistir
(Akgay ve Avci, 2020). Bu nedenle maya 6zltii 6nemli bir degisken olarak RSM’de
kullanilmistir. Segilen {i¢ degiskenin farkli kombinasyonlar ile yapilan toplam 20
deneysel c¢alismada 48 saatlik inkiibasyondan sonra proteaz iiretimi ve

mikroorganizma gelismesi yanitlart Tablo 4.2.°de verilmistir. Deneyler yapildiktan
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sonra elde edilen yanitlar yazilim (Design Expert 7.0 siirtimii) ile analiz edilmistir. Her
yanit, ii¢ paralel bagimsiz calismanin ortalamasidir. 24. saatteki mikroorganizma
gelismesi ve enzim liretimi i¢in 6rnekler alinip analizleri yapilmis, ancak 48. saate gore

diisiik oldugundan ¢alismada kullanilmamustir.

Tablo 4.2. Bacillus sp. EBTAG izolatinin yanit yiizey yontemi i¢in kullanilan merkezi kompozit dizayn faktorleri

ve 48 saat sonunda proteaz liretimi ile mikroorganizma gelismesi i¢in yanitlari

Calisma

Faktor A Faktor B Faktor C Yanit 1 Yanit 2
Sayisi
Sicaklik Y Maya Gelisme  Enzim Uretimi
C) P Oziiti (g/L) (600 nm) (U/mL)

1 26,59 7 10 2,570 1809
2 30 9 15 6,120 3158
3 30 5 15 5,960 2771
4 30 9 5 2,110 662
5 30 5 5 1,760 763
6 35 10,36 10 3,410 2809
7 35 7 18,41 5,480 2307
8 35 3,64 10 4,430 1582
9 35 7 10 3,680 2134
10 35 7 10 4,040 2153
11 35 7 10 3,760 2097
12 35 7 1,59 0,840 89

13 35 7 10 3,740 1966
14 35 7 10 3,620 1891
15 35 7 10 4,320 2163
16 40 9 15 4,320 1499
17 40 5 5 1,480 473
18 40 9 5 1,750 897
19 40 5 15 3,300 1907
20 43,41 7 10 1,610 1158

4.2.1. Bagimsiz degiskenlerin enzim aktivitesi iizerine etkilerinin modellenmesi

Enzim aktivitesi 89 U/mL (Calisma 12) ile 3158 U/mL (Calisma 2) arasinda
degismistir (Tablo 4.2.). Ug parametrenin interaktif etkileri; degiskenlerin regresyon
katsayisi, F degerleri, P degerleri olarak Tablo 4.3.de gosterildigi gibi sonuglarin
varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir.
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Tablo 4.3. Bacillus sp. EBTAG6 izolatinin proteaz Uretiminde enzim aktivitesi i¢in merkezi kompozit dizayni ile

istatistiksel analizi

Yanit Yiizey Azaltilarak Modifiye Edilmis Kiibik Model i¢in ANOVA
Varyans Tablosu Analizi (Kismi Kareler Toplami — Tip I11)

Karelerin Ortalama F p-degeri
Kaynak Toplam df Kareler Degeri Prob>F
Model 2609,57 10 260,96 168,49 < 0,0001 Onemli
A-Sicaklik 131,59 1 131,59 84,96 < 0,0001
B-pH 87,46 1 87,46 56,47 < 0,0001
C-Maya Ozitii 1671,69 1 1671,69 1079,32 < 0,0001
AB 0,31 1 0,31 0,20 0,6651
AC 76,79 1 76,79 49,58 < 0,0001
BC 7,44 1 7,44 4,81 0,0561
A2 100,36 1 100,36 64,79 < 0,0001
C? 524,26 1 524,26 338,49  <0,0001
ABC 43,31 1 43,31 27,96 0,0005
AB 36,51 1 36,51 23,57 0,0009
Kalinti 13,94 9 1,55
Uyum Eksikligi 6,15 4 1,54 0,99 0,4907  Onemli degil
Saf Hata 7,79 5 1,56
Toplam 2623,51 19

Optimizasyon g¢alismasinin ANOVA analizine gore 0,0500°den diisiik “Prob>F”
degerleri (P <0,05) model terimlerinin anlamli (6nemli) oldugunu gosterdigi igin; A,
B, C, AC, A%, C?, ABC, A?B anlamli model terimleri olarak belirlenmistir. Sonuglar
ayrica inkiibasyon sicakligi (A), pH (B) ve maya 6ziitii konsantrasyonunun (C) proteaz
aktivitesinde enzim verimini etkileyen ana faktorler oldugunu géstermistir. Bunun
tersine AC, A?, C2, ABC ve A?B’nin etkilesen terimleri kiigiik faktorlerden olustugu
gozlemlenmistir. F degeri (168,49), modelin anlamli oldugunu gosterirken;
0,1000’den biiyiik degerler model terimlerinin anlamli olmadigini gostermistir. Uyum
eksikligi icin F degeri 0,99 bulunarak, uyumsuzlugun saf hataya gore anlamli olmadigi
belirlenmistir. Anlamli olmayan uyum eksikligi, modelin iyi bir uyumu oldugunu
gostermistir. CUnkl bu, model denkleminde degiskenlerin degerlerinin herhangi bir
etkilesiminde proteaz iiretimini tahmin etmek i¢in uygun oldugunu gosterir (Xiao ve
ark., 2015). Modelin R-kare degeri 0,9947 olarak belirlenmistir. 1’e yakin bir R-kare
degeri, gozlemlenen ve tahmin edilen degerler arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu
ve modelin daha iyi giivenilirlige sahip oldugu anlamina gelir (Kandasamy ve ark.,

2016). 0,9584 olarak 6ngoriilen R-kare degerinin, 0,9888 olarak gercek R-kare degeri
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ile makul bir uyum iginde oldugu sonucuna ulasilmistir. Yeterli hassasiyet, sinyalin
giiriiltiiye oranin1 6lger. Bir modelin uygun olmasi igin 4°Un (zerinde bir oran arzu
edilir (Xiao ve ark., 2015). Bu calismadan elde edilen 49,84 orani, sinyalin kabul
edilebilir oldugunu ve modelin tasarim alaninda gezinmek igin kullanilabilecegini

gosterir.

Bir varyasyon katsayist (C.V.), %10°dan az oldugunda olusturulan modelin tekrar
edilebilirligi anlamina gelir (Wang ve ark., 2017). Bu ¢alismadan kaydedilen nispeten
daha diistik bir C.V. % degeri (% 3,13) proteaz optimizasyonu i¢in olusturulan modelin
dogrulugunu ve tutarhiligimi gosterir. Sekil 4.3. modelin proteaz Gretiminin
optimizasyonu igin uygun oldugu ve noktalarin esit dagilimi, tahmin edilen ile

gozlemlenen yanitlar arasinda iyi bir iliski oldugu anlamina gelir.

57.00 —|

45.00 —|

33.00 —|

Tahmin

21.00 —|

9.00 —

I I I I I
9.43 21.12 32.82 44.51 56.20

Gergek

Sekil 4.3. Bacillus sp. EBTAG6 tarafindan proteaz tiretimi igin tahmin edilene kars1 ger¢ek yanit grafigi

Regresyon denklem katsayilari hesaplanarak veriler ikinci dereceden bir polinom
denklemine yerlestirilmistir. Proteaz aktivitesi regresyonunun Bacillus sp. EBTAG ile
yanit1; A’nin sicaklik, B’nin pH, C’nin maya 6ziitii konsantrasyonu oldugu “Denklem

4.1” ‘e gore ifade edilebilir;
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Gergek Faktorler Agisindan Nihai Denklem: (4.2)

VEnzim Aktivitesi
= [+516.84332(—27.95517 X Sicaklik)(—95.37256
x pH)(+0.62562 X Maya Oziitii) (+5.13228 X Sicakhik
x pH)(+0.20182 x Sicaklik X Maya Oziitii)(+1.53227 x pH
x Maya Oziitii) (+0.35969 x Sicakhik2)(—0.24007
x Maya Oziitii2) (—0.046535 x Sicaklik x pH
x Maya Oziitii) (—0.066389 x Sicakhk2 x pH)]

Model, proteaz iiretimi tizerindeki degisken etkinin analizi i¢in elde edilen sonuglara
dayanarak yanit ylzeyleri olusturmak i¢in kullanilmistir. “Denklem 4.1 kullanilarak
merkezi kompozit dizayni1 (CCD) sonuglarina uyan model yanit yiizey grafikleri, Sekil
4.4. ve Sekil 4.5.’de gosterilmektedir. Proteaz iiretiminin degerlendirildigi ti¢ boyutlu
grafikler, degisimin daha iyi gbézlemlenmesi i¢in bir degiskenin degeri maksimum
seviyede sabit tutularak bir seferde iki degiskene karsi ¢izilmistir. Diger bir deyisle
Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.’de; a’da maya 6ziitli, b’de pH, c’de ise sicaklik maksimum

seviyede tutularak grafikler olusturulmustur.



45

3300

2825

2350

1875

1400

Enzim Aktivitesi (U/mL)

9.00
30.00

35.00
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3750 750 C: Maya Ozitii (g/L)
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1600
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Sekil 4.4. Bacillus sp. EBTA6 tarafindan proteaz iiretimi iizerine farkli degiskenlerin etkisini gosteren 3D
etkilesimli yanit yiizey grafikleri; a) Inkiibasyon sicaklign (°C) ve baslangic pH*si, b) Inkiibasyon
sicakligi (°C) ve maya Oziitli konsantrasyonu (g/L), ¢) Maya 6ziitii konsantrasyonu (g/L) ve baslangig
pH's1
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Enzim Aktivitesi (U/mL)

a
A: Sicaklik (°C)
b
Enzim Aktivitesi (U/mL)
-
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[
)
=
O
c A: Sicaklik (°C)

Enzim Aktivitesi (U/mL)

1724.08]

C: Maya Oziitii (g/L)

5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

B: pH

Sekil 4.5. Bacillus sp. EBTAG tarafindan proteaz iiretimi i¢in validasyon deneyinin kontur grafikleri; a) Iinkiibasyon
sicaklig1 (°C) ve baslangic pH*s1, b) Inkiibasyon sicakligi (°C) ve maya 6ziitii konsantrasyonu (g/L), c)
Maya 6ziitli konsantrasyonu (g/L) ve baslangi¢c pH ‘st
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Sekil 4.4.’de verilen yanit ylizeyi 3D grafikleri merkezi kompozit dizayninin (CCD)
sonuglarina uyan model yanit1 (proteaz aktivitesi U/mL) tanimlanmistir. Grafiklerden,
(a) sicaklik ve pH, (b) sicaklik ve maya 0Oziitii, (¢) maya Oziitii ve pH arasindaki
etkilesim acgikc¢a gdsterilmistir. Sonuglar, baglangic pH’sinin 8’den 9’a yiikselmesi ve
sicakligin  32,5’dan 30,0’a diismesiyle, proteaz aktivitesinin maksimum olarak
3207,01 U/mL artisina neden oldugunu gostermistir (Sekil 4.4.a.). Maya 0zutl
konsantrasyonunun 12,5’dan 15,0 g/L’ye ylikselmesi ve sicakligin 32,5’dan 30,0
°C’ye diismesiyle, proteaz aktivitesinin maksimum olarak 3207,01 U/mL artisina
neden oldugunu goéstermistir (Sekil 4.4.b.). Maya 6ziiti konsantrasyonunun 12,5’dan
15,0 g/L’ye yiikselmesi ve pH’nin 8’den 9’a ylkselmesiyle, proteaz aktivitesinin
maksimum olarak 3146,99 U/mL artisina neden oldugunu gostermistir (Sekil 4.4.c.).
Hesaplamaya gore, proteaz aktivitesi i¢in optimum kosullar, maksimum proteaz
aktivitesi (3207,01 U/mL) igin 30°C sicaklik, pH 9 ve 15 g/L maya 0ziti
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Bunun, optimize edilmemis ortama gore
(1246,76 U/mL); 2,6 kat daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Optimize edilmemis
ortamdaki enzim aktivitesi; NB besiyerinden 48 saat sonra %5 (h/h) alinan inokuliim
hacminin, modifiye besiyerine aktarilarak; 33°C sicaklikta ¢alkalamali inkiibatorde
(120 rpm), 48 saat gelistirilmesiyle elde edilen silipernatantin kullanilmas: ile
belirlenmistir. Uretilen proteaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH 9 oldugundan,
alkali Bacillus oldugu sonucuna varilmistir. Sonuglar, sicakligin proteaz enzim tiretimi
lizerinde onemli bir etkisi oldugunu gdstermistir. Inkiibasyon sicakligi, hiicre disi
proteazin mikroorganizmalar tarafindan sentezini ve salgilanmasini diizenler (Ray ve
ark., 1992). Sekil 4.5.’de verilen eliptik kontur grafiginden, karsilikli etkilesimin

faktorler arasinda 6ne ¢iktig1 agikca gosterilmektedir.

Devi ve arkadaslari (2008), Aspergillus niger ile yaptiklari optimizasyon
caligmalarinda en yliksek proteaz iiretiminin (89,1 U/mL), 45°C mezofilik sicaklikta
gerceklestigini gozlemlemislerdir. Diger onemli bir faktdr olan, ortamin baslangic
pH’sin1 ise optimum proteaz tiretimi (80,6 U/mL) icin 8,5 pH olarak tespit etmislerdir.
Adetunji ve Olaniran (2020), Bacillus aryabhattai Ab15-ES ile yaptiklarn
optimizasyon ¢alismalarinda en yiiksek proteaz iretiminin (248.19 U/mL); 40°C, pH

7,8 ve %2,5 (h/h) inokiilum hacminde elde edilebilecegini ortaya koymustur. Benzer
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bir ¢alismada Patel ve arkadaslar1 (2005), haloalkalifilik Bacillus sp. Vel ile yaptiklari
optimizasyon c¢alismalarinda NaCl ve pH‘nin etkisini belirlemislerdir. Vel’in proteaz
tiretiminin; en iyi pH 9 (185 U/mL)’da oldugunu tespit etmislerdir. Badoei-Dalfard ve
Karami (2013), Bacillus sp. JERO2 ile yaptiklari ¢alismalarinda, proteaz aktivitesi igin
elde edilen optimize edilmis kosulu; 54°C sicaklik, pH 8, 8 mM NaCl ve 4 mM MgSOg4
olarak belirlemislerdir. Vijayaraghavan ve arkadaslar1 (2012), Bacillus subtilis sp. VV
ile yaptiklar1 optimizasyon ¢alismalarinda, en yliksek proteaz iiretiminin pH 10 ve 30-
40°C arasindaki sicakliklarda gerceklestigini belirlemislerdir. Bashir ve arkadaslar
(2018), Bacillus licheniformis ile yaptiklari ¢aligmalarinda, inokiilum miktarini 48
saatlik inklbasyon suresinden sonra, 40°C sicaklikta ve pH 7,5’da optimum proteaz

aktivitesi verdigini gozlemlemislerdir.

Chauhan ve Gupta (2004), Bacillus sp. RGR-14 ile yaptiklar1t optimizasyon
calismalarinda, maya 6ziitli (20 U/mL dk), iire (29 U/mL dk), tripton (46 U/mL dk) ve
benzeri yaygin ucuz azot kaynaklarimin varliginda disiik alkali proteaz iiretimi
gbozlemlemislerdir. Haddar ve arkadaslart (2010), Bacillus mojavensis A21 ile
yaptiklar1 optimizasyon galismalarinda; maya 6zUtd, kazein, soya pepton ve kazein-
pepton (sirasiyla 404, 392, 384 ve 375 U/mL) ile karsilagtirildiginda Sardinella
peptonu (475 U/mL) ile daha yliksek proteaz iiretim seviyeleri elde etmislerdir. Puri
ve arkadaslar1 (2002), Bacillus sp. TSG437 ile cesitli azot kaynaklarinin proteaz
liretimine etkisini incelemislerdir. Incelenen azot kaynaklari arasinda aktiviteyi; kazein
ile 481 U/mL ve maya 6ziitli ile 449 U/mL olarak tespit etmislerdir. Azot kaynaklari,
deterjanla uyumlu proteaz iiretimini belirli bir seviyeye kadar uyarir, sonrasinda ise
represyon goriiliir. Ogrydziak (1993); pepton, tripton ve maya Oziitii gibi karmasik
organik azot kaynaklarinin, amino asitler ve kisa peptidler acisindan zengin olduklar
icin daha yiliksek konsantrasyonlarda kullanildiklarinda enzim represyonu

gosterebilecegini bildirmistir (Ogrydziak, 1993).
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4.2.2. Bagimsiz degiskenlerin mikroorganizma gelismesi Uzerine etkilerinin

modellenmesi

Mikroorganizma gelismesi UV-VIS spektrofotometrede 600 nm absorbans degerinde
0,840 (Calisma 12) ile 6,120 (Calisma 2) arasinda degismistir (Tablo 4.2.). Ug
parametrenin interaktif etkileri; degiskenlerin regresyon katsayisi, F degerleri, P
degerleri olarak Tablo 4.4.’de gosterildigi gibi sonuglarin varyans analizi (ANOVA)

ile belirlenmistir.

Tablo 4.4. Bacillus sp. EBTAG izolatinin mikroorganizma gelismesi i¢in merkezi kompozit dizayni ile istatistiksel

analizi

Yanit Yiizey Azaltilarak Modifiye Edilmis Kiibik Model icin ANOVA
Varyans Tablosu Analizi (Kismi Kareler Toplami — Tip 1)

Karelerin Ortalama F p-degeri
Kaynak Toplami df Kareler Degeri Prob>F
Model 40,99 7 5,86 34,43  <0,0001 Onemli
A-Sicaklik 3,30 1 3,30 19,41 0,0009
B-pH 0,52 1 0,52 3,06 0,1058
C-Maya Ozitii 30,48 1 30,48 179,24 < 0,0001
AB 0,076 1 0,076 0,45 0,5163
AC 1,82 1 1,82 10,73 0,0066
A? 4,38 1 4,38 25,74 0,0003
AB 0,92 1 0,92 5,44 0,0379
Kalint1 2,04 12 0,17
Uyum Eksikligi 1,68 7 0,24 3,35 0.1008  Onemli degil
Saf Hata 0,36 5 0,072
Toplam 43,03 19

Optimizasyon ¢alismasinin ANOVA analizine gore 0,0500°den disiikk “Prob>F”
degerleri (P <0,05) model terimlerinin anlamli (6nemli) oldugunu gosterdigi igin; A,
C, AC, A?, A’B anlamli model terimleri olarak belirlenmistir. Diger bir deyisle, maya
oziitii  konsantrasyonunun, ve inkiibasyon sicaklik seviyesinin mikroorganizma
gelismesi i¢in anlamli faktorler oldugu anlasilmistir. F degeri (34,43), modelin anlaml
oldugunu gosterirken; 0,1000’den biiyiik degerler model terimlerinin anlamh
olmadigini1 gostermistir. Uyum eksikligi i¢in F degeri 3,35 bulunarak, uyumsuzlugun
saf hataya gore anlamli olmadig1 belirlenmistir. Anlamli olmayan uyum eksikligi,

modelin iyi bir uyumu oldugunu géstermistir. Modelin R-kare degeri 0,9526 olarak



50

belirlenmistir. 0,8478 olarak dngériilen R-kare degerinin, 0,9249 olarak gercek R-kare
degeri ile makul bir uyum i¢inde oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica, sinyal/gurultd
oranini dlgen yeterli hassasiyet 19,27 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, modelin
tasarim alaninda gezinmek icin kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir. “C.V.%
degeri” %12,08 olarak belirlenmistir. Sekil 4.6. modelin mikroorganizma gelismesinin

optimizasyonu i¢in uygunlugunu gostermektedir.

6.40 —

5.00

3.60 —

Tahmin

220 —

0.80 —

0.84 221 3.57 4.94 6.30

Gergek

Sekil 4.6. Bacillus sp. EBTA6 tarafindan mikroorganizma gelismesi i¢in tahmin edilene kars1 gergek yanit grafigi

Regresyon denklem katsayilar1 hesaplanarak veriler ikinci dereceden bir polinom
denklemine yerlestirilmistir. Mikroorganizma gelismesi regresyonunun Bacillus sp.
EBTAG ile yaniti; A’nin sicaklik, B’nin pH, C’nin maya 6ziitii konsantrasyonu oldugu

“Denklem 4.2” ‘ye gore ifade edilebilir:

Gergek Faktorler Agisindan Nihai Denklem: (4.2)

Gelisme = [—116,35199(+6,73063 x Sicaklik)(+12,44920 X pH)(+0,96730
X Maya Oziitii) (—0,72980 X Sicaklik X pH)(—0,019100
X Stcaklik X Maya Oziitii) (—0,095803 x Sicaklik?)(+0,010565
x Stcaklik? X pH)]
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Model, mikroorganizma gelismesi lizerindeki degisken etkinin analizi i¢in elde edilen
sonuclara dayanarak yanit yizeyleri olusturmak i¢in kullanilmistir. “Denklem 4.2”
kullanilarak elde edilen yamit yiizey grafikleri, Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de
gosterilmektedir. Mikroorganizma gelismesinin degerlendirildigi ti¢ boyutlu grafikler,
bir degiskenin degeri maksimum seviyede sabit tutularak bir seferde iki degiskene
kars1 cizilmistir. Diger bir deyisle Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de; a’da maya 6ziitii, b’de

pH maksimum seviyede tutularak grafikler olusturulmustur.

a
6.2
—_
€ 545
=
S
O 4.7
N—
£
B 395
©
O i
30.00 9.00
35.00 7.00
A: Sicaklik (°C) B: pH
40.00 ~ 5.00
b

6.2

5.075

3.95

2.825

Gelisme (600 nm)

1.7

30.00 15.00

35.00 10.00

37.50 7.50

A Sicaklik (OC) 40.00  5.00 C Maya’ OZUtu (g/L)

Sekil 4.7. Bacillus sp. EBTAG tarafindan mikroorganizma geligmesi iizerine farkli degiskenlerin etkisini gosteren
3D etkilesimli yanit yiizey grafikleri; a) Inkiibasyon sicakhigi (°C) ve baslangig pH*s1, b) Inkiibasyon

sicakligi (°C) ve maya 6ziitii konsantrasyonu (g/L)
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a | Geligsme (600 nm)

A: Sicaklik (°C)

Gelisme (600 nm)

C: Maya Oziitii (g/L)

30.00 32.50 35.00 37.50 40.00

A: Sicaklik (°C)

Sekil 4.8. Bacillus sp. EBTAG tarafindan mikroorganizma gelismesi i¢in validasyon deneyinin kontur grafikleri; a)
Inkiibasyon sicaklig1 (°C) ve baglangig pHs1, b) Inkiibasyon sicaklig1 (°C) ve maya 6ziitii konsantrasyonu
(g/L)

Sonuglar, baslangi¢ pH’sinin 8’den 9’a yiikselmesi ve sicakligin 32,5°C’den 30°C’ye
diismesiyle, mikroorganizma gelismesinin maksimum olarak 5,8 artisina neden
oldugunu gostermistir (Sekil 4.7.a.). Sivi besiyerindeki bakteri gelisiminin, besiyerinin
pH’sinin degistirilmesinden etkilendigi goriilmiistiir. Maya 6zutl konsantrasyonunun
12,5 g/L’den 15 g/L’ye yiikselmesi ve sicakligin 32,5°C’den 30°C’ye diismesiyle,
mikroorganizma gelismesinin maksimum olarak 5,8 artisina neden oldugunu

gostermistir (Sekil 4.7.b.).
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Devi ve arkadaglar1 (2008), Aspergillus niger ile yaptiklari optimizasyon
caligmalarinda mikroorganizma gelismesi ve proteaz iiretiminin 50°C sicaklikta ve pH
9’da durdugunu gozlemlemistir. Cevresel sicakligin hem mikroorganizma gelismesini
etkiledigi hem de proteaz liretim seviyeleri iizerinde de belirgin bir etki sergiledigi
ortaya cikmistir. Bir baska ¢alismada Vijayaraghavan ve arkadaslar1 (2012), Bacillus
subtilis sp. VV ile yaptiklar1 optimizasyonda, en iyi mikroorganizma geligsmesinin
optimum pH 8 ile pH 7-9 araliginda gerceklestigini belirlemislerdir. Bu bulgu izolatin
alkalifilik yapida oldugunu gostermistir. Alkalifilik ve haloalkalifilik organizmalar
arasinda gelisme ve proteaz iiretimi icin 9 ile 10 arasinda optimum pH aralig
yaygindir. Ibrahim ve arkadaslar1 (2015), hiper tuzlu soda géllerinden izole edilen
Bacillus sp. NPST-AKI15 ile enzim iiretimi ve mikroorganizma geligsmesi icin
optimizasyon ¢alismalar1 yapmislardir. Halotolerant alkalifilik izolat NPST-AK15 “iin,
hem enzim Uretimi hem de hiicre gelismesi igin optimum kosullarini, 40°C sicaklikta
ve pH 11°de tespit etmislerdir. Calismalarinda organik azot destekli enzim dretiminin,
maya 0z0tl kullanilarak maksimum verim gostermis oldugunu belirlemislerdir. Hem
gelisme hem de alkalin proteaz Uretimi, maya 6z{itl konsantrasyonunun arttirilmasiyla
artigim1 ve %2’lik konsantrasyonlarda maksimum enzim verimi gosterdigini
gozlemlemislerdir. Proteaz liretimi gelismeye bagimlidir; ¢linkii enzim salgisindaki bir

artig hiicre biiyiimesine karsilik gelir (Adetunji ve Olaniran, 2020).

4.2.3. Optimizasyon ve konfirmasyon (dogrulama) deneyi

Bacillus sp. EBTA6 susunun proteaz Uretiminde ve mikroorganizma gelismesinde
modelin gecerliligini test ederek dogrulamak icin, “Design Expert” programi
tarafindan 6nerilen 26 deneysel optimum kosul iiretilmistir. Bunlardan baslangi¢ pH’s1
9, maya 6ziitii 15 g/L ve sicaklik 30,11°C olan “4 numaral1 ¢alisma” konfirmasyon

icin secilerek; calisma deneysel olarak gergeklestirilmistir (Tablo 4.5.).
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Tablo 4.5. Merkezi kompozit dizayni ile Bacillus sp. EBTAG tarafindan proteaz uretimi ve mikroorganizma
gelismesi igin 26 adet optimizasyon sonucu

Numara  Sicaklik Maya Oziitii  Enzim Uretimi Gelisme o
(°O) pH (9/L) (U/mL) (600 nm) Istenilebilirlik

1 30 9 15 3146,965 5,832416 0,980816

2 30 8,98 15 3144,79 5,831023 0,980589

3 30 8,96 15 3143,357 5,830096 0,980438

4 30,11 9 15 3155,32 5,814533 0,980158 Segili
5 30 8,82 15 3129,277 5,821077 0,978967

6 30 8,76 15 3123,347 5,817277 0,978345

7 30,39 9 15 3173,946 5,767629 0,97724

8 30 9 14,91 3139,533 5,796305 0,974986

9 30 8,33 15 3080,374 5,789607 0,973818

10 30,41 8,35 15 3097,694 5,746562 0,972075

11 30,82 8,65 15 3147,125 5,697446 0,971906

12 30 8,08 15 3055,519 5,773525 0,971181

13 30 7,86 15 3034,681 5,759992 0,968958

14 31,13 9 15 3203,315 5,643359 0,968955

15 30 7,78 15 3026,661 5,75476 0,968099

16 30 7,22 15 2972,012 5,718993 0,962208

17 30,28 7,21 15 2967,264 5,718078 0,961834

18 30 7,12 15 2962,626 5,71281 0,961188

19 30 6,69 15 2920,773 5,685162 0,956617

20 32,34 9 15 3187,605 5,436552 0,954844

21 32,81 8,98 15 3157,962 5,357957 0,949257

22 31,32 5,85 15 2736,626 5,75047 0,9483

23 30,36 5,76 15 2803,57 5,673378 0,947951

24 30,61 5,35 15 2732,962 5,69707 0,944592

25 31,41 5,2 15 2634,74 5,787429 0,943352

26 34,6 5 15 2314,238 5,663683 0,910789

Niimerik (sayisal) optimizasyon yapilmistir.

4.2.3.1. Proteaz Uretimi icin modelin konfirmasyonu

Teorik Veri; secilen faktor degerlerinin Design Expert programinda enzim aktivitesi

icin belirlenen “Denklem 4.1” ’e uygun sekilde yerlestirilerek bulunmustur.
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VEnzim Aktivitesi
= [+516.84332(—27.95517 x Sicaklik)(—95.37256
X pH)(4+0.62562 x Maya Oziitii) (+5.13228 x Sicaklik
x pH)(+0.20182 x Sicaklik x Maya Oziitii) (+1.53227 x pH
X Maya Oziitii) (+0.35969 x Sicaklik2)(—0.24007
x Maya Oziitii2) (—0.046535 x Sicaklik x pH
X Maya 0ziitii) (—0.066389 x Sicakhk2 x pH)]

Enzim Aktivitesi =3155,32 U/mL

Tablo 4.6.’da; analiz edilen deneysel veriler ve deneysel verilerin teorik formdal ile
uygulanmasi sonucunda belirlenen degerler kiyaslanmistir. Bacillus sp. EBTA6 susu
icin Tablo 4.6.’da teorik olarak belirlenen 3155 U/mL; farkli zamanlarda 2 kez dizayn
edilerek gerceklestirilen 3095 U/mL olan deneysel veri 1’e kiyasla 60 U/mL, 3031
U/mL olan deneysel veri 2’ye kiyasla 124 U/mL daha diisiik bir proteaz aktivitesi
tiretmistir. Elde edilen deneysel degerin, modelden tahmin edilen degerle iyi bir uyum
iginde oldugu ve tahmin edilen ile ger¢ek degerler arasinda nispeten kiigiik hatalar
oldugu belirtilmelidir. Dolayisiyla, {iretilen modelin, %10’dan az hata oldugu i¢in
proteaz aktivitesinin etkinligini tahmin edecek yeterli dogruluga sahip oldugu

sonucuna varilabilir.

Tablo 4.6. Bacillus sp. EBTAG izolati ile proteaz Uretimi i¢in; dogrulama testi

Sicaklik (°C) pH  Maya Ozitii (g/L) Enzim Aktivitesi (U/mL)

Deneysel Veri 1 30,11 °C 9,00 15,00 3095
Deneysel Veri 2 30,11 °C 9,00 15,00 3031
CCD’dan Teorik Veri 30,11 °C 9,00 15,00 3155

4.2.3.2. Mikroorganizma gelismesi i¢cin modelin konfirmasyonu

Teorik Veri; segilen faktor degerlerinin Design Expert programinda mikroorganizma

gelismesi igin belirlenen “Denklem 4.2 *ye uygun sekilde yerlestirilerek bulunmustur.
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Gelisme = [—116,35199(+6,73063 X Sicaklik)(+12,44920 X pH)(+0,96730
X Maya Oziitii) (—0,72980 x Sicaklik X pH)(—0,019100
x Stcaklik X Maya Oziitii) (—0,095803 x Sicaklik?)(+0,010565
X Stcaklik? X pH)]|

Gelisme = 5,8

Tablo 4.7.°de; analiz edilen deneysel veriler ve deneysel verilerin teorik formdal ile
uygulanmasi sonucunda belirlenen degerler kiyaslanmistir. Bacillus sp. EBTA6 susu
icin UV spektrumda 600 nm absorbans degerinde Tablo 4.7.°de teorik olarak
belirlenen 5,8; farkli zamanlarda 2 kez dizayn edilerek gerceklestirilen 5,6 olan
deneysel veri 1’e kiyasla 0,2 daha yiiksek; 5,9 olan deneysel veri 2’ye kiyasla 0,1 daha
diisiik bir mikroorganizma gelismesi gostermistir. Teorik ve deneysel degerler
arasinda RSM’nin gecerliligini gosteren yiiksek derecede benzerlik oldugu ortaya
cikmistir. Dolayistyla, tiretilen modelin, %10°dan az hata oldugu i¢in mikroorganizma
gelismesi etkinligini tahmin edecek yeterli dogruluga sahip oldugu sonucuna

varilabilir.

Tablo 4.7. Bacillus sp. EBTAG6 izolat1 ile mikroorganizma gelismesi i¢in dogrulama testi

Sicaklik (°C) pH Maya Oziitii (g/L)  Gelisme (600 nm)

Deneysel Veri 1 30,11 °C 9,00 15,00 5,6
Deneysel Veri 2 30,11 °C 9,00 15,00 5,9
CCD’dan Teorik Veri 30,11°C 9,00 15,00 5,8

4.3. Bacillus izolatt EBTA6 Susundan Elde Edilen Proteaz Enziminin Birtakim

Ozelliklerinin incelenmesi

4.3.1. Proteaz enzim aktivitesine sicakhgin etkisi

Bacillus sp. EBTA6 susunun {irettigi proteaz enziminin optimum sicakligini
belirlemek i¢in oda sicakligi (23°C) ile 90°C sicaklik araliklarinda Bolim 3.7.1.°de
verilen yonteme gore galisilmis ve bulgular Sekil 4.9.da gosterilmistir. Enzim oda

sicakligt (23°C) ile 90°C sicaklik araliginda aktif olmasina ragmen, enzim aktivitesi
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icin optimum sicakligin 50°C’de oldugu ve bunu en yakin 60°C’nin takip ettigi
belirlenmistir. Enzim aktivitesi i¢in optimum sicakligin 50°C ve 60°C’de olmasina

ragmen, 60°C’nin lizerindeki sicakliklarda aktivite hizla azalmistir.

120

100

60

40

Bagil Aktivite (%)

20

23(0da 40 50 60 0 % »
Sicakligr) Sicakhik (°C)

Sekil 4.9. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enziminin sicaklik profili *: Her bir deger, ii¢ bagimsiz

deneyin ortalamasini temsil eder ve hata gubuklari standart sapmay1 gosterir.

Cesitli aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda da pek ¢ok Bacillus tiiriiniin, bu
calisma ile uyumlu olarak, 60°C’de optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Hammami ve arkadaslar1 (2017); Bacillus invictae’den elde ettikleri ham proteaz ile
yaptiklar1 ¢alismalarinda, enzimin optimum sicakligint 60°C olarak belirlemislerdir.
Olajuyigbe ve Ajele (2005); U¢ Bacillus turiinden (Bacillus macerans IKBM-11,
Bacillus licheniformis IKBL-17 ve Bacillus subtilis IKBS-10) elde ettikleri ham
proteazlar ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda, tiim enzimlerin optimum sicakliginin 60°C
oldugunu tespit etmislerdir. Yine Olajuyigbe ve Ajele (2008); yaptiklari baska bir
calismalarinda Bacillus licheniformis LBBL-11’den elde ettikleri ham proteazin
optimum sicakligin1 60°C olarak belirlemislerdir. Gormez ve Giilmiis (2018); Bacillus
pumilus NK14’den elde ettikleri ham proteaz ile yaptiklar1 ¢alismalarinda optimum
sicakligin 60°C oldugunu bildirmislerdir. Benzer bir ¢alismada ise Nascimento ve
Martins (2004); Bacillus sp. SMIA-2"den elde ettikleri ham proteazin aktivitesi i¢in
optimum sicaklig1 60°C olarak bulmuslardir. Reddy ve arkadaslar1 (2008), Bacillus sp.
RKY3’den saflastirdiklar1 proteazin aktivitesi i¢in optimum sicakligi 60°C



58

belirlemislerdir. Rekik ve arkadaslar1 (2018) ise; Bacillus safensis RH12’den
saflagtirdiklar1 serin alkalin proteazin aktivitesi i¢in biyokimyasal karakterizasyon

yaparak, optimum sicakligin 60°C oldugunu yayinlamislardir.

Diger taraftan yine bu ¢alisma ile uyumlu olarak bir¢ok arastirmaci da Bacillus tliriiniin
optimum sicakligin1 50°C olarak belirlemistir. Ozden (2014) ¢alismasinda; Bacillus
subtilis RSKK-11014’den saflastirdigi proteazin maksimum aktivitesini 50°C,
optimum sicakligini ise 50°C olarak tespit etmistir. Kandasamy ve arkadaslar1 (2016)
ise; Bacillus sp. BT MASC3’den saflastirdiklar1 proteazin aktivitesi i¢in optimum
sicakligr 50°C olarak belirlemislerdir. Benzer sekilde Nazari ve Mehrabi (2019);
Bacillus sp. DEM07°den saflastirdiklar1 proteazin aktivitesi i¢in optimum sicakligi
50°C olarak bildirmislerdir. Marathe ve arkadaslari (2018) Bacillus subtilis’ten kismi
saflagtirilmis proteaz ile ¢alismislardir. Alkali proteaz enzimini immobilize etmeden
optimum sicakligr 55°C’de, immobilize ettikten sonra ise sicaklik toleransinda 5

derece artis ile 60°C olarak belirlemislerdir.

Aynmi Bacillus tiirleri arasindaki Ozelliklerde goézlemlenen farkliligin susla ilgili
olabilecegi ve izolasyon kaynaginin mikrobiyal tiirlerin islevini belirlemede oynadig:
kritik role atfedilebilecegi diisiinlilmiistiir. Bu tezde c¢alisilan Bacillus sp. EBTA6
susunun irettigi proteaz enziminin optimum aktivitesini belirleyen sicaklik literatiirde

belirtilen ¢aligmalardaki degerlerle uyumludur.

4.3.2. Proteaz enziminin sicaklik stabilitesi

Bacillus sp. EBTA6 susunun iirettigi proteaz enziminin sicaklik kararliligir 50°C igin
Sekil 4.10.’da, 60°C igin Sekil 4.11.°de gosterilmistir. Optimum sicaklik olan
50°C’nin, enzimin gerc¢ek aktivitesinin %55’ini 150 dakika siireyle koruyabildigi ve
0. dakikadan 150. dakikanin sonuna kadar kademeli olarak azalarak iyi bir stabilite
gosterdigi belirlenmistir. Ancak enzimin; 60°C’de 0. dakikadan sonra kararliliginda
biiyiik oranda azalma oldugu ve 180 dakikalik inkiibasyondan sonra gergek

aktivitesinin yalnizca %33 {inli koruyabildigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.10. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enziminin 50°C’deki sicaklik kararlilig: *: Her bir deger,

ii¢c bagimsiz deneyin ortalamasini temsil eder ve hata ¢ubuklar: standart sapmay1 gosterir.
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Sekil 4.11. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enziminin 60°C’deki sicaklik kararliligi *: Her bir deger,

iic bagimsiz deneyin ortalamasini temsil eder ve hata gubuklar1 standart sapmay1 gosterir.

Bacillus sp. EBTA6 izolatinin irettigi proteaz enziminin yapilan caligmalar
dogrultusunda 50°C’de kararliligin1 korudugu sonucuna ulasilmistir. Bu da enzimin

hafif 1sitma kosullar1 altinda ticari uygulamalarda alternatif kaynak olarak

kullanilabilecegini gdstermistir.
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Hammami ve arkadaslar1 (2017); Bacillus invictae’den elde ettikleri ham proteaz ile
yaptiklar1 ¢alismalarinda termal stabilite i¢in; 50°C’de 60-120 ve 180 dakikalik
inkiibasyondan sonra bagil aktivitesinin sirastyla %94, %92 ve %89 unu korudugunu
tespit etmislerdir. 60°C’de ise 30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin hizla
yartya distliglinii, 60. dakikanin sonunda ise yaklasik %20 civarina diistiigiinii
belirlemislerdir. Sellami-Kamoun ve arkadaslar1 (2008) yaptiklar1 c¢aligmalarinda
Bacillus licheniformis RP1’den elde ettikleri ham proteazi saflastirarak 50°C, 55°C ve
60°C sicakliklarinda 1 saat boyunca inkiibayona birakmislar, enzimin 50°C ve
55°C’de stabil oldugunu belirlemislerdir. 60 dakikalik inkiibasyondan sonra 50°C’de
baslangi¢ aktivitesinin %87,3 linden, 55°C’de ise baslangi¢ aktivitesinin %81,4’linden
fazlasini korudugunu ancak 60°C’de 60 dakikalik inkiibasyondan sonra yalnizca %45
aktivitesini korudugunu belirlemislerdir. Reddy ve arkadaslari (2008) yaptiklar
calismada Bacillus sp. RKY3’den elde ettikleri proteazi saflastirarak 30°C ile 90°C
arasinda c¢esitli sicaklik derecelerinde 30 dakika 6n inkibasyon ile ¢alismislardir.
60°C’nin iizerindeki sicakliklarda enzimin hizla aktivitesini yitirdigini, 70 dakikalik
bir yart omiirle 50°C’de iyi bir stabilite gosterdigini belirlemiglerdir. Literatiirde
verilen bu ¢alismalar ile Bacillus sp. EBTAG6 izolatinin {irettigi proteaz enziminin 50°C

ve 60°C’deki kararliliklarinin benzerlik gostererek, uyumlu oldugu gortilmiistiir.

Yusoff ve Ibrahim (2012); 16s rRNA gen dizilimi ile tamimladiklar1 Bacillus subtilis
50a ve Bacillus licheniformis 50b’den ham proteazlar elde etmislerdir. Stabilite
calismalarinda; Bacillus subtilis 50a’dan gelen proteazin 50°C’de 30 dk boyunca stabil
oldugunu (%100 bagil aktiviteyi siirdiirdiigiinii), 60°C’de ise 30 dakika siireyle 1sil
islemden sonra aktivitesinin %89 unu korudugunu belirlemistir. Bacillus licheniformis
50b de ise; proteaz aktivitesi, sirasiyla 50 ve 60°C’de 30 dakikalik 1s1l islemden sonra
aktivitesinin %96’sin1 ve %72’sini korudugu bildirilmistir. Olajuyigbe ve Ajele (2008)
yaptiklart c¢alismalarinda Bacillus licheniformis LBBL-11’den elde ettikleri ham
proteazin, 60°C’de 60 dakika inkiibasyon sonunda %95 oraninda stabil oldugunu
belirlemislerdir. Olajuyigbe ve Falade (2014), yaptiklar1 calismada Bacillus brevis
MWB-01’den elde ettikleri proteazi saflastirarak 30°C ile 95°C arasinda cesitli
sicaklik derecelerinde ¢alismiglardir. 30 dakikalik inkiibasyon siiresinde 60°C’de

%63’liik bagil aktivite belirlemislerdir. Selvam ve arkadaslar1 (2016); Bacillus cereus
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ZK2’den elde ettikleri proteazi saflastirarak 30°C ile 70°C arasinda ¢esitli sicaklik
derecelerinde galismiglardir. TUm 6rneklerde 1 saat stireyle 6n inkiibasyondan sonra
halen %60’a kadar aktivite belirlemislerdir. Nazari ve Mehrabi (2019) yaptiklar
calismada Bacillus sp. DEMO07°den elde ettikleri proteazi saflagtirmiglardir. 30°C ile
60°C arasinda cesitli sicaklik derecelerinde calisarak, bagil aktiviteyi 30 dakikalik
araliklarla 120 dakika boyunca test etmislerdir. Calismaya gore enzimin 37°C ile 50°C
arasinda 120 dakikalik inkiibasyondan sonra bile stabil oldugu ortaya g¢ikmistir.
60°C’de ise 120 dakikalik inkiibasyon sonunda %65 bagil aktivite gozlemlemislerdir.
Literatirde verilen bu c¢alismalarin ise tiretilen proteazin 60°C’deki kararliliklarini,
Bacillus sp. EBTA6 izolatinin irettigi proteaz enziminden daha iyi koruduklar

goriilmiistir.

4.3.3. Proteaz enzim aktivitesine pH’nin etkisi

Bacillus sp. EBTA6 susunun iirettigi proteaz enziminin optimum pH’sini1 bulmak igin,
Boliim 3.7.3.”de verilen yonteme gore pH 4-10 araliginda ¢alisilmis ve bulgular Sekil
4.12.’de gosterilmistir. Proteazin kazeinin hidrolizi igin optimum pH’s1 8 olarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesinin, notr ve alkali bélgede (pH 7-10) asidik bolgeye
(pH 4-6) gore oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir. pH 4, 5 ve 6’da proteaz aktivitesi
onemli Olcide (sirasiyla %38, 48, 58) azalmistir. Bu da EBTA6 susunda alkalin
proteaz Uretimine yol acan metabolik reaksiyonlarda pH’nin 6nemini goéstermistir.
Buradan yola ¢ikildiginda Bacillus sp. EBTA6 susunun iirettigi proteaz enziminin

alkali proteaz 6zelliklerini gosterdigi anlasilmigtir.
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Sekil 4.12. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enziminin pH profili *: Her bir deger, {i¢ bagimsiz deneyin

ortalamasini temsil eder ve hata ¢ubuklari standart sapmay1 gosterir.

Cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda da pek ¢ok Bacillus tiiriiniin, bu
calisma ile uyumlu olarak, pH 8’de optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Olajuyigbe ve Ajele (2008) yaptiklar1 ¢alismalarinda Bacillus licheniformis LBBL-
11’den elde ettikleri ham proteazin incelenen 5-11 arasindaki tim pH araliklarinda
aktif oldugunu tespit etmislerdir. En yuksek proteaz aktivitesini (% 100) pH 8’de, en
disiigti ise pH 5’de maksimum enzim aktivitesinin yaklasitk %69’u olarak
gozlemlemislerdir. Olajuyigbe ve Ajele (2005) yaptiklar1 baska bir ¢aligmada U¢
Bacillus tiriinden (Bacillus macerans IKBM-11, Bacillus licheniformis IKBL-17 ve
Bacillus subtilis 1KBS-10) elde ettikleri ham proteazlar1 pH 5-11 arasinda
incelemislerdir. TUm proteazlarin maksimum proteaz aktivitesinin pH 8’de oldugunu
belirlemislerdir. Benzer bir ¢calismada Nascimento ve Martins (2004); Bacillus sp.
SMIA-2’den elde ettikleri ham proteazi pH 5,5-9 arasindaki tiim pH’larda incelemisler
ve optimum pH’y1 8 olarak tespit etmislerdir. Enzimin pH 6,5’da maksimum enzim
aktivitesinin sadece %29’unu elde ettigi ve pH 7 ve 7,5’da sirasiyla %53 ve %59’a

yiikseldigini bildirmislerdir.

Diger taraftan; Rao ve Narasu (2007) ise ¢calismalarinda Bacillus firmus 7728’den ham
elde ettikleri proteazin; 4-12 arasindaki tiim pH araliklarinda aktif olmasina ragmen,

maksimum proteolitik aktivitenin pH 9’da gerceklestigini gozlemlemislerdir. Benzer
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sekilde Kandasamy ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar1 ¢alismalarinda; Bacillus sp. BT
MASC’dan elde ettikleri proteaz1 saflastirarak pH 6-11 arasindaki tiim pH’larda
incelemigler ve optimum pH’y1, 9 olarak tespit etmislerdir. Maksimum enzim
aktivitesinin yaklasik %80’ini pH 8’de; %90’ ise pH 10°da gdzlemlemislerdir.
Venugopal ve Saramma (2007) ise yaptiklar1 calismalarinda; Bacillus circulans
BM15°den elde ettikleri proteazi saflastirarak pH 7-12 arasindaki tiim pH’larda
incelemisgler ve pH 7’°de optimum aktivite gosterdigini (%100), 7 ile 10 pH araliginda
ise aktif oldugunu (%100-80-80-80) belirlemislerdir.

Literatlr caligmalar1 incelendiginde, alkalin proteazlarin optimum pH araliginin
genellikle pH 7 ile 10 arasinda oldugu gorilebilir. Bu bulgular; Bacillus sp. EBTA6
susunun iirettigi proteaz enziminin optimum pH’s1 ile uyumludur. incelenen Bacillus
sp. EBTA6 susundan elde edilen proteazin pH 7-10 arasinda aktif olmasi, 6zellikle
genis bir pH iizerinde proteaz aktivitesi gerektiren ultrafiltrasyon membran
temizlemesi ve deterjanlarda kullanim gibi uygulamalar i¢in Onemlidir. Yuksek
alkalinite, deterjan formiilasyonunda kullanilan proteazlar i¢in arzu edilen bir

Ozelliktir (Dias ve ark., 2008; Olajuyigbe ve Kolawole, 2011).

4.3.4. Proteaz enziminin pH stabilitesi

Bacillus sp. EBTA6 susunun iirettigi proteaz enziminin pH stabilitesi 4-10 pH
araliginda calisilmis, bulgular Sekil 4.13.’de gosterilmistir. Enzimin pH 8’de
kararliliginin %100’{ini, pH 7°de %82’sini ve pH 9-10’da %93’iinli korudugu tespit
edilmistir. Ayrica pH 7-10’da (% 82-93) dikkate deger bir stabiliteye ve ylksek bir pH
toleransina sahip oldugu distnilmistir. Bu bulgular da, Bacillus sp. EBTA6

izolatindan elde edilen proteazin alkalin 6zellikte oldugunu desteklemektedir.
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Sekil 4.13. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enziminin pH kararliligi *: Her bir deger, {i¢ bagimsiz

deneyin ortalamasini temsil eder ve hata ¢ubuklar1 standart sapmay1 gosterir.

Olajuyigbe ve Ajele (2008) yaptiklar1 ¢alismalarinda Bacillus licheniformis LBBL-
11’den elde ettikleri ham proteazin incelenen 5-11 arasindaki pH degerlerinde stabil
oldugunu ancak bagil aktivitesinin pH 5 ve 6’da sirasiyla yaklasik % 30 ve %18’lik
bir azalma gosterdigini belirlemistir. Bir bagka c¢alismada Haddar ve arkadaslari
(2010), Bacillus mojavensis A21’den elde ettikleri ham proteaz1 pH 4-13 araliginda
incelemisler ve bagil aktivitesinin %100’{iniin pH 6 ile 11 arasinda oldukca stabil
oldugunu belirlemislerdir. pH 5°de ise enzimin, baslangi¢ aktivitesinin yaklasik
%70’ini korudugunu bildirmislerdir. Manni ve arkadaslar1 (2009) ise; yaptiklar
calismalarinda Bacillus cereus SV1’°dan elde ettikleri ham proteazin pH kararliligini;
pH 6-12 arasinda incelemislerdir. Enzimin 6,0-9,5 pH araliginda oldukga stabil kalarak
baslangi¢ aktivitesinin % 80’den fazlasini korudugunu, ancak pH 10’da aktivitesinin
yaklasik %71,8’ini korudugunu goézlemlemislerdir. Sinha ve Khare (2013) yaptiklar
calismalarinda Bacillus sp. EMB9’dan saflastirdiklar1 proteazin pH kararliligini; pH
5-12 arasinda incelemisler ve bu araliklarda kararliligini korudugunu belirlemislerdir.
Annamalai ve arkadaglar1 (2014a) yaptiklar1 calismalarinda Bacillus firmus CAS 7’dan
saflagtirdiklar1 proteazin pH kararliligini; pH 4-12 arasinda incelemislerdir.
Saflastirdiklar1 proteazin bagil aktivitesinin pH 9-10’da %100, pH 7-11’de %85 ve pH
12°de %39’unu korudugunu belirlemislerdir. Baska bir ¢alismada Farhadian ve
arkadaglar1 (2015); Bacillus subtilis DR8806’dan saflagtirdiklar1 proteazin pH



65

kararliligimi; pH 3-12 arasinda incelemislerdir. Saflastirdiklar1 enzimin, pH 8-12
araliginda oldukga stabil oldugunu tespit etmislerdir. Baslangig aktivitesinin pH 9’da
%37’sini ve pH 10’da %50°sini kaybettigi bildirmislerdir. Elela ve arkadaslari (2011)
ise; yaptiklar1 calismalarinda Bacillus cereus’dan saflastirdiklart proteazin pH
kararliligim1 pH 6-12 arasinda incelemislerdir. Enzimin, genis bir pH araliginda (8 ile
11) stabil oldugunu ve maksimum kararliligin pH 10’da oldugunu belirlemislerdir. pH
8 ve 12’de ise aktivitesinin %50’den fazlasini kaybettigini tespit etmislerdir. Nassar
ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar galigmalarinda Misir’da Nil Deltasi topraklarindan
izole ettikleri Bacillus amyloliquefaciens 35s susu tarafindan iiretilen proteazlari
saflastirarak, pH 6-12 arasinda kararliligini incelemislerdir. Bulgulardan proteazlarin
pH 6-12 araliginda ¢ogunlukla stabil oldugunu, 7 ile 10 arasindaki pH araliginda en
yuksek bagil aktivitenin % 89,1°e ulastigin1 ve pH 9’da inkibe edilen numunede

gbzlendigini tespit etmislerdir.

Genel olarak pH stabilitesi, endustriyel proteazlar icin en énemli faktérlerden biridir.
Bacillus sp. EBTA6 susunun, literatiirdeki benzer ¢aligmalarla kiyaslandigina yiiksek
oranda ve genis pH araliginda stabilitesini korudugu i¢in ticari uygulamalarda tercih

edilebilecegi diistintilmiistiir.

4.3.5. Proteolitik enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarmmin, amino asit

inhibitorlerinin ve yuzey aktif maddelerin etkisinin belirlenmesi

4.3.5.1. Farkh metal iyonlarinin proteaz aktivitesi iizerindeki etkisi

K*, Mg, Cu*', Ca*, Sn®*, Zn?" gibi baz1 metal iyonlarmin 1 mM ve 5 mM
konsantrasyonlarinin Bacillus sp. EBTA6 izolatinin irettigi proteaz aktivitesi
uzerindeki etkileri Tablo 4.8.’de 6zetlenmistir. Enzim aktivitesi tzerinde test edilen 1
mM ve 5 mM konsantrasyonlardaki metal iyonlarindan; K*, Cu?*, Sn?* ve Zn?**nin
inhibe edici, Ca?" ve Mg? “nin uyaric1 bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ca*
iyonu; aktiviteyi hem 1 mM konsantrasyonda (%7) hem de 5 mM konsantrasyonda
(%10) arttirmustir. Mg?* iyonu ise aktiviteyi 1 mM konsantrasyonda etkilememistir.

Ancak 5 mM konsantrasyonda (%5) arttirmistir.
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Tablo 4.8. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enzimi {izerine metal iyonlarinin etkisi

Metal Iyonlar Bagil Aktivite (%)

1mM 5mM
Mg2* (MgSO,.7H,0) 100 + 2 105+ 0
Cu?* (CuSO4.5H,0) 08 + 1 80 +2
Ca?* (CaCly) 107+1 11040
K (KCI) 9240 96+ 0
Zn%* (ZnS04.7H20) 950 842
Sn2* (SnCly) 96 + 6 91+1
Kontrol 100+1 100+ 3

Cesitli aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda pek ¢ok Bacillus tiirline metal
iyonlariin etkisinin; bu c¢alismadaki Bacillus sp. EBTA6 ile benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. Gormez ve Giilmiis (2018) Bacillus pumilus NK14’den elde ettikleri ham
proteaz ile yaptiklari calismalarinda; 5 mM konsantrasyonda Ca?* ve Mg?" *nin
aktiviteyi sirastyla %10-12 oraninda arttirdigi; Cu?*, Zn?" "nin sirasiyla %86-78‘e
disiirdiigiinii  tespit etmislerdir. Ben Salem ve arkadaglarinin (2016) Bacillus
licheniformis RBS5’den elde ettikleri ham proteaz ile yaptiklari ¢alismalarinda; 5 mM
konsantrasyonda Ca?* ve Mg?*'nin aktiviteyi zayif bir uyarici etkiyle arttirdigini (%20-
6); Zn*"’nin ise giiclii bir sekilde inhibe ettigini (%67) belirlemislerdir. Shah ve
arkadaslar1 (2010) Bacillus cereus’dan elde ettikleri proteazi saflagtirarak yaptiklari
calismada 5 mM konsantrasyonda Ca?* ve Mg?* dahil olmak iizere gesitli iyonlarin
proteaz aktivitesi {izerindeki etkisini incelemislerdir. Bagil aktivitenin Mg?* ve Ca?*
varh@ginda arttigin1 gdzlemlemislerdir. Bunun sebebini ise Ca?* ve Mg?* “nin periyodik
cetvelde s blogunda bulunmasina baglamaktadirlar. Genel olarak, s-blok metalleri,
iyonik bag yoluyla ligandlara zay1f bir sekilde baglanir. Baglanma esas olarak iyonik
oldugundan, metal iyonlar1 kolayca yer degistirir. Bununla birlikte, d-blok metalleri,
kararli kompleksler vermek icin tercihen kovalent baglar yoluyla ligandlara baglanir
ve bu nedenle enzim geri dondiiriilemez bir sekilde baglanarak zayif aktiviteye yol

acar (Shah ve ark., 2010).

Cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan diger ¢alismalarda ise bazi1 Bacillus tiirlerine
metal iyonlarinin etkisinin, bu ¢alismadaki Bacillus sp. EBTA6’ya gore farkliliklar
gosterdigi goriilmiistiir. Sar1 ve arkadaslar1 (2015) Bacillus circulans M34’den elde
ettikleri proteazi saflastirarak yaptiklari ¢aligmada; 2-5-10 mM konsantrasyondaki K,
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Ca?*, Mg?*, Zn?*, Cu?* ve Sn?* gibi gesitli metal iyonlarmin alkalin proteaz aktivitesi
lizerine etkisini incelenmislerdir. Zn?* ve Cu?" iyonlarmm 2-5-10 mM
konsantrasyonda aktiviteyi arttirdig1 belirlenirken, Sn?* ve Mg?*“de enzim aktivitesini
inhibe ettigini, K* ve Ca®" iyonlarinin enzim aktivitesi tizerinde dnemli bir etkisi
olmadigini belirlemislerdir. Giri ve arkadaslar1 (2011) Bacillus subtilis VSG-4’den
elde ettikleri proteazi saflastirarak yaptiklari calismada; 5 mM konsantrasyondaki K,
Ca2*, Mg?*, Zn?*, Cu?* gibi cesitli metal iyonlarinin alkalin proteaz aktivitesi iizerine
etkisini incelenmislerdir. Ca?* ve Mg?" iyonlarinin aktiviteyi arttirdigini, d-blok
metallerinden Zn?* ve Cu?* iyonlarmin enzim aktivitesini inhibe ettigini, K* iyonunun
ise enzim Uzerinde hicbir etkiye sahip olmadigini tespit etmislerdir. Nascimento ve
Martins (2004) Bacillus sp. SMIA-2’den elde ettikleri ham proteaz ile yaptiklar
calismada; K*, Ca?*, Mg?*, Zn?*, Cu?" iyonlar1 dahil olmak iizere gesitli metal
iyonlarinin  proteaz aktivitesi Uzerindeki etkisini 1 mM konsantrasyonda
incelemislerdir. Proteaz aktivitesine; Mg?" iyonunun giiclii (%61); K*, Cu?* ve Zn?*
iyonlarmin daha giiglii (%5-12-18) bir inhibitdr etki gosterdigini belirlemislerdir. Ca?*
iyonu varliginda ise artis (%31) goriilmistiir. Benzer bir ¢alismada De Oliveira ve
arkadaglar1 (2017) Bacillus sp. CL33A’dan elde ettikleri ham proteazin; bagil
aktiviteyi 1 mM Ca?* varhiginda %8 oraninda arttirdigini, 5 mM Ca?" varliginda ise
%96,41°e diisiirdiigiinii; 1-5 mM Mg?" varhginda ise sirastyla %9-17 arttirdigin
gozlemlemislerdir. 1-5 mM Cu?®* varhginda %82,47-52,29 ve 1-5 mM Zn?* varhiginda
ise %94,82-25,14‘e inhibe oldugunu belirlemislerdir. Wang ve arkadaglar1 (2011)
Bacillus subtilis TKU007’den elde ettikleri proteazi saflastirarak yaptiklari ¢aligmada;
Ca%*, Mg?*, Zn?", Cu?* gibi iyonlar dahil olmak iizere cesitli metal iyonlarinin proteaz
aktivitesi tizerindeki etkisini 5 mM konsantrasyonda incelemislerdir. Bagil aktivitenin
5 mM konsantrasyonda Mg?" ve Cu?" varliginda énemli 6lgiide arttigini, Ca®* ve

ozellikle Zn?* varliginda diistiigiinii bildirmislerdir.

Literatiirdeki calismalar ile karsilastirildiginda Bacillus sp. EBTA6 susundan elde
edilen proteaz enziminin; 1 ve 5 mM konsantrasyondaki c¢esitli metal iyonlarinin
etkisine bagl olarak bagil aktiviteyi biiyliik ol¢lide etkilemedigi ve stabilitesini

korudugu sonucuna ulagilmigtir.  Kullamilan metal iyonlarmin  yiiksek
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konsantrasyonlari ile ¢alismanin devam ettirilmesinin izolat hakkinda daha derin bilgi

verebilecegi diistiniilmektedir.

4.3.5.2. Inhibitérlerin proteaz aktivitesi izerindeki etkisi

Inhibisyon ¢alismalari, dncelikle bir enzimin dogasina, kofaktdr gereksinimlerine ve
aktif merkezin dogasina iliskin bir fikir verir. Farkli inhibitorlerin proteazin enzim
aktivitesi Uzerindeki etkisi incelenerek, Tablo 4.9.°da gosterilmistir. Metaloenzim
inhibitord EDTA, her iki (1 ve 5 mM) konsantrasyonda da proteaz aktivitesini %43-
48 oraninda inhibe etmistir. Bu da alkalin proteazin metal baglanma bolgesi ihtiva
ettigini diistindiirmiistiir. Bununla birlikte proteaz aktivitesi, serin proteaz inhibitori
olan PMSF tarafindan 1 ve 2,5 mM konsantrasyonda %214-37 oraninda inhibe
edilmistir. Bu baglamda PMSF’iin; proteazin aktif bolgesindeki temel serin kalintisini
stilfonat ederek, enzim aktivitesinin kaybina yol a¢tig1 belirlenmistir (Li ve ark., 2009;
Lombardi ve ark., 2013). Sonuglar, bu enzimin serin proteaz ihtiva ettigini

distindlirmiistiir.

Tablo 4.9. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enzimi iizerine amino asit inhibitorlerinin etkisi

Inhibitérler Bagil Aktivite (%)
1mM 2,5 mM
PMSF 86 +2 63+4
Kontrol 100+£1 100+ 3
1mM sSmM
EDTA 57+4 52+1
Kontrol 100+1 100+ 3

Agrebi ve arkadaslar1 (2009), Bacillus subtilis A26’dan elde ettikleri ham proteaz ile
yaptiklart caligmada enzimin 5 mM metaloproteaz inhibitérii EDTA varliginda %55,9
oraninda inhibe oldugunu goézlemleyerek, enzim aktivitesindeki iki degerlikli metal
iyonlariin O6nemini gostermiglerdir. Bach ve arkadaslar1t (2011), Aeromonas
hydrophila K12, Chryseobacterium indologenes A22 ve Serratia marcescens P3’den
elde ettikleri ham proteazlarla yaptiklar1 ¢aligmalarinda; 5 mM EDTA varliginda
aktivitelerinin sirasiyla %14-24-46’ya inhibe edilerek metalloproteazlar oldugu

sonucuna ulagmiglardir. Hassan ve arkadaslar1 (2013) Bacillus amyloliquefaciens
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MA20 ve Bacillus subtilis MA21’den elde ettikleri ham proteazlar ile yaptiklari
calismada; 1-5 mM EDTA varliginda enzimlerin sirastyla %97-35 ve %96-13 aktivite
gosterdigini belirlemislerdir. Bu ylizden EDTA tarafindan enzimlerin kismi inhibe
oldugu sonucuna ulagmislardir. Hadj-Ali ve arkadaslar1 (2007) Bacillus licheniformis
NH1’den elde ettikleri ham proteazlarla yaptiklar1 ¢alismalarinda 5 mM EDTA
varliginda aktivitenin %70 oraninda inhibe olarak metalloproteaz oldugu sonucuna
ulagsmiglardir. De Oliveira ve arkadaslar1 (2017) Bacillus sp. CL33A’dan elde ettikleri
ham proteaz ile yaptiklar1 ¢alismada enzimin 1 mM konsantrasyondaki PMSF’de
%75,93; 1-5 mM konsantrasyonlardaki EDTA’de ise %65,52-64,76 aktiviteye sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Bu inhibisyon enzimin serin ve metaloproteaz i¢erdigini
gostermistir. Sar1 ve arkadaslar1 (2015) Bacillus circulans M34’den elde ettikleri
proteaz1 saflagtirarak yaptiklari ¢alismada enzimin 5 mM metaloproteaz inhibitori
EDTA varliginda aktivitesinin %73’e diistiiglinii bildirmisler ve metal baglama
bolgesine sahip oldugu sonucuna ulagsmislardir. Annamalai ve arkadaslar1 (2014a)
Bacillus firmus CAS 7’den saflastirarak elde ettikleri proteaz ile yaptiklari ¢alismada;
1 ve 5 mM konsantrasyonlardaki PMSF’de sirasiyla %92 ve 85 aktiviteye sahip
oldugunu gézlemleyerek 6nemli bir inhibisyon etkisi gdzlemlememislerdir. Farhadian
ve arkadaslart (2015) yaptiklart calismalarinda Bacillus subtilis DR8806’dan
saflagtirdiklar1 proteazin; 5-10 mM konsantrasyonlardaki PMSF’de sirasiyla %61-0

aktivite gozlemleyerek, enzimin serin proteaz oldugunu tespit etmislerdir.

Literattirdeki calismalar; Bacillus sp. EBTAG6 izolatindan elde edilen proteaz enziminin
metalloproteaz ve serin proteaz igerdigini gostermistir. EDTA bir selatordiir ve selat
ajan1 varhiginda enzimin stabilitesi, deterjan katki maddeleri olarak kullanim igin
avantajli goriinmektedir. Cilinkii deterjanlar, su yumusatict gorevi géren ve ayni
zamanda lekenin ¢ikarilmasina yardimci olan yiiksek yiizdelerde selat ajani igerir. Bu
ajanlar 6zellikle metal iyonlarini selatlayarak onlar1 deterjan soliisyonunda bulunmaz
hale getirir, bdylece deterjan enzimlerinin aktivitesi 6nemli dl¢iide azalir (Giri ve ark.,
2011). Bacillus sp. EBTAG6 izolati EDTA tarafindan tamamen inhibe olmamistir. Bu

yiizden deterjan katki maddesi olarak iyi bir uyum saglayacagi 6ngdriilmiistiir.
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4.3.5.3. Yiizey aktif maddelerin proteaz aktivitesi Uzerindeki etkisi

Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen proteaz enzimi aktivitesinin Tablo 4.10.’da
verilen bulgulara gore; konsantrasyonlari %1 (h/h) olan Tween 20 ve Tween 80 (iyonik
olmayan yiizey aktif madde) varliginda ¢ok diisiik bir miktarda arttig1 (sirasiyla %3-
%2), %1 (a/h) SDS (anyonik yiizey aktif madde) varliginda ise bagil aktivitesini %61’e

inhibe ettigi belirlenmistir.

Tablo 4.10. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enzimi iizerine yiizey aktif maddelerinin etkisi

Yiizey Aktif Maddeler (%1) Bagil Aktivite (%100)

Tween 20 1031
Tween 80 1022
SDS 61+2
Kontrol 1002

Cesitli aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda pek cok Bacillus tiiriine yiizey
aktif maddelerin etkisinin, bu ¢alismadaki Bacillus sp. EBTAG6 ile olduk¢a benzerlik
gosterdigi goriilmiistiir. De Oliveira ve arkadaglari (2017) Bacillus sp. CL33A’dan elde
ettikleri ham proteaz ile yaptiklar ¢alismalarinda; 25°C, 20 dakika 0n inkubasyonla
enzimin %1 (h/h) Tween 20 varliginda aktivitesinin %11 arttigin1 tespit etmislerdir.
Benzer sekilde Olivera ve arkadaslari (2006); Bacillus patagoniensis PAT 057" den elde
ettikleri proteaz1 saflastirarak yaptiklar1 c¢alismada %1 (a/h) konsantrasyonda
kullanilan SDS’in bagil aktiviteyi %27 inhibe ettigini, %1 (h/h) konsantrasyonda
kullanilan Tween 20’nin ise neredeyse etkisiz denilecek miktarda arttirdigini
bildirmislerdir. Sar1 ve arkadaslar1 (2015) ise Bacillus circulans M34’den elde ettikleri
proteazi saflastirarak yaptiklari ¢alismada %1 (h/h, a/h) konsantrasyondaki Tween 80
ve SDS cozeltilerini kullanarak proteaz aktivitesi ilizerine yiizey aktif maddelerinin
etkisini incelemiglerdir. Tween 80 varlifinda aktivitenin biraz arttigini (%6), SDS
varliginda ise belirgin bir sekilde %81 oraninda bir diisiis ile inhibe edildigini

belirlemislerdir.

Cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan diger ¢caligmalarda ise baz1 Bacillus tiirlerine
ylizey aktif maddelerin etkisinin, bu ¢alismadaki Bacillus sp. EBTA6’ya gore
farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir. Hadj-Ali ve arkadaslart (2007) Bacillus
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licheniformis NH1’den elde ettikleri ham proteaz ile yaptiklar1 calismalarinda %1
(h/h) Tween 20 varliginda enzimin aktivitesinin %98,5 gibi ¢ok diisiik bir oranda
azalarak stabil kaldigin1 belirlemislerdir. Haddar ve arkadaslari (2010), Bacillus
mojavensis A21°den elde ettikleri ham proteaz ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda; enzimin
%1 (h/h) Tween 80 varliginda 60 dakika inkiibasyon sonunda, aktivitesinin 30°C de
%100, 40°C’de ise %99 olarak stabil kaldigini belirlemislerdir. %1 (a/h) SDS
varliginda 1 saat inkiibasyon sonunda ise 30°C de %98, 40°C’de ise %40 olarak tespit
etmislerdir. Manni ve arkadaslar1 (2009); Bacillus cereus SV1°dan elde ettikleri ham
proteaz ile yaptiklari ¢alismalarinda; enzimin 40°C’de 60 dakika 6n inkiibasyonla %1
(h/h) Tween 20 ve Tween 80 varliginda aktivitesini sirasiyla %123-100 belirleyerek
stabil oldugu ¢ikariminda bulunmuslardir. %1 SDS (a/h) varliginda ise %35,2 bularak
yuksek bir inhibisyon goriildiigiinii tespit etmislerdir. Annamalai ve arkadaslari
(2014a) Bacillus firmus CAS 7’den saflastirarak elde ettikleri proteaz ile yaptiklari
calismada, %1 konsantrasyondaki Tween 80 ve SDS c¢ozeltilerini kullanarak proteaz
aktivitesi lizerine yiizey aktif maddelerinin etkisini incelemiglerdir. Enzimin %1 (h/h)
Tween 80 varliginda bagil aktivitesinin % 88’ini, %1 SDS (a/h) varliginda ise %78’ ini

korudugunu belirlemislerdir.

Alkali proteazlar, deterjan katki maddeleri olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Ustiin bir proteazin dikkate deger bir dzelligi, genellikle deterjan bilesenleri olarak
kullanilan oksitleyici maddelere, ylizey aktif maddelere ve agarticilara karsi
stabilitedir (Farhadian ve ark., 2015). Bu tiir uygulamalar i¢in degerli olan enzim
ozellikleri, yiiksek sicakliklarda ve yiizey aktif madde varliginda stabiliteye ek olarak,
asir1 alkali pH ve yliksek selator konsantrasyonlarinda yiiksek bir aktivitedir. SDS’a
kars1 stabilite 6nemlidir. Ciinkii SDS’a stabil enzimler piyasada yetersizdir (Haddar ve
ark., 2009). Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen proteazin, agartici bazli deterjan
formiilasyonlarinda kullanilan farkli yiizey aktif maddeler ve selatorler varliginda
stabil ve aktif oldugu tespit edilmistir. Bu stabilite, enzimin deterjanlarda

kullanilmasina izin verecektir.
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4.3.6. Proteaz enziminin Michaelis Menten Kinetik sabitleri

Substrat konsantrasyonunun proteaz aktivitesi zerindeki etkisi Bolim 3.7.6.’da
belirtilen sekilde, 0,05-20 mg/mL arasinda degisen kazein konsantrasyonlari
kullanilarak incelenmistir. Elde edilen sonuclardan Michaelis Menten denkleminden
(Denklem 4.3) elde edilen Lineweaver-Burk grafigi yardimiyla Km Ve Vmaks degerleri
(Denklem 4.4, Denklem 4.5) hesaplanmistir. 1/S ve 1/V arasinda olusturulan

Lineweaver-Burk grafigi Sekil 4.14.’de gosterilmistir.

— Vmaks [S]
Vp = Kot (8] (4.3)

y =0,0009x + 0,0003
0.0005 - R?=10,9628

1 Vm aks

D

0.5 7 0.3 0.2 0.1 0.1 0.2 0.3
-0.0001 1/[S]

-0.0002 -

Sekil 4.14. Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen proteaz enziminin degisen kazein substrati konsantrasyonlart ile

elde edilmis Lineweaver-Burk grafigi

Kinetik ¢aligsmalar, substrat olarak degisen kazein konsantrasyonlari kullanildiginda,
Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen proteaz icin Km ve Vmaks degerlerinin

sirastyla 2,762 mg/mL ve 3125 U/mL oldugunu gostermistir.

1

=0,000320 Vs = 3125 (U/ml) (4.4)

Vmaks
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— = 10,3620 Km = 2,762 (mg/ml) (4.5)

m

Vo, reaksiyon hizi; Vmas, €lde edilecek en yiiksek reaksiyon hizi; S, substrat
konsantrasyonu; Km ise reaksiyon hizinin Vmaks’in  yarist  oldugu substrat
konsantrasyonu olarak tanimlanir. Diisiik Km’ye sahip bir enzim, substrati i¢in daha
biylk bir afiniteye sahiptir. Bir enzimin farkli substratlardaki Km ve Vmaks degerleri
farklidir. Ayn1 zamanda farkli kaynaklardan elde edilen enzimlerin de ayn1 substrattan
elde edilen Kim ve Vmaks degerleri de farklilik gosterir. Diger bir deyisle, enzim-substrat
iliskisi spesifiktir ve her enzim ile substrati i¢in belirlenmesi 6nemlidir (Igbal ve ark.,

2018).

Gormez ve Giilmis (2018) Bacillus pumilus NK14’den elde ettikleri ham proteaz ile
yaptiklar1 caligmalarinda Km Ve Vmax degerlerini sirasiyla 0,673 mg/mL ve 99 EU/mL
(bir iinite) olarak tespit etmislerdir. Patel ve arkadaslar1 (2006) Bacillus sp. Vel’den
elde ettikleri proteazi saflagtirarak yaptiklari ¢aligmalarinda; proteazin Km ve Vmax
degerlerini sirasiyla 0,153 g/100 mL ve 454 U/mL olarak belirlemislerdir. Kazan ve
arkadaslar1 (2005) Bacillus clausii GMBAE 42’den elde ettikleri proteazi saflastirarak
yaptiklart ¢alismada; proteazin Km ve Vmax degerlerini sirastyla 1,8 mg/mL ve 11,50
pmol/mL dk olarak tespit etmislerdir. Ahmed ve arkadaslari (2011); Bacillus
subtilis’den elde ettikleri proteaz1 saflagtirarak yaptiklart ¢caligmada; substrat olarak
kazeini kullanarak, Km ve Vmax degerlerini sirasiyla 58 pM ve 148 U/mL olarak
belirlemislerdir. Igbal ve arkadaslar1 (2018) Bacillus subtilis’den elde ettikleri proteazi
saflagtirarak yaptiklar1 ¢alismalarinda; substrat olarak kazeini kullanarak, Km ve Vmax
degerlerini 0,02969 puM ve 56,73 U/mL olarak bildirmislerdir. Shrinivas ve Naik
(2011) Bacillus halodurans JB 99°dan elde ettikleri proteazi saflagtirarak yaptiklar
caligmada; substrat olarak kazeini kullanarak, Km ve Vmax degerlerini 3.3 £ 0.4 mg/mL
ve 15,6+0,9 pmol/mg dk olarak tespit etmislerdir. Sar1 (2011), Bacillus circulans
M34’den elde ettigi proteazi saflastirarak yaptig1 ¢caligmasinda; proteazin Km Ve Vmax
degerlerini sirasiyla 0,96 mg/mL ve 9,548 pumol/mL dk olarak belirlemistir. Bacillus
sp. EBTA6 susundan elde edilen proteaz igin Km degeri, literatlirdeki verilerle
karsilagtirildiginda;  ortalama bir diizeyde substrata ilgi gosterdigi goriilmiistiir.

Proteazlarin endiistride biiyilik 6l¢cekte kullanilmasi sebebiyle; enzimatik reaktorlerin
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dizaynin1 iyilestirmek ve gelistirmek icin, kullanilacak enzimin kinetik

karakterizasyonunun bilinmesi gereklidir (Sugumaran ve ark., 2012).

4.4. Uygulama Alanlar

4.4.1. Sut pihtilastirma aktivitesi

Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen proteaz enzimi, Boliim 3.8.1.’de belirtilen
yonteme gore siit pihtilagma aktivitesi agisindan ii¢ sinifa ayrilarak degerlendirilmistir.
Bu siniflar;

- Giicli siit pthtilagmasi (Test tiipiinde bol peynir alt1 suyu ayrilmasi),

- Zayif siit pihtilagsmasi (Peynir alt1 suyunun net bir sekilde ayrilamamasi),

- Pihtilasma olusmamasi (P1ht1 ve peynir alti suyu olmamasi) (Alecrim ve ark.,
2014).

Mikrobiyal peynir mayasi benzeri siit pihtilagsma enzimleri, siit pihtilagmasini katalize
eden aspartik proteinazlardir. Kalsiyum, siit pithtilasmas1 sirasinda pihti olusumunda
onemli bir madde olarak tanimlanmistir. Bu da ancak konsantrasyonu yeterince yiiksek
oldugunda gerceklesmektedir (Anema ve ark., 2005). Kalsiyum, izoelektrik kosullar
yaratarak ve kazein miselleri arasinda bir koprii gérevi gorerek pihtilasmaya yardimer
olur (Merheb-Dini ve ark.,, 2010). Kalsiyumun; kazein misellerinin negatif
kalintilarinin ~ (fosfoserin ve karboksilik gruplar);  Ca** ve kalsiyum-fosfat
kompleksleri tarafindan nétralize edilmesinin neden oldugu, siit pthtilasmasinin ikinci
adiminda (enzimatik olmayan), kazein toplanmasinda énemli bir isleve sahip oldugu
bilinmektedir (Pires ve ark., 1999). Boylece konsantrasyonundaki bir artis pihtilasma
hizinda artisa sebep olur (Arima ve ark., 1970; Kumar ve ark., 2005; El-Bendary ve
ark., 2007). Kalsiyumun siit pithtilasmasi iizerindeki etkisini test etmek i¢in, siit

ornekleri ile farkli CaCl, konsantrasyonlarinda (20-100 mM) calisilmistir.
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Sekil 4.15. Bacillus sp. EBTA 6’dan elde edilen proteazin gesitli CaCl, (20-30-40-50-100 mM)

konsantrasyonlarinda siit pihtilagtirmasi

Sekil 4.15.°de ¢esitli CaCly konsantrasyonlarinin (20-30-40-50-100 mM) ilave
edilmesiyle her bir tiipte giiglii kesikli pargaciklarin olustugu ve siit pihtilasmasinin
gerceklestigi gozlemlenmistir. ilk kesikli parcacigin olustugu siire kaydedilerek,
“Denklem 3.2” ’de verilen formiil yardimiyla siit pthtilagtirma aktivitesi belirlenmis
ve Sekil 4.16.’da gosterilmigstir. CaCly tin (20-30-40-50-100 mM) 37°C’de ve pH 6-7
civarinda Bacillus sp. EBTAG izolatindan elde edilen 0,2 mL proteaz enziminin siit
pihtilastirma aktivitesine (MCA) etkisinin; 20 mM’da 224 U/mL, 30 mM’da 232
U/mL, 40 mM’da 248 U/mL, 50 mM’da 275 U/mL ve 100 mM’da 400 U/mL oldugu
belirlenmistir. CaCl,’tin 20 mM’dan 100 mM’a dogru gidildik¢e pihtilagtirma
aktivitesinin arttig1, pihtilarin daha gii¢lii ve peynir alt1 suyunun daha seffaf oldugu
gozlemlenmistir. Elde edilen siit pihtilari, 40 dakikalik bir siire boyunca stabil bir

kivam gostermistir. Sizintilarin ise berrak ve hafif sar1 renkte oldugu goriilmiistir.
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MCA (U/mL)

20 30 40 50 100
mM CaCl.

Sekil 4.16. Cesitli CaCl, konsantrasyonlarinin (20-30-40-50-100 mM), Bacillus sp. EBTA6’dan elde edilen 0,2 mL
proteaz enziminin MCA’sina etkisi *: Her bir deger, iki bagimsiz deneyin ortalamasini temsil eder ve hata

gubuklar standart sapmay1 gosterir.

Dash ve arkadaslar1 (2015), Lagenaria siceraria’nin tohum g¢ekirdeklerinden elde
ettikleri; albumin (Lalb), globulin (Lglo), prolamin (Lpro), glutelin (Lglu) ile siit
pihtilastirma aktivitesini belirlemislerdir. 0,01 M CaCl, konsantrasyonunda, benzer
sekilde yaptiklari calismada 0,2 mL (albumin, globulin, prolamin, glutelin) ekleyerek,
L (alb)’ini 26,2 + 4,7 U/mL, L (glo)’ini 24 + 3,9 U/mL, L (pro)’ini 35,9 + 6,2 U/mL
ve L (glu)’ini 26,8 £ 2,5 U/mL olarak tespit etmislerdir. Pihtilasmanin tohum
proteinlerinin enzimatik aktivitesine dayali olarak gergeklestigi ¢ikarimina
ulagsmiglardir. Bitki o6ziitlinden izole edilmis L. siceraria proteininin siit pthtilasma
aktivitesinin, bir bakteri olan Bacillus sp. EBTA6 izolatindan elde edilen proteaz

enziminin siit pthtilagtirma aktivitesinden daha giiclii oldugu sonucuna ulagilmistir.

Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen proteaz enziminin; 0,2 mL kullanilarak 100
mM CaCl, konsantrasyonunda, en yiiksek siit pihtilasma aktivitesi gosterdigi
belirlenmigtir. Merheb-Dini ve arkadaglar1 (2010) termofilik bir mantar olan
Thermomucor indicae-seudaticae’den elde ettikleri proteaz ile yaptiklar
caligmalarinda siit pithtilagma aktivitesinin en yiiksek 0,04 M CaCl>‘de olustugunu
tespit etmislerdir. Ngjera ve arkadaglar1 (2003), CaCl, ve rennet konsantrasyonlarinin
siitin pihtilasma  ozelliklerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda; CaCl,

eklenmesinin peynir mayasinin pihtilasma stiresini azalttigini, ancak yiiksek CaClz
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konsantrasyonlarinda (0,3 mol/L) pihtilasma siliresini arttirilabildigini tespit
etmislerdir. Tiirkiye’de iiretilen yerli bir gida {riinii olan tarhanadan izole edilen
Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen proteaz enziminin, iyi bir siit pihtilastirict
olarak kazeinolitik aktivite sergiledigi ve peynir altt suyu proteinlerini hidrolize
edebildigi i¢in peynir iiretiminde endiistriyel 6lgekte olasi1 bir uygulama aday1 oldugu

sonucuna ulagilmistir.

4.4.2. Leke cikarma ¢calismalar:

Bollim 3.8.2.°de belirtilen yonteme gore leke ile islenmis kumas pargalar1 50°C’de her

5 dakikada bir 30 dakikalik bir siire boyunca izlenmistir.

Mezbaha hayvanlari kan plazmasinin, %7 oraninda protein icerdigi bilinmektedir
(Gokalp ve Yanar, 1986). Proteazin kan lekesinin g¢ikarilmasindaki etkinligi Sekil
4.17.°de gosterilmistir. Kan lekeleri ile yapilan g¢alismada, tek basmna enzim
kullanilarak 20. dakikanin sonunda inkiibasyondan alinan kumasta en etkili sonug
alinmis ve lekenin biiyiik oranda ¢iktig1 gézlemlenmistir. Tek basina kullanilan enzim,
TD1ve TD2, kontrol 1-2 g6z 6niine alinarak kiyaslandiginda, her birinin 20. dakikanin
sonunda benzer sekilde temizleme etkisine sahip oldugu gézlemlenmistir. Tek basina
kullanilan TD2’nin 5. dakikadan itibaren, tek basina kullanilan TD1 ve enzime gore
lekeleri tim siirelerde daha belirgin bir sekilde ¢ikardigi ancak 20. dakikada tek basina
kullanilan TD1 ve enzimle olan ¢alismalarla benzer sekilde ¢ok hafif bir lekenin
kaldig1 gozlemlenmistir. Kan lekesinin ¢ikarilmasi durumunda, enzimin deterjan

olmadigi halde oldukga etkili oldugu goriilmiistiir.



Saf Su (100 mL)

Kan Lekeli (10
pL) Kumasg

(Kontrol 1)

Saf Su (100 mL)

Kan Lekeli (10
pL) Kumas

Ticari Deterjan 1
(1 mL)

Saf Su (100 mL)

Kan Lekeli (10
pL) Kumas

Ticari Deterjan 2
(1 mL)

Saf Su (100
mL)

Kan Lekeli (10
L) Kumas

Enzim (2 mL)
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Kan ile
islenmemis

kumas parcalari

(Kontrol 2)

Sekil 4.17. Bacillus sp. EBTA 6 nin tirettigi alkali proteazin, patiska kumasindaki kan lekesi lizerine uygulanarak,

deterjanlar ve kontrol 1-2 ‘ye kars1 yikama performansinin incelenmesi

Yerli bir firmadan satin alinan ketgabin etiket bilgilerine gore %1 (a/a) protein igerdigi

bilinmektedir. Yapilan ¢alismada ketcap lekesinin “Kontrol 17 ’e gore incelendiginde,

tek bagina kullanilan deterjanda (TD2) ve enzimde 25. dakikaya kadar ¢ok hafif bir

sekilde kaldigi, ancak 30. dakikalarinda tamamen ¢iktig1 goriilmiistiir. Ketcap lekesi,
“Kontrol 1 ‘de dahil olmak tizere hafif bir leke verdiginden “Sekil 4.18.” ‘de ¢ok fazla

belli olmamaktadir.
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(Kontrol 1) Ticari Deterjan Enzim (2 mL)
2 (1 mL)

Sekil 4.18. Bacillus sp. EBTA 6’nin {irettigi alkali proteazin, patiska kumasindaki ketcap lekesi iizerine

uygulanarak, deterjanlar ve kontrol 1-2 ‘ye kars1 ytkama performansinin incelenmesi

Calismada kullanilan alkali proteazin, etiivde kurutma ile gercekten inatci hale
getirilmis lekeleri neredeyse ¢ikarabildigi gézlemlenmistir. Proteinli lekeler, kurutma
ve zamanla eskime ile ¢ogu diisiik maliyetli ve yiiksek hacimli deterjanlarin etkisine
saglam bir sekilde direng gosterir (Saxena ve ark., 1999). Bu inat¢1 lekeler, yalnizca
proteinlerdeki peptit baglarina hidrolitik olarak saldiran proteazlar ile birlestirilen

deterjan formiilasyonlari tarafindan kolayca ¢ikarilabilir (Nassar ve ark., 2015).

Bacillus sp. EBTA 6’dan elde edilen alkali proteazin; TD1, TD2 gibi farkli ticari
deterjanlar ile karsilastirildiginda giiclii bir leke cikarict oldugu goriilmiistiir. Iyi bir

deterjan proteazinin performansi, proteinli leke bozulmasi, biiyiikk ¢oziinmeyen
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proteinleri hidrolize etme yetenegi ve diger deterjan bilesenleriyle uyumluluk gibi
birgok parametre ile tanimlanir (Hadjidj ve ark., 2018). Karakterizasyon
calismalarinda, Bacillus sp. EBTA 6’dan elde edilen alkali proteazin, alkali kosullarda
ve ayrica oda sicakliginda bile yikamay1 kolaylastiracak genis bir sicaklik araliginda

aktif olmas1 nedeniyle umut vadeden bir deterjan katki maddesi oldugu agiktir.

Vishalakshi ve arkadaslar1 (2009) Streptomyces gulbargensis’den elde ettikleri ham
proteazin 40°C’de 25 dakika yikama performansini inceledikleri ¢aligmalarinda;
yalnizca enzim kullanarak 25. dakikanin sonunda kan lekelerinin neredeyse ¢iktigini
belirlemislerdir. Gormez ve Giilmiis (2018) Bacillus pumilus NK14’den elde ettikleri
ham proteaz ile yaptiklar1 yikama performansi ¢alismalarinda kan ve ¢imen lekesi
tizerinde calismiglardir. Ve enzim tek basina kullanildiginda lekenin azaldigini gozle
goriiliir bir sekilde tespit etmislerdir. Annamalai ve arkadaglar1 (2014b), Bacillus
alveayuensis CAS 5’den saflagtirdiklar1 proteazin 50°C’de 30 dakika yikama
performansin1 inceledikleri ¢alismalarinda kan lekesinin; tek basina enzim
kullanilarak 30 dakikanin sonunda iyi ¢ikmadigini, tek basma deterjan kullanilarak
biraz daha iyi ¢iktigin1 ancak enzim ve deterjan birlikte kullanildiginda oldukga iyi
ciktigini bildirmislerdir. Thomas ve arkadaslar1 (2020), Bacillus sp. TSAS5’den kismi
saflagtirdiklar1 proteazin 80°C’de, 30 dakika yikama performansini inceledikleri
caligmalarinda, leke olarak sebze suyu kullanmiglardir. Tek basma kullanilan
deterjanin ve enzimin lekeyi benzer sekilde neredeyse tamamen ¢ikardigini, enzimin

temizleme etkisine sahip oldugunu gozlemlemislerdir.



BOLUM 5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, Sakarya Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii Gida Biyoteknolojisi
Laboratuvar kiiltiir koleksiyonunda bulunan, dnceki ¢alismalarda Tiirkiye’ nin ¢esitli
illerinden toplanan toprak-gida numunelerinden izole edilen 32 adet sus; yagsiz siit
agarinda proteolitik aktivite agisindan taranmis ve en yiiksek proteaz lireticilerinden
biri olan Bacillus sp. EBTA6 optimizasyon ve Kkarakterizasyon c¢aligmalarinda

kullanilmak iizere secilmistir.

Bacillus sp. EBTA 6 tarafindan proteaz iiretimi i¢in inkibasyon slreci, derin kaltdr
fermantasyonunda incelenmistir. Maksimum enzim {retimi ve mikroorganizma
gelismesi 48 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilmistir. Hiicre gelismesiyle birlikte
proteaz tiretimi artmustir. Bacillus sp. EBTAG6 susu ile maksimum proteaz Uretimi ve
mikroorganizma gelismesi elde etmek igin, maya 6zUtl konsantrasyonu, inkibasyon
sicakligr ve pH olmak {iizere ii¢ temel belirleyici (bagimsiz degisken) yanit yizey
yontemi (RSM) ile merkezi kompozit dizayn1 (CCD) kullanilarak optimizasyon
gerceklestirilmistir. Proteaz Gretimi (3207,01 U/mL) ve mikroorganizma gelismesi
i¢cin (600 nm’de 5,8) optimum kosullar, 30°C sicaklik, pH 9 ve 15 g/L maya 0ziiti
konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Uretilen proteaz enziminin en iyi aktivite
gosterdigi pH 9 oldugundan, alkali Bacillus oldugu sonucuna varilmstir. Bacillus sp.
EBTA6 susunun proteaz Uretiminde ve mikroorganizma gelismesinde modelin
gecerliligini test ederek dogrulamak icin, baslangic pH’1 9, maya 6ziiti 15 g/L ve
sicaklik 30,11°C olan rastgele bir iiretim kombinasyonu secilerek ¢alisma deneysel
olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen deneysel degerin, model ile tahmin edilen
degerle iyi bir uyum i¢inde oldugu ve %10’dan az hata oldugundan modelin proteaz
uretimi ve mikroorganizma gelismesi i¢in etkinligi tahmin edecek yeterli dogruluga

sahip oldugu sonucuna varilmistir. Yapilan c¢aligmalar proses kosullarinin
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optimizasyonu ile proteaz liretiminin baslangigta optimize edilmeden olan iiretimine

gore (1246,76 U/mL); yaklasik olarak 2,6 kat arttigin1 gostermistir.

Enzim aktivitesi i¢in optimum sicakligin 50°C’de oldugu ve bunu en yakin 60°C’nin
takip ettigi belirlenmistir. Enzimin yapilan ¢alismalar dogrultusunda 50°C gibi diisiik
bir sicaklikta kararliligimi korudugu sonucuna ulasilmistir. Ticari uygulamalar igin
kullanilmasit durumunda hafif 1sitma kosullar1 altinda kullanilmasi uygun
bulunmustur. Proteazin optimum pH’st 8 olarak belirlenmistir. Ayrica pH 7-10°da
(%82-93) dikkate deger bir stabiliteye ve yiiksek bir pH toleransina sahip oldugu
diisiiniilmistlir. Buradan yola ¢ikildiginda Bacillus sp. EBTA6 susunun iirettigi
proteaz enziminin net bir sekilde alkali proteaz Ozelliklerini gosterdigi kabul
edilmistir. Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen proteazin pH 7-10 arast aktif
olmasi ve genis pH araliginda stabilitesini korumasi; ticari olarak istenilen proteaz
gerektiren ultrafiltrasyon membran temizlemesinde, deterjanlarda kullanim igin iyi bir

verim alinacagini gostermistir.

Enzimin, substrat olarak artan kazein konsantrasyonlari ile kinetik ¢alismasi
incelenmistir. Km Ve Vmax degerlerinin sirastyla 2,762 mg/mL ve 3125 U/mL oldugu
belirlenmistir. Enzim aktivitesi (zerinde test edilen 1 mM ve 5 mM
konsantrasyonlardaki metal iyonlarindan; K*, Cu?*, Sn** ve Zn?*“nin inhibe edici,
Ca2" ve Mg?*“nin uyaric1 bir etkiye sahip oldugu ancak bagil aktiviteyi biiyiik 6l¢iide
etkilemedigi, stabilitesini korudugu sonucuna ulasilmistir. Izolat hakkinda daha derin
bilgi edinmek i¢in ¢aligsmada kullanilan metal iyonlarinin yiiksek konsantrasyonlari ile
calismanin devam ettirilmesinin faydali olacag1 diistniilmiustiir. Bacillus sp. EBTA6
susundan elde edilen proteaz enziminin 1 ve 2,5 mM konsantrasyonlardaki serin
proteaz inhibitorii olan PMSF ile aktivite kaybina ugradigi (%14-37) gozlemlenmis ve
kismi inhibe oldugu sonucuna ulasilmistir. Bu yiizden serin proteaz ihtiva ettigi
distintilmistiir. Enzimin 1-5 mM konsantrasyonlardaki metaloenzim inhibitori EDTA
ile aktivitesinin %43-48 oraninda inhibe oldugu ve metal baglama bdlgesi ihtiva ettigi
diistiniilmiistiir. Bu amino asit inhibitorlerinin farkli konsatrasyonlariyla ¢alismanin
devam ettirilmesinin izolatin sinifi hakkinda daha net bir bilgi verecegi 6ngdriilmiistiir.

Enzim EDTA tarafindan tamamen inhibe olmadigindan, 5 mM konsantrasyonda %48
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aktivite kaybina ugrayarak stabil kalabildiginden; su yumusatici gorevi goren birgok
selat ajani igeren deterjanlarla birlikte kullanilmasinin endiistriyel agidan avantajh
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Enzimin bagil aktivitesinin; konsantrasyonu %21 olan
yiizey aktif maddelerden Tween 20 ve Tween 80 varliginda ¢ok diisiik bir miktarda
arttig1 (%103-102); SDS varliginda ise %61 e inhibe ettigi belirlenmistir. Bacillus sp.
EBTA6 susundan elde edilen proteaz yizey aktif maddelere karsi stabil
kalabildiginden ve tamamen inhibe olmadigindan; endiistride deterjan katki maddesi

olarak iyi bir alternatiftir.

Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen proteaz enziminin, siit pihtilastirma
aktivitesini belirlemek amaciyla siit 6rnekleri ile farkli CaCl> konsantrasyonlarinda
(20-30-40-50-100 mM) calisilmistir. Tiim CaCl> konsantrasyonlarinda pihtilagsma
goriilmiistiir. 100 mM CaCl: konsantrasyonunda, en yliksek ve en giiclii siit pihtilagsma
aktivitesi belirlenmistir. Enzimin, yeni diyet iiriinlerinin tasarlanmasinda ve potansiyel
olarak biyoaktif peptitlerin elde edilmesinde kullanilacak siit proteini hidrolizatlarinin

tiretimi i¢in kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Proteazlarin deterjanlarda kullanilmasi, diinyadaki kirlilik yiikiinii dolayli olarak
azaltan deterjanlarin hacmini de azaltabilir. Calismada kullanilan alkali proteazin,
etiivde kurutularak inatg1 hale getirilen ketgap lekesini tamamen; kan lekesini ise
neredeyse ¢ikarabildigi gézlemlenmistir. Ayrica enzimin TD1 ve TD2 gibi farkl: ticari
deterjanlarla karsilastirildiginda iyi bir performans sergiledigi gOriilmiistiir. Bu
enzimin kan lekesinin ¢ikarilmasinda uygulanmasi, enzimi deterjan endiistrilerinde
potansiyel olarak ise yarar hale getirecektir. Bacillus sp. EBTA6 susundan elde edilen
alkali proteaz enzimi; Ozellikleri ile birlikte ele alindiginda, deterjan endustrisi igin

basaril1 bir aday olabilecegi ongoriilmektedir.

Sonuglar, Bacillus sp. EBTA6 izolatinin endiistriyel faydasini ortaya koymaktadir.
Enzimi daha farkl ticari uygulamalarda kullanmak iizere saflastirmak ve karakterize

etmek icin ¢aligmanin ilerletilebilecegi diistintilmektedir.
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