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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

Exiguobacterium alkaliphilum VLP1 TARAFINDAN URETILEN ALKALI
PROTEAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE
BiYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI

Asiye HEMSINLI
Damgsman: Dr. Ogr. Uyesi Siimeyra GURKOK

Amag: Bu tez caligmasinda, Van Golii’nden alkali proteaz iiretme potansiyeli yiiksek olan bir
bakterinin izolasyonu ve tanilamasi, bu izolattan alkali proteaz enziminin saflastirilarak
karakterize edilmesi, deterjan endiistrisinde ve tavuk tiiylerinin parcalanmasinda kullanim
potansiyelinin arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Van Golii alkalifilik izolatlar1 arasindan en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip bakteri
secilmis, klasik ve molekiiler yontemlerle tanilanmistir. Proteaz iiretimi i¢in optimum kosullar
belirlenmistir. Proteaz enzimi amonyum siilfatla ¢oktiirme, ultrafiltrasyon ve iyon degisim
kromatografisi ile saflastirildiktan sonra karakterize edilmistir. Enzimin kumaslardan kan
lekelerini ¢ikarma ve proteolitik izolatin tavuk tiiylerini par¢alama potansiyeli arastirilmistir.

Bulgular: Van Golii izolatlar1 arasindan en yiiksek proteolitik aktivite Exiguobacterium
alkaliphilum VLP1 (GenBank Acc No: ON853834.1) ile elde edilmistir. En yiiksek proteaz
tiretimi 30 °C, pH 9,0, laktoz ve maya 0ziitii varliginda, 2 giinliik inkiibasyon siiresinde elde
edilmistir. Proteaz 45 kat, %6,4 verimle ve 1169 U/mg protein spesifik aktivite ile saflastirilmis,
molekiiler agirligi 69 kDa, Km Ve Vimax degerleri sirastyla 0,4 mM ve 2000 U/mg protein olarak
bulunmustur. Aktivite i¢in optimum sicaklik 40 °C ve pH 9,0 olarak belirlenmis ve bu
kosullarda enzimin kararliligin1 uzun siire korudugu gozlemlenmistir. Enzimin ¢esitli metal
iyonlari, reaktifler, ¢oziiciiler ve deterjanlar varliginda kararli oldugu tespit edilmistir. Alkali
proteazin kumas pargalarindan kan lekelerini ¢ikarmada ve E. alkaliphilum VLP1’in tavuk
tilylerini par¢alamada etkin oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢: Bu tez kapsaminda, ilk kez E. alkaliphilum bakterisinden proteaz enzimi saflagtiriimig
ve karakterize edilmigstir. Alkali proteazin deterjan endiistrisinde ve tavuk tilyli par¢alamada
kullanilma potansiyeline sahip oldugu kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Exiguobacterium alkaliphilum, Alkali Proteaz, Protein Saflastirma,
Enzim Karakterizasyonu, Deterjan, Tavuk Tiyii Parcalama.

Arahik 2022, 99 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND BIOTECHNOLOGICAL
APPLICATIONS OF ALKALI PROTEASE ENZYME PRODUCED
by Exiguobacterium alkaliphilum VLP1

Asiye HEMSINLI
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Siimeyra GURKOK

Purpose: In this thesis, isolation and identification of a bacterium with a high potential to
produce alkaline protease from Lake Van, purification and characterization of the alkaline
protease enzyme from this isolate, and investigation of its potential for use in the detergent
industry and in the decomposition of chicken feathers were aimed.

Method: Among the alkaliphilic isolates of Lake Van, bacterium with the highest proteolytic
activity was selected and identified by classical and molecular methods. Optimum conditions
for protease production were determined. The protease enzyme was characterized after
purification by precipitation with ammonium sulfate, ultrafiltration, and ion exchange
chromatography. The potentials of the enzyme to remove bloodstains from fabrics and the
proteolytic isolate to break down chicken feathers were investigated.

Results: Among the Van Lake isolates, the highest proteolytic activity was obtained with
Exiguobacterium alkaliphilum VLP1 (GenBank Acc No: ON853834.1). The highest protease
production was obtained at 30 °C, pH 9.0, 2 days incubation period in the presence of lactose
and yeast extract. The protease was purified 45 fold, with 6.4% yield and 1169 U/mg protein
specific activity, with a molecular weight of 69 kDa, Kn and Vmax values of 0.4 mM and 2000
U/mg protein, respectively. The optimum temperature for the activity was determined as 40 °C
and pH as 9.0 and it was observed that the enzyme remained stable under these conditions for
a long time. The enzyme stability in the presence of various metal ions, reagents, solvents and
detergents was determined. It has been found that alkaline protease is effective in removing
blood stains from fabric pieces and E. alkaliphilum VLP1 in breaking down chicken feathers.

Conclusion: In this thesis, protease enzyme was purified and characterized for the first time
from E. alkaliphilum bacteria. It has been concluded that alkaline protease has the potential to
be used in the detergent industry and for decomposition of chicken feathers.

Keywords: Exiguobacterium alkaliphilum, Alkaline Protease, Protein Purification, Enzyme
Characterization, Detergent, Chicken Feather Shredder.

December 2022, 99 pages



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY TUTANAGI.......cooiiiiiiiiniiineiseieseiesiisessiesssesssse s i
ETIK BILDIRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU ........cccocoviiiiiiieiniciesicessies s I
TESEKKUR ..ottt ettt sttt sttt et sttt eb st ettt et et st st et ete st st tebesn s ii
OZET ..o s Iv
ABSTRACT et %
ICINDEKILER ...ttt sttt Vi
TABLOLAR DIZINI......ciiiiiiiiiieiiiesicssee s IX
SEKILLER DIZINT ....ocviiiiiieeceeece ettt X
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI........cocoiiiiiiiiiiiiiisceeeeseeseseeeesies Xii
L 128 1T 1
KURAMSAL TEMELLER .......i i s 3
ENZIMIEE ... 3
Proteazlarin Genel OZEIlKIETi..........c..cvcveueiiiiuerieeiesccieseecie e, 4
Proteazlarin S1niflandirilmast.........ccoooeiiiiiiiiii e 4
Etki alanlarina bagli olarak proteazlar ...........cccoceeiiiiiiiiii i 5
Aktivite gosterdikleri pH araliina bagli olarak proteazlar............cccccovvvervviiiiinicnennnn 6
Proteaz Reaksiyon MeKaniZmas! ........ccccoiveiiiiiiiieiiiiiiiesesie et 7
Serin proteazlarin katalitik etki mekanizmast.........ccocevieeiiiiiieniiiiice e 7
Sistein proteazlarin katalitik etki mekanizmast...........ccocviieiiiiiiiiiiiii 8
Aspartik proteazlarin katalitik etki mekanizmasi..........c.cocoooiiiiiiiii 8
Metalloproteazlarin katalitik etki mekanizmast.........cccccovoveiiniiiniii e 8
Proteazlarin Kaynaklart...........cccooiiiiiiiiii 9
Bitkisel proteaz GretiCIleri.......ooviiiiiiiiiiiiii 9
Hayvansal proteaz GretiCIleTT. ... ...ovviiriiiiiiie e 9
Mikrobiyal proteaz GIrEtiCIIETIT ... .coviiieiriiiie i 9
Proteazlarin Endiistrideki Uygulama Alanlart .........cccoooiiiiiiiiiiiiiicee 11
G1AQ ENATSITIST .ttt ettt et e ar e et e e s b e e beenne e 11
Deterjan €NAUSTIIST «.vo.vveirieieeirieseesre e e e 12
DS W 3316 11 ] 4 1 PO TPSPPRP PRI 12
GUMUS ZETT KAZANIMI ..o 13
F N | T (TSNS 1 16 1015 0 ) RO 13
T I Ta L 0 1 AU 14
TEKSHIL @NAUSTIIST .vveevveeeiiiie ettt e e et e e e b e e e nnneeen 14

Vi



V1 € 10 L3 PSP OT ST PPPRTUPROPRRPPN 15
Exiguobacterium alkaliphilum ... 15
Proteaz Enzimiyle Daha Once Yapilan CaliSmalar ...........cococoevevrvrvereveeeeseeeesieesennn, 16
MATERYAL VE YONTEM .....cooiiiiiiiiiiiieieiississ et s 18
] 72 SRS 18
MiIKroorganizmalar............ccoiiiiiiiie e 18
Kullanilan clhazlar ..o 18
Kullanilan Kimyasallar ..........cccoiiiiiiiiiiiii e 18
Kullanilan ¢ozeltilerin ve tamponlarin hazirlaniglart ... 19
Kullanilan beSTYETIEri ........coviiviiiiiiiiesieci e 20
D 03111 1o TP PRSPPI UPRUPROPRTPRN 21
Bakterilerin izolasyonu ve sakKlanmasi...........cooviiieiiiiiiiie i 21
Kalitatif proteaz aktivite taYINI.........ccceiiiiiiii i 22
Kantitatif proteaz aktiVite tayiNi.........cooveiiiiiiiiiisiiee e 22
Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi ............ccoieiiiiic i 22
Bakterilerin tanilanmast ..........cooieeiiiiiiiiiee e 23

En yiiksek proteaz iireten bakteri izolatinin ¢ogaltilmasi ve proteaz tiretim kosullarinin

OPTIMIZASYONU ...tttk b bbbt e et bbbt e b e ene s 24
Enzimin saflastirilmast........cccviiiiiiiiiii i 26
Protein MIKLAr tAYINI.........coiiiiiicce ettt e e 27
Proteinlerin SDS-PAGE @nalizZi..........ccocooiiiiiiiiiieee e 27
Saflastirilmis proteaz enziminin karakterize edilmesi .........ccocvevieiiiiiiiiic i 29
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ... ..o 33
Bakterilerin IZ0lasyonU ..........ccu.cveviuiviiiieiiicreieie et 33
Bakteri Izolatlarmin Proteaz Aktivitelerinin Belirlenmesi ..........cccocoeveveveveveveeevererenenne, 33
Bakteri Izolatlarinin Kantitatif Proteaz Aktivite TayiNi.......c.cococovevererrriceirereinisenerenans 33
Bakteri [zolatlarin Tanilanmasi.............c.ccueveveeieeeueierereeceieieses st ss s st 34
[zolatlarin klasik yontemlerle tantlanmasi ...........cc.cevvireverirereiereieseresseseseseese e, 34
Molekiiler yontemlerle tanilama .............cocoooiiiiiiiie i 36

E. alkaliphilum VLP1’in Proteaz Uretim Kosullarinin ve Ortaminin Optimizasyonu ... 36
Inkiibasyon siiresinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz {iretimine ve gelisimine etkisi.37
Inkiibasyon sicakliginin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimine etkisi................... 37
Baslangi¢ pH’sinin E. alkaliphilum VLP1’ in proteaz iiretimi ve gelisimi iizerine

BEKIST Lttt bbb ene s 38

vii



Azot kaynaklarmin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz tiretimi ve gelisimi tizerine

BEKIST . 39
Karbon kaynaklarmin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iretimi ve geligimi iizerine
BEKIST 1t s 40
NaCl konsantrasyonunun E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve gelisimi iizerine
BEKIST . 41

Enzim Saflastirma..........coooiiiiiiiic e 43
Amonyum siilfat ¢oktlirmesi ile kismi1 saflagtirma...........ccccovvvviiiinniieiiie e, 43
Iyon degisim kromatografisi ile saflagtirma.............ccevvieveriecisieeeieicie e, 43
SDS-PAGE analizleri ve proteaz enziminin molekiiler kiitlesinin hesaplanmasit........... 44
Saflagtirilmis Proteaz Enziminin Karakterizasyonu...........ccccovverieieniieenieesiee e 44
Proteaz enzim reaksiyonuna ait Km ve Vimax kinetik sabitlerinin saptanmasi .................. 44
Enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi ..........cccoovviieiiiiiiieniciiic e 45
E. alkaliphilum VLP1 proteaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi................ 46
Enzimin Optimum pH’sinin Belirlenmesi ..........ccccceiiiiiiiiiiiiiii e 46
Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi ..o 47
Metal iyonlarinin proteaz enzimi lizerine etkisinin belirlenmesi.............ccooeviiviniennne 47
Reaktiflerin proteaz enzimi tizerine etkisinin belirlenmesi..........c.ccoovviiiiiniiiienen, 48
Cesitli organik ¢oziiciilerin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi .................... 49
Ticari deterjanlarin proteaz enzimi lizerine etkisinin belirlenmesi............c.ccoeviiiiinnnne 50
Ticari deterjanlarin proteaz enzim stabilitesi izerine etkisinin belirlenmesi.................. 50
Enzimin Biyoteknolojik Uygulamalart ..........cccooviiiiiiiiiii e 51
Proteaz enziminin deterjan etkisinin aragtirtlmast ..........ccoceviiiiiiiiiiee 51
Proteaz enziminin tavuk tliyii parcalama potansiyelinin aragtiritlmast............cccocveviennnne 52
B 0 1 1 T PSP PPPRRP PP 54
SONUGCLAR ...ttt b ettt b e ettt e b e b e nbeenne s e e nbeenne s 62
KAYNAKCA .t bbbttt b bbb 63
EICLER bbbt n bbb 74
EK 1. Tirozin Standart GrafiSi.........cccccviiiiieiiieiiieeee s 75
EK 2. Van Golii Bakteri izolatlarinin 16S rRNA Sekans Dizileri............ccccvveverrvennnee. 74
EK 3. BSA Standart GrafiSi........c.ccooiiiiiiiiiiiiiiiicici e 75
EK 4. SDS-PAGE ANGHZIEIT ... 82
OZGECMIS .ottt bbbttt bbbt 84

viii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. E. alkaliphilum Bilimsel Smiflandirtlmast...........ccoocoiiiiiiiiiiiiiiiece e 16
Tablo 2. Ayirict Jel (%12,5) HAazZIrlaniSi......ocoiviiiiieiieiee e 28
Tablo 3. Yigma Jel (%7,5) HazZirlani§1 .......oceiiiiiiiiiiiiee e 28
Tablo 4. Yikama Soliisyonu KOmMpPOZISYONU .........ccccerieieiiiiiniiiisiinisieeeie e 31
Tablo 5. Van Golii zolatlarinin OZellKIETi ...........cceveveveceeeeieieeeeeeee e 36
Tablo 6. E. alkaliphilum VLP1’den Proteaz Enziminin Saflastirma Basamaklari.................. 43



Sekil 1.
Sekil 2.

Sekil 3.
Sekil 4.

Sekil 5.
Sekil 6.

SEKILLER DIiZiNi

Proteaz aktivite MEKANIZIMAST.....ccuviiitiiiiieiiie ittt 4
Van Golii bakteri izolatlarinin SMA iizerinde 30 °C’de 2 giinliik inkiibasyon
sonucu olusturduklar1 seffaf proteolitik zonlar ...........ccccevvvveiiiieiiiieiie e 33
Bakteri izolatlarinin 3 giinliik proteaz aktivite grafigi........c.cccooeiiviiiiiiiiiininiiniene 34
E. alkaliphilum VVLP1 " in proteaz iiretim ortaminda 30 °C’de zamana kars1 proteaz
aktivite ve mikrobiyal gelisim grafigi.........ccccoviiiiiiiiiiiiiiii e 37
Sicakligin proteaz iiretimi ve mikrobiyal gelisim {izerine etkisi.........ccccvvvveviiviennnnn. 38

pH’nin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve mikrobiyal gelisimi ilizerine
BEKIST 1. 38

Sekil 7. Azot kaynaklarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve mikrobiyal

EeligIMI TZETINE ETKIST ...vvvevieiiiieiiii ittt 39
Sekil 8. Maya 6ziitii konsantrasyonlarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve

2eliSIMi UZETINE EKIST ....vvvieiriiiieiieeie e 40
Sekil 9. Karbon kaynaklarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve mikrobiyal

ZEliSIMI TZETINE ELKIST. 1vveviviiriiiierieie sttt sttt ae e reene e 40
Sekil 10. Laktoz konsantrasyonlarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz tiretimi ve gelisimi

TZETINE CTKIST .vveuvieiiieeitie ettt sttt ettt e e bt e nab e e b e e s beeebeenaneenes 41
Sekil 11. NaCl konsantrasyonlarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz liretimi ve geligimi

TZETINE ETKIST .veuveiittieiee ettt et n e nan e 42
Sekil 12. Na,COz konsantrasyonlarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz {iretimi ve

2eliSIMI TZETINE ETKIST ....vviveiieiieiiei e 42
Sekil 13. Orneklerin SDS-PAGE analizi. M: Precision Plus Protein Unstained Standart

(250-10kD); 1) Kiiltiir siipernatanti; 2 ve 4) 40% amonyum siilfat ¢oktiirmesi;

3 ve 5) iyon degisim Kromatografisi .........ccovvriiiiiiiiienieee e 44
Sekil 14. Proteaz enziminin Michaelis-Menten grafigi..........ccooevevineniniiiinieiesc e 45
Sekil 15. Proteaz enziminin Lineweaver Burk grafigi ..........ccccooviiiiiiiiiiii, 45
Sekil 16. Sicakligin E. alkaliphilum VVLP1 proteaz enzim aktivitesine etkisi............c.cc.coeuenne. 46
Sekil 17. Sicakligin E. alkaliphilum VLP1 proteaz enzim stabilitesine etkisSi...........cccc.cue..... 46
Sekil 18. pH’nin E. alkaliphilum VVLP1 proteaz enzim aktivitesine etkisi ...........cc.ccoevrvrnne. 47
Sekil 19. pH’nin E. alkaliphilum VLP1 proteaz enzim stabilitesine etkisi............cccccceevrennne. 47
Sekil 20. Proteaz enzimi iizerine potansiyel bilesiklerin etkisi.........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 48
Sekil 21. Proteaz enzimi {lizerine gesitli reaktiflerin etkisi.........ccccooovvviiiiiiiiniiieii e, 49
Sekil 22. Proteaz enzimi tizerine organik ¢oziictilerin €tkiSi...........cevvvevvvieerivereiieseee e 49



Sekil 23. Proteaz enzimi tizerine ¢esitli deterjanlarin €tkiSi.........ccccevveveiieiiveie s 50
Sekil 24. Cesitli deterjanlarin proteaz enzim stabilitesi lizerine etkisi........ccocvvverriiirieninnnne o1
Sekil 25. E. alkaliphilum VLP1’in farkli yikama soliisyonlarinda kan lekesini ¢ikarma
O 101 811 E21 41 R ORI 51
Sekil 26. E. Alkaliphilum VLP1’in TTM igerisinde tavuk tiiyii par¢alama potansiyeli.......... 52
Sekil 27. E. Alkaliphilum VLP1 tarafindan pargalanmis tavuk tiiyliniin mikroskop altindaki
GOTUNTUSTL +vvvvevee et nnes 53

Xi



SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler
% - Yiizde
= . Esittir
uL : Mikrolitre
g : Gram

. Litre
M : Molar
mL : Mililitre
mM : Milimolar
uL : Mikrolitre
nm : Nanometre
°C : Santigrat Derece
U : Unit-Enzim Birimi
U/mg - Unit/miligram-Spesifik Aktivite Birimi
g/L : Gram/Litre
mg/mL : Miligram/Muililitre
kDa : Kilodalton
Kisaltmalar
APS : Amonyum Perstilfat
BSA : S1g1r Serum Albiimin
CaCl; : Kalsiyum Kilorid
dH20 : Deiyonize Su
DFP : Diizopropil Florofosfat
DMSO : Dimetil Siilfoksit
HCI : Hidroklorik Asit
KCI : Potasyum Klorid
kDa : Kilodalton
K2HPO4 : Di Potasyum Fosfat
MgCl> : Magnezyum Kilorid
MgS0s4.7H20 : Magnezyum Siilfat Yedi Sulu
NaCl : Sodyum Klorid
NaOH : Sodyum Hidroksit
PEG : Polietilen Glikol

Xii



PMSF
pH

rpm
SDS

SF

TCA
TEMED

: Fenilmetilsiilfonil Floriir

: Power of Hydrogen (Hidrojenin Giicii)

: Revolutions Per Minute (Dakikadaki Devir Sayisi)
: Sodyum Dodesil Siilfat

. Seyreltme Faktorii

: Trikloroasetik Asit

- Tetrametiletilendiamin

Xiii



GIRIS

Enzimler canli hiicreler tarafindan iiretilen ve canli metabolizmasinda neredeyse tim
biyolojik siireci katalize eden, yasam igin gerekli olan biyokatalizérlerdir (Hinnemann and
Norskov, 2006).

Proteazlar, diger adlariyla peptidazlar veya proteinazlar, protein molekiillerindeki
peptid baglarinin hidrolizini katalizleyerek uzun protein zincirlerinin daha kii¢tik polipeptid

veya amino asitlere par¢alanmasini saglayan enzim altsinifidir (Motyan et al., 2013).

Proteazlar hiicre icerisinde gelisim, proteinlerin hidrolizi, iltithap olusumu, hormonlarin
salgilanmasi, kanin pihtilagsmasi, salgi proteinlerinin ve peptitlerin zarlar boyunca taginimi gibi
pek ¢ok fizyolojik islemde olduk¢a 6nemli gorevler yiiriitmektedirler (Rao et al., 1998). Bu
gorevlerinden dolayr da biyoteknoloji ve endiistri sektoriinde 6nemli kullanim alanlarina

sahiptirler (Barzkar, 2020).

Diinya genelinde proteazlar enzim pazarinin en ¢ok talep géren enzimleridir ve bunlari
amilaz, glukanaz, seliilaz gibi karbohidrazlar, fitazlar ve lipazlar takip etmektedir (Kumar et al.,
2014). Proteazlar, ¢cok eski zamanlardan giiniimiize, gida, deterjan ve ila¢ endiistrilerinde
yaygin kullanimlar1 nedeniyle en baskin enzim olmaya devam etmektedir (Sharma et al., 2019;
Gagaoua et al., 2021).

Proteazlar hayvan, bitki, fungus, bakteri ve arkea gibi tiim yasam formlarinda ve hatta
virtislerde dahi bulunmaktadir (Bah et al., 2016; Morazzani et al., 2019; Gagaoua et al., 2021).
Bu kaynaklar arasindan mikrobiyal proteazlar zorlu kosullarda aktivite gosterebilmeleri, kisa
siirede, disiik maliyetle, yiiksek verimde ve kolay elde edilebilir olmalari nedeniyle en ¢ok
arastirilan ve endiistriyel degere sahip enzimlerdir (Sharma et al., 2019). Bu yiizden, farkh
mikrobiyal kaynaklardan, farkli 6zelliklere sahip proteaz enzimlerinin kesfedilmesi, iretilmesi
ve kullanilmasi ilgi ¢ekmekte ve yeni kaynaklarin arayisi enzime olan talebe paralel olarak

artarak devam etmektedir (Sarkar and Suthindhiran 2020).

Tiim bu bilgiler dogrultusunda, bu ¢alismada, yeni bir alkali proteaz iireticisinin kesfi
icin ilk olarak Van Golii’niin alkali ortam kosullarina uyum saglamis bakterilerin izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen izolatlar arasindan en iyi proteaz iireticileri segildi, klasik ve

molekiiler yontemlerle tanilamalar1 yapildi.

Izolatlar arasindan en yiiksek proteaz aktivitesine sahip bakteri izolatmin proteaz

tiretimini artirmak amaciyla tlretim kosullarinin optimizasyonu gergeklestirildi. Optimum



sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi, en iyi karbon ve azot kaynaklar1 belirlendi. Daha sonra bu
izolattan elde edilen ekstraseliiler proteaz enzimin amonyum siilfatla ¢oktiirme, ultrafiltrasyon
ve iyon degisim kromatografisi yoOntemleri ile saflagtirllmasi gergeklestirildi. Enzim
karakterizasyonunda molekiiler agirligi, Km ve Vmax degerleri, optimum sicaklik ve pH
degerleri, c¢esitli iyonlar, reaktifler ve c¢oziiciiler varhiginda kararlilig1 tespit edilerek

biyoteknolojik uygulama alanlari i¢in uygunlugu arastirildi.

Alkali proteaz enzimlerinin en 6nemli biyoteknolojik uygulama alanlarindan biri olan
deterjan sektoriinde kullanilabilirligi ve leke ¢ikarma potansiyeli arastirildi. Bunun i¢in enzimin
deterjanlar varliginda kararliligi tespit edildi ve pamuklu kumas parcalarindan kan lekesini

cikarmadaki etkinligi tespit edildi.

Diisiik maliyetli hammadde veya atik maddelerin kullanimi ve ¢evre kirliliginin
azaltilmasina katk, siirdiiriilebilirlik ve biyoteknolojik ¢alismalar acidan olduk¢a 6nemlidir. Bu
tez calismasinda son olarak, hem kiimes hayvanciligindan kaynaklanan tavuk tiiylerinin neden
oldugu ¢evre kirliligini azaltmak hem de yliksek protein igeriklerinden dolayi tavuk tiiylerinin
cesitli proseslerde hammadde olarak kullanilarak ekonomiye geri kazandirilmasi amaciyla

proteolitik bakterinin tavuk tiiylerini par¢alama potansiyeli arastirildi.



KURAMSAL TEMELLER

Enzimler

Enzimler tim fizyolojik kimyasal reaksiyonlarda yer alan, agirlikli olarak protein
yapisinda bulunan ve substratlar iiriinlere dontistiiren biyolojik katalizorlerdir. Enzimler,
reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek tepkimenin daha kisa siirede gerg¢eklesmesini
saglar. Enzimlerin aktive olmasi i¢in vitaminlere, metallere veya diger kofaktorlere ihtiyaci
vardir. Enzimler, biiyiik 6lgekte tiretilebilen ve genellikle ortam sicakliklarinda ve nétre yakin
pH'da aktif olan ¢ok ¢esitli kimyasal maddelerde calisabilir. Bu 6zellikler, enzimleri son
yiizyilda bilim insanlarinin ve miihendislerin odak noktasi haline getirerek endiistriyel

katalizorler olarak kullanilmalarini saglamistir (Roskoski, 2015).

Enzimler; biyolojik makromolekiillerin sentezi ya da katabolik reaksiyonlari, néronlar
araciligiyla uyaranlarimn iletimi, DNA’nin onarimi ve sentezi, apoptosis, hemostaz reaksiyonu,

proteinlerin pargalanmasi Ve membranlar arasinda transferi gibi bir¢ok hiicresel siiregte gérev

almaktadir (Whitford, 2005).

Enzimler gida, ilag, deterjan, tekstil ve bakim tiriinleri dahil olmak tizere bir¢ok endiistri
alaninda kullanilmaktadir. Enzimler ucuz olmalari, in vitro kosullarda aktif 6zellikte olmalari,
kullanim alanlarinin  genis olmasi ve toksik olmamalari nedeniyle yaygmn olarak

kullanilmaktadir (Wiseman, 1987).

Enzimler katalizledikleri tepkimelere gore Enzim Komisyonu tarafindan alti gruba

ayrilmaktadir (Boyce and Tipton, 2001).

1. Oksido-rediiktazlar: Elektron transferi yapan yani yiikseltgenme/indirgenme
tepkimelerini katalize eden enzimlerdir. Redoks tepkimelerini kataliz eden tiim
enzimler bu sinifa aittir.

2. Transferazlar: Gruplar arasi transfer yapan reaksiyonlari katalizler. Hidrojen
disindaki atom veya atom grubunun bir molekiilden digerine aktarilmasini saglayan
enzim grubudur.

3. Hidrolazlar: Kompleks yapidaki molekiillerin baglarini su ile pargalarlar.

4. Liyazlar: Hidrolitik olmayan yolla ¢ift bag olusumunu katalizler. C-O ve C-N
kimyasal baglar1 yikan tiim enzimler bu gruba dahildir.

5. Izomerazlar: Molekiil i¢i gruplar arasi transfer yapan enzimlerdir. Molekiil i¢indeki

geometrik ya da yapisal izomerlesmeyi katalizleyen enzim grubudur.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Y%C3%BCkseltgenme

6. Ligazlar: Dehidrasyon reaksiyonlarini katalizlerken ATP yikimi1 meydana getiren

enzimlerdir.

Proteazlarin Genel Ozellikleri

Proteazlar (proteinazlar veya peptidazlar), protein molekiillerini peptidlere ve amino
asitlere pargalayan hidroliz reaksiyonlarini katalize eden enzimlerdir (Sharma et al., 2017).
Proteazlar, endiistriyel enzimlerin en biiylik grubudur ve kiiresel pazarda biiyiik bir paya

sahiptir (Mehtani et al., 2013).

Enzim Komisyonuna (EC) gore, proteazlar hidrolazlarin 3. grubuna ve peptit baglarinin
hidrolizi olan 4. alt gruba aittir. Amino asitler arasindaki baglari hidroliz reaksiyon
mekanizmasina gore ayirirlar. Kimyasal bir baga su ekleyerek veya baska bir grubu suya

dontistiirerek hidrolizi gergeklestirirler (Barzkar, 2020).

peptit bag1 olusumu
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Sekil 1. Proteaz aktivite mekanizmasi (Tekin, 2020)
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Diger enzimler gibi proteazlar da protein yapisina sahiptir ve belirli bir pH ve sicaklik

araliginda etkin bir sekilde galisirlar (Fersht, 1998; Kaur et al., 2001).

Proteazlar ¢ok genis bir sinifi temsil etmelerine ragmen, katalize ettikleri reaksiyon
tipine, katalitik bolgelerin kimyasal iligkilerine ve yapilarina gore farkli sekilde siniflandirilirlar
(Singh, 2016; Gurumallesh, 2019).

Proteazlarin Siniflandirilmasi

Proteazlar, enzimin substrat tizerinde etki ettigi bolgeye baglh olarak iki gruba ayrilir:
Ekzopeptidaz ve endopeptidazlar (Mahler and Cordes, 1966). Proteazlar Kkatalitik
mekanizmalarina gore serin proteazlar, sistein proteazlar, aspartik proteazlar ve
metalloproteazlar olmak tizere dort gruba ayrilirken; aktif olduklar1 pH araligina gére asidik

proteazlar, notr proteazlar ve alkalin proteazlar olmak tizere {i¢ gruba ayrilir (Singh et al., 2000).



Etki alanlarmma bagh olarak proteazlar
Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, bir peptidin serbest amino grubundan (N) ya da serbest karboksil
grubundan (C) bir ya da birka¢ amino asidi hidroliz ederler (Sawant and Nagendran, 2014; Sani
etal., 2017). Ekzopeptidazlar, aminopeptidazlar, karboksipeptidazlar ve omega peptidaz olmak

lizere tige ayrilir.

Aminopeptidazlar

Dogada olduk¢a yaygin bulunan aminopeptidazlar, ekzopeptidazlarin ana alt sinifindan
biridir. Proteinlerin veya peptitlerin amino ucundaki peptit baglarina etki ederek amino asitlerin
ayrilmasini katalize eden enzimlerdir. Cogu, her seferde tek bir amino asidi uzaklastirirken,
aminopeptidazlarin kiigiik bir kismi, tek seferde iki veya li¢ amino asit kalintisin1 uzaklastirir
(Bradshaw, 2013). Dipeptidil peptidazlar peptid zincirinin serbest amino ucundan bir dipeptidin
koparilmasini saglarken tripeptidil peptidazlar ise peptid zincirinin serbest amino ucundan bir

tripeptidin koparilmasini saglamakla gorevlidirler (Polaina and MacCabe, 2007).

Karboksipeptidazlar

Karboksipeptidazlar, amino asit zincirinin karboksil terminaline etki ederek, bir amino
asidi veya bir dipeptidi serbest birakir. Karboksipeptidazlar, enzimlerin aktif bolgesinde
bulunan amino asit rezidiilerinin ¢esidine baglh olarak serin karboksipeptidazlar,
metalokarboksipeptidazlar ve sistein karboksipeptidazlar olmak iizere gruplara ayrilir (Motyan
etal., 2013).

Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, substratin uzak bir yerinde peptit baglarini1 pargalar (Sawant and
Nagendran, 2014; Siroya et al., 2020). Aktif bolgede bulunan belirli bir fonksiyonel grubun
varligindan etkilenen endopeptitler serin, aspartik, sistein ve metalloproteazlar olarak

siniflandirilir.

Serin proteazlar

Bilinen proteolitik enzimlerin tigte birini serin proteazlar olusturmaktadir. Alkalin pH
civarinda yiiksek aktivite gosterdiklerinden endiistriyel alan uygulamalarinda tercih edilirler.
Alkali serin proteazlar, farkli bakteri, kiif ve mayalar tarafindan tiretilir. Bu enzimler, hidrolize
olan zincirin karboksil tarafinda tirozin, fenilalanin veya 16sin igeren peptit baglarin1 kirarlar

(Vojcic et al., 2015). Serin proteazlari diizopropil florofosfat (DFP) ve fenilmetilsiilfonil flortir



(PMSF) enzimi inhibe etmektedir (Rao et al., 1998). Serin proteazlar genellikle peptit baginin
koparilmasini zincirin orta kisminda gerceklestigi endopeptidazlardir. Isimleri, niikleofilik olan
ve enzimin aktif bolgesinde bulunan serin (Ser) kalintisindan gelmektedir (Raghunath et al.,
2010)

Aspartik proteazlar

Aktif bolgelerinde aspartik asit bulunduran proteazlardir. Cogunun maksimum
aktivitesi 3,0 — 4,5 gibi diisik pH araliginda gergeklesmektedir (Rao et al., 1998).
Omurgalilarda, bitkilerde, mantarlarda, protozoonlarda, prokaryotlarda ve retroviriislerde

bulunurlar. Aspartik proteazlar pepstatin ile baskilanabilmektedirler (Singh et al., 2016).

Sistein proteazlar

Tiyol proteazlari olarak da bilinirler. Maksimum pH’lar1 nétral veya zayif alkalidir
(Sriket, 2014). Sistein proteazlar isimlerini aktif bolgelerinde bulunan sisteinden alirlar. Sistein,
merkezde bulunan histidin ve aspartik asit ile katalitik {iglii bir yap1 olusturur. Yan zincir
ozgiilliikklerine bagl olarak arjinin, glutamik asit, papain rezidiilerinin ayrilmasi ile tripsin ve
digerleri olmak iizere dort sinifa ayrilirlar. Papain en iyi bilinen sistein proteazidir (Nadeem et

al., 2013).

Metalloproteazlar

Metalloproteazlar kofaktorii metal iyonu olan proteaz enzimleridir. Metalloproteazlarin
aktivitesi, ortamdaki divalent katyonlara baglidir ve ortama selatlayici ajanlar eklenerek inhibe
edilebilirler (Rao et al., 1998). Metalloproteazlar ¢ogunlukla ¢inko igeren endopeptidazlardir.
Kobalt ve kalsiyum da proteazlarda bulunabilen metal iyonlardir. Cinko enzimatik aktivite ve
kalsiyumun protein yapisinin stabilitesi i¢in gereklidir. Bu enzimler, 5 ila 9 arasinda degisen
optimum pH'ya sahiptir. EDTA gibi metal selatlayict maddeler tarafindan inhibe edilirken,
sistein inhibitorlerinden etkilenmemektedirler (Ellaiah et al., 2002).

Aktivite gosterdikleri pH aralhigina bagh olarak proteazlar
Asidik proteazlar

Asidik proteazlarin aktif ve stabil olduklari pH araligi yaklasik 3,8 ile 5,6 iken
optimumlar1 pH 3-4 araligindadir. Asidik proteazlar daha ¢ok fungal kaynaklardan elde edilirler

(Singh et al., 2016).



Alkali proteazlar

Glinlimiizde endiistriyel enzimlerin ¢ogunlugunu olusturan proteazlar igerisinde en
yiiksek pazar payina alkalin proteazlar grubu sahiptir (Genckal and Tari, 2005). Bakteriyel
proteazlardan, ozellikle Bacillus cinsine ait olan alkali proteazlar, deterjan endiistrisinde en
yaygin kullanilan proteazlardir. Bu enzimler, tirozin, fenilalanin, 16sin, aspartat, histidin ve
serin igeren baglar1 parcalayabilirler. Alkalin proteazlar, genis alkali pH (9-12) araliginda
yiiksek aktivite ile karakterize edilirler. Alkali proteazlar i¢in optimum pH 9-11 araligindadir.
Izoelektrik noktalar: oldukea yiiksek olup, pH 612 degerleri arasinda stabil kalabilmektedirler.
Sicakliga karsi toleranslari yiiksektir (Giingor, 2011).

Notral proteazlar

Notraz olarak da bilinen notral proteazlar pH 5-8 degerleri arasinda aktiviteye,
hidrofobik amino asitler i¢in yliksek afiniteye ve diigiik termal toleransa sahiptir. Bu,
reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in 6zel kosullarin hazirlanmasi ve hidrolizatlarin iiretilmesi

acisindan avantajlidir (Rao et al., 1998).

Proteaz Reaksiyon Mekanizmasi

Peptidazlar temelde peptid baglarinin hidrolizini katalizler; fakat bunu ¢esitlerine gore
farkli yollarla gerceklestirmektedirler. Peptid zincirinin konumu, hidrolize olan yakinindaki
amino asit rezidiisii ve substratin bilinmeyen karakteristik niteliklerinden dolayr peptidazlar

0zgiil davranmaktadirlar (Seving, 2010; Sar1, 2011).

Proteaz enzimlerinin dort ana grubu, tetrahedral ara {irlinleri stabilize etmek igin iki
katalitik mekanizma kullanir. Aktif merkezin niikleofilligi serin ve sistein proteazlarda amino
asitlerden kaynaklanir (kovalent kataliz). Su molekiilii tarafindan metallo ve aspartik
proteazlarda niikleofillik saglanir (kovalent olmayan kataliz). Kovalent katalizde histidin baz
gibi; kovalent olmayan katalizde Aspartat, Glutamat rezidiileri, ¢inko (metalloproteazlarda),

asit ve baz gibi fonksiyon gosterir (Turk, 2006).

Serin proteazlarin katalitik etki mekanizmasi

Tiim proteazlarin neredeyse tigte biri, aktif bolgedeki niikleofilik Serin kalintisindan
dolay1 serin proteazlar olarak siniflandirilabilir. Bu mekanizma, baslangicta Asp-His-Ser

"katalitik ti¢li"niin varligi ile ayirt edilmistir (Raghunath and Mahajan, 2010).

Serin proteazlar hidroliz igin genellikle iki asamali reaksiyon gergeklestirirler.
Reaksiyon enzim ve peptidin kovalent olarak baglanmasi ve bunun sonucunda amino asit ya da

peptid fragmentlerinin  par¢alanmasi esasina dayanmaktadir. Asetilasyon asamasi,



aktiflestirilmis su tarafindan niikleofilik atak ile olusan deasetilasyon islemini takip eder ve
olusturulan kovalent enzim kompleksi daha sonra hidrolizle pargalanir (Saravanamuthu et al.,
2010). Serin endopeptidazlar primer substrat tercihlerine gore li¢ gruba ayrilmislardir. Bunlar;
tripsin benzeri serin proteaz (pozitif yiiklii rezidiilerden sonra ayiran), kimotripsin benzeri serin
proteaz (biiylik hidrofobik rezidiilerden sonra ayiran) ve elastaz benzeri serin proteazlar (kiigiik

hidrofobik rezidiilerden sonra ayiran) seklindedir (Rao et al., 1998).

Sistein proteazlarin katalitik etki mekanizmasi

Tiyol proteazlar olarak da adlandirilan bu grubun aktif merkezinde niikleofilik bir sistein
bulunmaktadir. Sistein proteazlarin mekanizmasi serin proteazlarin etki mekanizmasina
benzerdir. Katalitik reaksiyon sirasinda sistein proteazlarin aktif merkezinde bulunan sistein
amino asitinin tiyol grubu niikleofil olarak ataga ge¢mektedir (Hartley, 1960). Bazilari ise
sisteine ek olarak aktif merkezinde histidin, glutamik asit ve aspartik asit rezidiisiinii
icermektedir. Kaspaz, papain, bromelain ve fisin bilinen sistein proteazlardan bazilaridir (Sari,
2011).

Aspartik proteazlarin katalitik etki mekanizmasi

Aspartik proteazlarin (karboksil proteaz ya da asidik proteaz) en iyi bilinenleri pepsin
ve kimozindir (Polaina and MacCabe, 2007).

Katalitik aktiviteleri igin aspartik proteazlarin, aspartik asit kalintilarina gereksinimleri
vardir. Penicillopepsin, endothiapepsin gibi aspartik proteazlar ile proteinlerin hidrolizi i¢in
genel bir baz katalitik mekanizmasi nerilmektedir (Rao et al., 1998). Aspartik proteazlar aktif
merkezlerinde iki aspartik asit rezidiisii bulundurmaktadir. Aktif haldeki su molekiilii niikleofil
olarak ataga gecince suda bulunan hidrojen iyonu aspartik asitin karboksil grubu tarafindan
alinir. Boylece, su molekiilii orijinli hidroksil iyonu proteindeki peptid zincirini pargalar (Sart,
2011).

Metalloproteazlarin katalitik etki mekanizmasi

Katalitik aktiviteleri i¢in iki degerlikli metal iyonuna gerek duymaktadirlar ve ortama
selatlayict ajanlarmn ilavesiyle inhibe olabilmektedirler. Metalloproteazlarda aktif su molekiilii
niikleofil olarak hareket etmektedir. Metalloproteazlar, yiiklii amino asit yan zincirlerine metal
iyonlart ile baglanarak su molekiillerini kullanilabir hale getirmektedir (Cerda-Costa and
Gomis-Ruth, 2014). Metal iyonu, enzimin katalitik bdlgesinde bulunan 1 su molekiilii ve 3
amino asit araciligiyla ¢cevrelenmektedir. Kisacasi bu metal iyonu tetrahedral yapiy1 olusturan

molekiildiir. Tetrahedral yap1 ¢esitli amino asitler, histidin, glutamik asit, histidin, aspartik asit,



lizin ve arjininden olusabilmektedir. Metalloproteaz aktivitesinde glutamik asit ¢ok 6nemlidir
(Reunanen and Kahari, 2013).

Proteazlarin Kaynaklari

Canli organizmalarda proteazlar hayati bir rol oynar, bu nedenle bitki, hayvan ve
mikroorganizmalar gibi farkli yasam formlar tarafindan fretilirler (Castro and Sato, 2014;
Novelli et al., 2016).

Bitkisel proteaz iireticileri

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanimi toprak, iklim kosullar gibi faktdrlerin uygun
olmasma bagli oldugundan proteaz iiretimi zaman almaktadir. Papain, bromelain ve
keratinazlar gibi iyi bilinen proteazlardan bazilari bitki kaynaklarindan tretilir (Sawant and
Nagendran, 2014). Papain, papaya meyvesinden (Carica papaya) iiretilir ve genis bir pH araligi
ile siiti pihtilastirma ve protein pargalama Ozelliklerine sahiptir. Bromelain, ananas suyu,
yapragi, govdesi ve kabugundan elde edilen bir bitki proteazidir. Timor hiicrelerinin
biiylimesini etkin bir sekilde kontrol edebilir (Chanalia et al., 2011). Bitkisel proteaz olan
keratinazlar ise yiin ve kili pargalayarak, temel amino asit olan lizinin olusumu saglamakta ve
atik su sistemlerinin tikanmasinin engellenmesinde kullanilan 6nemli bir proteaz olarak

bilinmektedir (Rao et al., 1998).

Hayvansal proteaz iireticileri

Hayvanlardan elde edilen tripsin, kimotripsin, pepsin ve rennin, en iyi bilinen
proteazlardir. Sindirim enzimi olan tripsin bagirsakta bulunur ve gida proteini hidrolizinden
sorumludur. Bocek bagirsaginda bulunan tripsin enzimi proteaz inhibitorleri sayesinde inhibe
edilerek haserelerin biyokontroliinde tercih edilmektedir (Vojcic et al., 2015). Hayvan
pankreatik sekresyonlarda bulunan kimotripsin de olduk¢a pahali bir enzimdir ve bu nedenle
yalnizca teshis ve analitik uygulamalarda kullanilir. Memelilerin midesinde inaktif bir
prekiirsor (pro-renin) olarak tiretilen rennet (renin, kimozin), pepsin enziminin etkisiyle aktif
forma c¢evrilmektedir. Siit endistrisinde, yiiksek kaliteli ve dayanikli peynir {iretimi igin
faydalanilmaktadir (\Veloorvalappil et al., 2013).

Endiistriyel alanda kullanilan hayvan kaynakli enzimlerin saflagtirma islemleri olduk¢a
zor olup izolasyonlarinda da etik sorunlarla karsilagilmaktadir. Ayrica hayvanlardan insanlara
bulasan hastaliklarin goriilme siklig1 nedeniyle de gida endiistrisinde kullanilan hayvansal

kaynakli proteazlar yerine mikrobiyal proteazlar tercih edilmektedir (Dhillon et al., 2016).



Mikrobiyal proteaz iireticileri

Mikroorganizmalar hem intraseliiler hem de ekstraseliiler proteaz iiretmektedir.
Intraseliiler proteazlar, farklilasma, protein doniisiimii, sporlanma, hormon ve proteinlerin
olgunlasmasi, proteinlerin uzaklastirilmasi gibi hiicresel ve metabolik siire¢ler igin hayati Gnem
tasirken, ekstraseliiler proteazlar proteinli besinlerin hidrolizinde mikroorganizmalar icin
olduk¢a onemlidir. Ekstraseliiler proteazlar gesitli endiistriyel alandaki 6nemli rollerinden
dolayr ayr1 bir yere sahiptir (Khan, 2013). Hayvan ve bitki kaynakli proteazlarin sanayi
sektoriiniin  taleplerini  karsilayamamasi nedeniyle mikrobiyal kaynaklara yonelim
gerceklesmistir (Fazilat, 2016). Piyasada bulunan proteazlarin 6nemli bir kism1 basta fungus ve

bakteriler olmak iizere mikroorganizmalar tarafindan kargilanmaktadir.

Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen proteazlar, diigiik {iiretim maliyeti, kolay
bulunabilir, ucuz hammaddelerle tiretilebilme, yiiksek tiretim hizi, iiretim alan1 gereksiniminin
diisiik olmasi, yiiksek stabilite, biyokimyasal gesitlilik ve genetik manipiilasyonlarinin kolay
olmasi gibi nedenlerle biyoteknolojide ve endiistrilerde yiiksek talep gérmektedir (Singhal et
al., 2012; Mishra et al., 2017; Banerjee et al., 2017).

Fungal proteaz iireticileri

Mantarlardan izole edilen proteazlar, ekstrem kosullar altinda stabil olmasi, genis
substrat spesifitesi ve yiiksek cesitlilige sahip olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Mantar
proteazlari, gida proteinlerinin modifikasyonunda kullanilmaktadir (Veloorvalappil et al.,
2013). Aspergillus clavatus ES1, A. flavus, A. fumigates, A. melleus, A. nidulans HA-10, A.
niger, A. sojae, A. sydomi, A. terreus, A. oryzae, Cephalosporium, Fusarium, Rhizopus ve
Penicillium italicum proteaz iireten mantarlar arasindadir (Charles et al., 2008; Novelli et al.,
2016; Sharma 2019). Bu mantar suslar1 arasinda en iyi bilinen proteaz iireticileri Aspergillus
cinsine aittir. Myxococcus, Neurospora, Penicillium ve Ophiostoma gibi mikrobiyal suslar da
proteaz iireticileri arasindadir (Sharma et al., 2015). Cheotomuim globusum da, alkalin proteaz

tireten yeni bir tiirdiir (Nadeem et al., 2019).

Bakteriyel proteaz iireticileri

Bakteriyel proteazlar, yiiksek katalitik aktiviteleri ve iiretim kapasiteleri nedeniyle deri,
gida, camasir ve deterjan sanayi gibi farkli sektorlerde ekonomik 6neme sahiptir. Bakteriyel
proteazlar (alkali), 8-12 arasinda pH’da ve 50-70 °C gibi bir sicaklik degerlerinde, yiiksek
aktiviteleri ile bilinirler (Veloorvalappil et al., 2013). Proteaz iireten bazi bakterilere; B.
alkaloophilus, B. amyloliquefaciens (Welker and Campbell, 1967), B. circulans (Jaswal et al.,
2008), B. clausii (Urdaci et al., 2004), B. halodurans (Takami et al., 2000), B. lentus, B.
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licheniformis (Khan, 2013), B. pumilus (Qodah et al., 2013), B. safensis (Rekik et al., 2019), B.
subtilis (Romsomsa et al., 2010; Santon et al., 2018), E. aurantiacum ZBB13 (Zabin et al.,
2021), E. indicum TBG-PICH-001 (Kumar et al., 2018), Streptococcus sp. (Van et al., 1988) ve
Thermus Rt 41A (Wilson et al., 1994) 6rnek olarak verilebilir.

Viral proteaz iireticileri

Virisler serin, aspartik ve sistein peptidazlar igermektedirler (Babe and Craik, 1997).
Bu enzimler intraseliiler olup viral proteinler, 6ncii kapsitlerin olgunlasmasi ve yeni virionlarin
tiretimi i¢in gerekli katalitik aktiviteyi saglamakla gorevlidirler. Viral proteazlar, AIDS ve

kansere sebep olan viral proteinlerin islenmesindeki rolleri nedeniyle 6nem kazanmaktadirlar

(Rani et al., 2012).

Proteazlarin Endiistrideki Uygulama Alanlarn

Endiistriyel alanda diisiik maliyetli proteaz ve diger enzim gesitlerinin kullanimi giderek
artmaktadir (Panda et al., 2016). Endiistriyel enzim grubundan biri olan proteazlar diinya pazar
paymin %60’ 11 olusturmaktadir (Rani et al., 2012). Ozellikle gida, deterjan, atik isleme, deri,
agir metal (giimiis) geri kazanimi, eczacilik ve peptit sentezi gibi alanlarda kullanimi oldukca

yaygindir (Silva, 2017).

Gida endiistrisi

Gida proteinlerinin hidrolizi; besin kalitesinin iyilestirilmesi, raf dmriiniin uzatilmasi,
farkli fonksiyonel 6zelliklerin modifikasyonu, istenmeyen etkilesimlerin Oniine gegilmesi,
lezzet, aroma ve renk 6zelliklerinin gelistirilmesi, inhibe edici faktorlerin uzaklastirilmasi gibi
farkli nedenlerle proteazlar kullanilmaktadir (Gonzalez et al., 2011). Hayvan yemi
endiistrisinde proteazlar, tek mideli hayvanlar tarafindan tamamiyle sindirilemeyen bitkisel
kaynakli yemlerin i¢ine eklenerek besinlerin kullanilabilirligini  ve  sindirimini
kolaylagtirmaktadir (Algiil, 2019). Peynir yapiminda en ¢ok kullanilan enzim olan kimozin,
kazein icin yliksek Ozgiilliige sahip olup siitte piht1 olusturarak ¢okmesini saglamaktadir.
Firmcilikta proteazlar, hamurlardaki yiiksek gluteni parcalayarak hamurun yumusamasini
saglamakta ve boylece yogurma islemini kolaylastirmaktadir. Bazi unlu mamiillerin tiretiminde
kabarmay1 engellemek igin kullanilmaktadir. Proteazlar ekmek yapiminda da 6nemli bir yere
sahiptir. Glutenin hidroliziyle agiga ¢ikan amino asitler maya tarafindan kullanilarak ekmegin
renk, yumusaklik ve doku bakimindan kalitesi artirmaktadir (Kara et al., 2005; Buehler, 2006).
Etin yumusatilmasi i¢in bitkisel (papain, bromelain, aktinidin, fisin) ve mikrobiyal (A. oryzae
ve B. subtilis) proteazlar kullanilmaktadir. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen proteazlar,

alkollii ve alkolsiiz iceceklerin {liretiminde kullanilmaktadir. Proteazlar protein kaynakli
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bulanikligin giderilmesi ve berrakligin saglanmasiyla iiriin kalitesini iyilestirmek, tiretimi
kolaylastirmak i¢in igecek endiistrisinde kullanilmaktadir (Ugan and Akyildiz, 2012). Bazi
bireylerde alerjik reaksiyonlara sebep olan, inek ve koyun siitiinde yiiksek oranda bulunan (-
laktoglobulin proteininin, tripsin ve kimotripsin ile hidrolizi sayesinde antialerjik besinler
tiretilmektedir (Kondo et al., 2007).

Deterjan endiistrisi

Deterjanlar, katki maddesi olarak proteazlar, amilazlar ve lipazlar gibi ¢esitli enzimler
igerir. Deterjan tretiminde kullanilan ilk enzimin pankreas oziitiinden elde edildigi rapor
edilmistir. Sonraki yillarda bakteriyel enzim igeren deterjanlar tanitilmigtir (Singh et al., 2016).
Subtilisinler ve Bacillus soyundan izole edilen proteazlar deterjan sektoriinde kullanilan
enzimlerin %89 unu olusturmaktadir. Subtilisin Bacillus’tan elde edilir ve yiiksek sicakliklarda
kararli yapiya sahiptir. A. favus, A. niger, B. cereus, B. firmus MTCC 7728, Tritirachium albzim
ve Penicillium chrysogenium' dan tretilen proteazlar da siklikla ¢amasir deterjanlarinda
kullanilmaktadir (Nadeem et al., 2019).

Enzimlerin deterjan yapisina katilabilmeleri i¢in bazi Ozelliklere sahip olmalari
gerekmektedir. Deterjan yapisina katilacak bir proteaz enziminin yiiksek pH ve sicaklikta
aktivitesini koruyabilmesi ve stabil kalmasi gerekmektedir. Ayrica deterjanlara eklenen diger
metal iyonlarin etkisini indirgeyen ajanlarla ve oksitleyici ajanlarla temas halindeyken
proteazlarin bunlara uyum saglayabilmesi, aktivitesini koruyarak etkili bir leke g¢ikarma
performansina sahip olmasi gerekir (Gurkok, 2019). Bir deterjan proteazindan gida, ¢im, viicut
salgilarindan kaynakli farkli lekelerin temizlenmesini saglayacak genis substrat yelpazesine
sahip olmas1 beklenmektedir (Tekin, 2020).

Bulasik makinesi deterjanlarinda proteazlar, amilaz ve lipazlarla birlikte kullanildig:
zaman sicak suyla giderilemeyen nisasta ve protein bazli lekelerin ¢ikarilmasinda etkili
olmaktadirlar. Bu durum, fosfat kullanimini1 azaltmakta ve daha diisiik sicakliklarda yikayarak

enerji tasarrufu saglamaktadir (Contesini et al., 2018).

Deri endiistrisi

Deri endiistrisinde islenmis deri elde etmek i¢in kiregleme, 1slatma, tiily ve yiiniin
deriden uzaklastirilmasi, tabaklamada, samalama, yaglardan arindirma ve temizleme gibi farkl
asamalardan gegilir. Bu asamalarda kireg, tuz, ¢oziiciiler ve sodyum siilfiir gibi oldukga toksik
kimyasallar kullanilir ve bu da gevre kirliligine yol acar (Sharma et al., 2019). Deri isleme
stirecinde ¢esitli kimyasallardan kaynaklanan gevre kirliligi, proteaz gibi enzimlerin deri isleme

endiistrisinde kullanimiyla azaltilabilir.
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Alkalin proteazlar, kollajen olmayan deri yapisin1 hidrolize eder. Deri islemesi igin
gerekli olan globulin ve albiimin gibi fibril yapida bulunmayan proteinleri uzaklastiran
proteazlar derinin yumusaklhigini ve dayanikliligini belirlemektedir (Ellaiah et al., 2002).
Istenmeyen proteinlerin az maliyetle ve g¢evreye zarar vermeden uzaklastirilmasi deri
endiistrilerinde temel gerekliliktir (Khan, 2013; Wahab and Ahmed, 2017). A. tamarii
(Kayanandan et al., 2003), B. halodurans JB 99 (Shrinivas and Naik, 2011), Bacillus sp. JB 99
(Kainoor and Naik, 2010), B. subtilis (Dettmer et al., 2013) ve Streptomyces avermectinus
NRRL B-8165 (Ahmed et al., 2008) 'ten iiretilen enzimler, deri kalitesinin iyilestirilmesi ve

cevre kirliliginin azaltilmasi i¢in iyi bir alternatif olarak 6nerilmistir.

Giimiis geri kazanimi

Metalik siyah giimiis iceren X-1s1n1 film atiklari, glimiisiin geri kazanimi igin ¢ok iyi bir
kaynaktir. Giimiig, X-151n1 filminin jelatin tabakasinin yaklasik %1,5-2'sini olusturmaktadir. X-
1sin1 filmlerinin yakilmasiyla geri kazanilan giimiis, ¢evre kirliligine neden olmaktadir.
Glmiisiin geri kazanimi i¢in alkali hidroksitlerden ve farkli mikroorganizmalardan iiretilen
proteolitik enzimler kullanilarak ¢evre kirliliginin 6niine gegilebilir (Wahab and Ahmed, 2017).
Proteaz, filmin proteinden olusan jelatin tabakasini par¢alamak i¢in kullanilir. Boylece
giimiislin saf olarak ¢ikarilmasina yardimci olur. B. subtilis ATCC 6633 (Nakiboglu et al.,
2001) ve Conidiobolus coronatus (Shankar et al., 2010)'tan elde edilen proteaz enzimi, giimiis
geri kazaniminda kullanilir. C. globusum'dan izole edilen proteaz, kullanilmis X-1g1m1

filmlerinin jelatin tabakasini pargalayarak giimiisii geri kazandirir ve gevre kirliligini azaltir
(Nadeem et al., 2019).

Atik isleme endiistrisi

Proteazlar, protein iceren atiklarin pargalanmasini saglar. Boylece su sistemlerinin
biyolojik oksijen ihtiyacinin azaltilmasina fayda saglar (Sharma et al., 2019). Proteazlar

boynuz, kil, tirnak ve sag gibi lifli proteinleri yararl biyokiitleye doniistiirebilmektedirler.

Ticari kiimes hayvani igletmelerinde, yan iiriin olarak yiiksek miktarda iiretilen tily
atiklarinin hidrolizi sayesinde agiga ¢ikan keratin proteini ve amino asitler hayvan yemi ve gida
maddelerinde etkin bir sekilde kullanilabilmektedir. Mikrobiyal proteazlar, evcil kiimes
hayvanlar1 ve deri gibi ¢esitli endiistrilerden kaynakli keratin iceren atiklarin par¢alanmasinda
cevre i¢in zararl olmayan asamalarla hidrolizi ger¢eklestirdiginden 6nemli bir role sahiptir
(Tapia and Simoes, 2008). A. oryzae NRRL-447 (Ali et al., 2011), B. amyloliquefaciens
(Cortezi et al., 2008), Bacillus JB 99 (Kainoor and Naik, 2010), B. licheniformis RG1 (Ramnani
etal., 2005), B. licheniformis ZJUEL31410 (Ni et al., 2011), B. pseudofirmus FA30-01 (Kojima
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et al., 2006), Bacillus RV. B2.90 (Vijayalakshmi et al., 2011), Streptomyces (Tapia and Simoes,
2008) ve Pseudomonas sp., MS21 (Tork et al., 2010) tiiy hidrolizi i¢in kullanilan proteaz
tireticileridir (Kainoor, 2010).

Tlac endiistrisi

Mikrobiyal kaynaklardan iretilen proteazlar, cilt yaralari, kanser, kistik fibrozis, kalp
problemleri, sindirim bozukluklari ve enfeksiyon gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Chanalia et al., 2011). Subtilisin veya kollajenaz, c¢esitli antibiyotiklerle
kombinasyon halinde yanik ve yaralar1 tedavi etmek igin kullanilir. Litik enzim eksikligi
sendromu olan hastalarda sindirim sistemi diizenleyicisi olarak A. oryzae’dan izole edilen
enzim kullanilmistir. Cesitli lenfositik 16semi hastalarinin kan dolasimindan asparajini
uzaklagtirmak i¢in E. coli'den elde edilen asparajinazdan yararlanilmistir (Kurdya and
Simonenko, 1994; Rao et al., 1998; Gupta et al., 2002).

Tekstil endistrisi

Tekstil sanayinde proteazlar, tiriinlerin 6n islenmesinde kullanilmaktadir. Yiin ve ham
ipegi islemek, kecelesmeyi 6nlemek, boyar madde veriminini artirmak, iiriinlere parlaklik ve
beyazlik katmak igin proteazlardan faydalanilmaktadir. Yiin liflerine uygulanan proteaz,
biiziilmeyi onleyerek kullanilan klorlu reginelere farkli bir segenek olabilir (Contesini et al.,
2018). Yiin malzemeler papain, pronaz ve pepsin ile islenerek lif esnekligi saglanir ve dogal
lekelerden arindirillarak daha beyaz bir renk elde edilir. Ham ipek liflerini kaplayan, liflere
kabarik bir yap1 veren ve ipegin agirhiginin %25'ini olusturan yapiskan bir madde olan serisin,
genellikle nisasta kullanilarak liften ¢ikarilir. Fakat bu yontem oldukca maliyetli bir igslemdir.
Proteazlar ile serisinin uzaklastirilmasi kisa siirede ve daha az maliyetle yapilarak alternatif bir

yontem olarak kullanilmaktadir (Duman, 2008).

Bakim iiriinleri

Kozmetik endiistrisinde proteazlar, deride bulunan keratin, elastin ve kollajeni olusturan
peptit baglarinin hidrolizini katalize eder. Dis macunlarinda, istenmeyen tiiylerin yok
edilmesini saglayan {iriinlerde, sa¢ bakimi {riinlerinde ve kontak lens soliisyonlarinda
kullanilmaktadir. Kolajendz hidrolizat ve elastin maddeleri, sigir tendonlariin hidroliziyle elde
edilerek cilt ve sa¢ bakim ftriinlerinde yararlanilmaktadir (Giingor, 2011). Bromelain, papain
ve digerleri gibi proteazlar cildin soyulmasinda kullanilmistir. Bu proteazlarin islevi, hiicre
yenilenmesi, Olen hiicrelerin epidermisten uzaklastirilmasi ve benzer hiicreleri yeniden
olusturmasidir (Silva, 2017). B. licheniformis ZJUEL31410'dan elde edilen keratinazlarin

kozmetik endiistrisinde kullanim potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir (Ni et al., 2011).
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Van Golii

Van Goli, diinyanin en biiyiik sodali golidiir. Ayrica Tiirkiye'de bulunan en biiyiik
goldiir. Bitlis ile Van il siirlar1 arasinda, volkanik Nemrut Dagi’nin patlamasi sonucu olusan
kraterde biriken sularin olusturdugu volkanik set goliidiir. Van Golii’niin tatli su ve deniz
suyundan farkl bir sucul ekosistemi vardir. pH degeri 9,52 diizeyinde olan Van Golii suyu act,
tuzlu ve sodalidir. Bor ve sodyum karbonatin varlig1 ayrica volkanik kayaglarin fazla olmasi
tuz oraninin yiiksek olmasina neden olmaktadir. Tuz konsantrasyonu %0,224 tiir. Sudaki tuz
bilesenlerinin aralarindaki oranlari; %42 NaCl, %34 NaCO3, %16 NaxSO4, %3 KSO4 ve %2,5
MgCO:s olarak belirlenmistir (Ciftci et al., 2008).

Exiguobacterium alkaliphilum

E. alkaliphilum, Exiguobacteria cinsine ait, Gram pozitif, hiicre uzunlugu 2,5 um, hiicre
genisligi 0,8 um, hiicre sekli basil olan, turuncu renkli pigment iireten, alkalifilik, hareketli bir
bakteridir (Kulshreshtha et al., 2013). Exiguobacteria cinsi Collins ve arkadaslari (1983)
tarafindan alkalifilik E. aurantiacum tiiriiniin patates atik su ¢ikisindan izole edilmesiyle
tamimlanmustir (Collins et al., 1983). E. acetylicum (Farrow et al., 1994), E. aestuarii (Kim et
al., 2005), E. algae (Liu etal., 2021), E. alkaliphilum (Kulshreshtha et al., 2013), E. antarcticum
(Friihling et al., 2002), E. aquaticum (Raichand et al., 2012), E. arabatum (Cong et al., 2017),
E. artemiae (Lopez-Cortés et al., 2006), E. aurantiacum (Collins et al., 1983), E. chirighucha
(Gutiérrez-Preciado et al., 2017), E. enclense (Dastager et al., 2015), E. flavidum (Meng et al.,
2020), E. himgiriensis (Sing et al., 2013), E. homiense (Sivaprakasam et al., 2008), E. indicum
(Chaturvedi and Shivaji, 2006), E. marinum (Kim et al., 2005), E. mexicanum (Lépez-Cortés
et al., 2006), E. oxidotolerans (Yumoto et al., 2004), E. pavilionensis (White 2013), E.
profundum (Crapart et al., 2007), E. gingdaonense (Liu et al., 2021), E. sibiricum (Rodrigues
etal., 2006), E. soli (Chaturvedi et al., 2008) ve E. undae (Friihling et al., 2002) bu cinsin bilinen

tiirleri arasinda yer almaktadir.

E. alkaliphilum tiirii ilk kez Kulshreshtha ve arkadaslar1 tarafindan bir i¢cecek enddistrisi
tesisinin alkali atik su tahliyeli ¢amurundan izole edilerek taksonomik ¢alismalari
gerceklestirmistir (Kulshreshtha et al., 2013). Exiguobacteria, Bacillota subesinin diisiik GC
icerigine sahip bir {iyesidir. Bu cinse ait tiirlerin ektrem kosullara dayanikli olduklari
bilinmektedir ve bir¢ok tiirii cogu mikroorganizma igin stresli kabul edilen habitatlardan izole
edilmistir (Delegan et al., 2021). Degisken sicaklik uclarinda hayatta kalma yetenekleri, bu cinsi
Oonemli bir ¢alisma alani haline getirir. Ayrica, dinamik termal adaptasyona ek olarak bazi
suslar1 halotolerant olup %13 NaCl varliginda gelisebilir, bazilar1 genis bir pH degeri araliginda
(5-11) biiylyebilirler, yiiksek diizeyde UV radyasyonunu ve arsenik dahil agir metal stresini
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tolere edebilirler (Ordonez et al., 2013). Optimal olmayan kosullarda gelisebilen ve arastirmalar
icin ilgi ¢ekici Exiguobacteria cinsine ait olan E. alkaliphilum biyoteknolojik potansiyeli

yeterince ¢alisilmamis bir tlirdiir.

Tablo 1. E. alkaliphilum Bilimsel Siniflandirilmasi

Alem Bacteria

Sube Bacillota

Stif Bacilli

Takim Caryophanales
Familya Bacillaceae

Cins Exiguobacterium
Tiir E. alkaliphilum

Proteaz Enzimiyle Daha Once Yapilan Cahsmalar

Genis kullanim alanlarindan dolayr oldukga ilgi cekici enzimler olan mikrobiyal
proteazlarin iretimi, saflastirilmast ve karakterizasyonuna yonelik ¢ok sayida caligma
bulunmaktadir. Ancak, Exiguobacterium cinsine ait proteazlarla ilgili olduk¢a sinirli ¢alisma,
E. alkaliphilum tiiriine ait proteazlarla ilgili ise herhangi bir c¢alisma literatiirde
bulunmamaktadir. En yakin tiirlerden biri olan E. aurantiacum ZBB13 susu, Hindistan
yakinlarindaki Kuzey Canara bolgesindeki bir ormanin nemli topragindan izole edilmistir
(Zabin et al., 2021) ve bir baska yakin tiir E. indicum TBG-PICH-001 susu Hindistan’in Tamil
Nadu Eyaleti’ndeki Pichavaram Hali¢ toprak orneklerinden izole edilmistir (Kumar et al.,
2018). Bu suslardan elde edilen proteaz enzimlerinin saflastirilmast ve kismi karakterizasyon
caligmalar1  gerceklestirilmis ancak enzimler herhangi bir uygulama alaninda
kullanilmamuslardir. Giiney Kore’de deterjan endiistrisiyle iligkili topraklardan elde edilen E.
profundum tiirii ile gerceklestirilen bir ¢alismada ise proteaz iiretim kosullarinin istatistiksel

optimizasyonu yapilmistir (Anbu et al., 2013).

En iyi proteaz iireticileri arasinda basta gelen Bacillus sp. tiirleriyle ise oldukg¢a fazla
caligma gergeklestirilmistir. Rekik ve arkadaglar1 (2019) yaptiklar1 calismada Tunus
aciklarindaki bir petrol sahasindan izole ettikleri B. safensis RH12'den yiiksek aktiviteye (9,000
U/mL) sahip proteaz iiretimini gerceklestirmislerdir. Daha sonra enzimi amonyum siilfat
coktiirmesi ve anyon degistirme kromatografisi kullanarak saflagtirmislardir. Saflastirilan
enzimin, 28 kDa molekiiler agirliga sahip oldugunu, pH 9 ve 60 °C'de optimum aktivite
gosterdigini belirlemislerdir. Fenilmetansiilfonil floriir (PMSF) ve diiyodopropil florofosfat

(DFP) tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edildigi, dolayisiyla serin proteaz ailesine ait
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oldugunu diisiinmiislerdir. Enzimin sicaklik ve pH stabilitesine baktiklarinda, 50 °C'de
aktivitesinin %85'ini ve pH 11'de %75'ini korudugunu tespit etmislerdir. Son olarak enzimin
yikama performansini arastirmiglar ve 30 dakika boyunca 40 °C'de oldukga iyi leke ¢ikarma

etkisine sahip oldugunu gostermislerdir.

Karray ve arkadaslar1 (2021) yaptiklari ¢alisma ile B. stearothermophilus’tan tiretilen
yeni bir alkalin ve termofilik proteazin optimum kiiltiir kosullarin1 ve karakterizasyonunu
saglamiglardir. Mikrobiyal gelisim ve proteaz liretimi i¢in optimum kiiltiir kosullar1 aragtirilmas;
sicaklik 55 °C, pH 10 ve inkiibasyon siiresi 24 saat olarak bulunmustur. Azot kaynag: olarak
%3 maya oziitiiniin, karbon kaynagi olarak galaktozun (7,5 g/L) kullanilmasi enzim aktivitesini
artirmistir. Daha sonra 59,02 (U/mg) spesifik aktivite ile saflastirilan proteaz enziminin

yaklasik 28 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip oldugu belirlenmistir.

Lima ve arkadaslar1 (2021), A. terreus 7461’in {irettigi proteaz enzimini saflastirarak
karakterize etmislerdir. Proteaz, kromatografik islemlerle 2,3 kat saflastirilmis ve molekiiler
agirhigr 90 kDa olarak hesaplanmistir. Kyn Ve Vmax degerleri sirasiyla 0,65 + 0,03 mg/mL ve
3,66 £+ 0,18 umol/dk olarak bulunmustur. Maksimum sicaklik ve pH degeri sirasiyla 50 °C ve
6,5 olarak bulunmustur. Enzimin 50 °C sicaklikta 1 saate kadar stabil kalabildigi belirlenmistir.
Proteazin, Tween 80 gibi deterjanlara ve organik ¢oziiclilere kars1 oldukga kararli oldugu tespit
edilmistir. Enzim Ca?"* tarafindan aktive edilirken Hg?* ve Cu?" tarafindan inhibe edilmistir.

Enzim, PMSF tarafindan inhibe edildigi i¢in de serin proteaz oldugu diisiiniilmiistir.

El-Khonezy ve arkadaslari (2021), A. ochraceus BT21l'den elde ettikleri proteaz
enzimini, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve kromatografik islemler yaparak saflastirmislardir.
Saflagtirmanin ardindan SDS-PAGE analizi yaparak enzimin molekiiler agirhgm 59,0 kDa
olarak hesaplamiglardir. Enzimi 15,13 Kkat, %59,7 verimle ve 111379,5 U/mg spesifik aktivite
ile saflastirmiglardir. Enzimin, sirasiyla 50 °C ve 8,0'da optimum sicaklik ve pH degerlerine
sahip oldugu belirlenmistir. Saflastirilan enzimin genis bir sicaklik (20—60 °C) ve pH (5,0-11,0)

araliginda stabil kalabildigini gézlemlemislerdir.

Bagka bir ¢alismada, Wang ve arkadaslar1 (2022) tarafindan izole edilen Staphylococcus
xylosus A2'den iiretilen proteaz enzimi saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Saflagtirilmig
enzimin molekiiler agirligr yaklasik 21,5 kDa olarak hesaplanmistir. Enzim aktivitesi pH 6,0’da
ve 50 °C'de en yiiksek seviyeye ulasmistir. Proteaz enzim pH’s1 4,0-8,0 ve sicakligi 20-50 °C
degerleri arasinda stabilite gostermistir. Proteaz aktivitesi, Ca?* ve Zn?* iyonlan tarafindan
aktive edilerek onemli Olciide artis gostermistir. Proteazin Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 2,94

mg/mL ve 19,45 U/mL.dk olarak bulunmustur.
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MATERYAL VE YONTEM

Materyal
Mikroorganizmalar

Tez kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar Van Golii suyundan elde edilmistir. Van
Go6li’nden ilkbahar-yaz aylarinda, 5 farkli lokasyondan (Lokasyon 1: 38.520198, 43.314473;
Lokasyon 2: 38.519975, 43.314420; Lokasyon 3: 38.560919, 43.279049; Lokasyon 4:
38.561058, 43.277415; Lokasyon 5: 38.427937, 43.255904), 3’er tane su Ornedi steril falkon
tiiplerine alinmus, sogukta muhafaza edilerek Atatiirk Universitesi, Mikrobiyoloji

Laboratuvarina getirilmis ve 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Kullanilan cihazlar

Calkalamali inkiibator (Binder BD53), buzdolabi (Siemens KS 42431), derin dondurucu
(Argelik), pH metre (InoLab pH730 wtw Series), dikey elektroforez (BioRad), manyetik
karistiric1 (Daihan Scientific MSH 20A), hassas terazi (Enver), mikroskop (Olympus Europa
SE & CO. KG), spektrofotometre (UV mini-1240 UV-VIS Shimadzu), su banyosu (CB2 5Q2,
Grant Instruments Ltd., Barrington), santrifiij (Hereus Christ Hereus Christ UJ 1l1) sogutmali
santrifiij (Zentrifugen D-78532), etiiv (Elektro-mag), distile su cihaz1 (GFL 2004), vorteks
(Heidolph Reax Top) ve otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L) c¢alismada kullanilan

cihazlardir.

Kullamilan kimyasallar

NaCl (Sodyum Kloriir) (Merck), CH3COOH (Asetik Asit) (Merck), CCIsCOOH
(Trikloroasetik Asit) (Carlo Erba), CH:COONa (Sodyum Asetat) (Carlo Erba), NaOH (Sodyum
Hidroksit) (Carlo Erba), CgH1203N> (Siit Kazeini) (Merck), ((NH4)2SO4) (Amonyum Siilfat)
(Teknik), Tris-HCI (Merck), HCI (Hidroklorik Asit) (Merck), BSA (Sigma), tirozin (Sigma),
BCA (Sigma), NaCOz. H.O (Sodyum Karbonat) (Merck), NaHCOs (Sodyum Bikarbonat)
(Merck), CuS04.5H,0 (Bakir Siilfat) (Merck), C3HsNO (Akrilamit) (Biorad), Bis-akrilamit
(Biorad), Tris (Merck), SDS (Sigma), [(NH4)2S.0g] (APS) (Sigma), TEMED (Biorad), gliserol
(Merck), B-Merkaptoetanol (Merck), Bromofenol mavisi (Merck), glisin (Merck), coomassie
parlak mavisi R-250 (Sigma), Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standards (Biorad)

ve CH3OH (Metanol) (Merck) ¢alismada kullanilan kimyasallardir.
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Kullanilan cozeltilerin ve tamponlarin hazirlamslan

Gliserol stok cozeltisi (%20): 40 mL nutrient broth (NB) ve 10 mL gliserol ayr1 ayr1
sterilize edildi. Saklama tiiplerine 1200 uL NB, 300 pL gliserol eklenerek ¢ozelti kullanima
hazir hale getirildi.

Glisin NaOH tamponu (50 mM): 3,75 g glisin ve 0,35 g NaOH, 1 L distile su igerisinde

¢oOziilerek hazirlandi.

Hidrojen peroksit (H202) ¢ozeltisi (%3): Katalaz testi i¢in kullanildi. 100 mL distile

su igerisine 3 ml H20: ilavesiyle hazirlandu.

Hidroklorik asit ¢ozeltisi (HCI, 2N): Besiyerlerinde pH ayarlanmasi i¢in hazirlandi.
17,56 mL %37°1ik HCI alinip son hacim 100 mL’ye tamamlandi.

Kazein cozeltisi (%0,6): 0,6 g kazein 100 mL 50 mM Glisin NaOH tamponu, pH 9

icerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Potasyum hidroksit ¢ozeltisi (KOH, %3): Bakterilerin Gram 6zelliklerini belirlemek

icin kullanildi. 100 mL distile su igerine 3 g KOH ilavesiyle hazirlandi.

Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (NaOH, 2N): Besiyerlerinde pH ayarlamak i¢in kullanildu.
8,01 g NaOH 80 mL distile su ile ¢oziindiiriildiikten sonra hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

Sodyum karbonat ¢ozeltisi (Na2COs, 0,5 M): 52,9 g sodyum karbonat 1 L distile suda

¢Oziilerek hazirlandi.

Trikloroasetik asit ¢ozeltisi (TCA, 0,1 M): 16,32 g TCA 1 L distile suda ¢6ziilerek

hazirlandi.
Lowry Protein Tayin Soliisyonlar:
Soliisyon A: 2 g NaCOs, 100 mL 0,1 N NaOH i¢ginde ¢oziilerek hazirlandi.

Soliisyon B: %1 Sodyum potasyum tartrat: 0,1 g sodyum potasyum tartrat 10 mL distile

suda c¢oziilerek hazirlandi.

Soliisyon C: %0,5 CuS04.5H20: 0,05 g CuSO4.5H,0 10 mL distile suda ¢oziilerek

hazirlandi.

Soliisyon D: 48 mL soliisyon A, 1 mL soliisyon B ve 1 mL soliisyon C kullanmadan

hemen Once karistirilarak hazirlandi.

Soliisyon E (Fenol Reagent): 1 kisim Folin-fenol reaktifi [2N], 1 kisim su ile

kullanmadan hemen 6nce karistirilarak hazirlandi.
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BSA (Sigir Serum Albiimin): 1 mg BSA, 1 mL suda ¢6ziilerek hazirlandi.
SDS-PAGE Soliisyonlari

a. Ayirici jel tamponu: 18,5 g tris ve 0,4 g SDS 80 mL distile suda ¢oziildii. HCI ile pH

7’ye ayarland1 ve son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlandu. Filtre edilip 4 °C’de saklandi.

b. Yigma jel tamponu: 5,1 g tris ve 0,4 g SDS 80 mL distile suda ¢6ziildii. HCI ile pH
6,7’ye ayarlandi, son hacim 100 mL’ye tamamlandi. Filtre edilip 4 °C’de saklandi.

c. Amonyum persiilfat (25%): 1 g amonyum persiilfat (APS) 4 mL distile suda ¢oziildii.

d. 10x yiiriitme tamponu: 30 g tris, 144 g glisin ve 10 g SDS 900 mL distile suda
¢ozildi. HCI ile pH 8,3’e ayarlandi, son hacim 1 L’ye tamamlandi. Filtre edilip 4 °C’de
saklandi.

e. Ornek tamponu (4X): 2 mL 20% SDS, 1 mL 1 M tris-HCI (pH 7), 1 mL gliserol ve
birkag parga bromofenol blue karistirildi. Tampon oda sicakliginda saklandi. Kullanmadan

once son konsantrasyonu 20% olacak sekilde merkaptoetanol eklendi.

f. Coomassie brilliant blue boya soliisyonu (0,1-0,5 pg/track): 2,5 g Coomassie Brilliant
Blue R-250 450 mL metanolde ¢6ziildii ve tizerine 70 mL asetik asit eklendi. Son hacim suyla

1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan boya oda sicakliginda karanlik sisede saklandi.

g. Boya uzaklastirma soliisyonu: 250 mL metanol ve 75 mL asetik asit karistirildi. Son

hacmi suyla 1 L’ye tamamlandi. Hazirlanan boya oda sicakliginda karanlik sisede saklandi.

Kullamilan besiyerleri

Nutrient broth (NB): Bakterileri izolasyonu ve gelistirilmesinde kullanildi. 8 g NB
tartilarak hacmi distile su ile 1 L’ye tamamlandi. Manyetik karistiricida ¢ézlindiikten sonra 250

mL’lik erlenlere 50’ser ml aktarildi ve 15 dakika 121 °C’de 1,5 atmosfer basingta steril edildi.

Nutrient agar (NA): Bakterilerin kat1 ortamda gelistirilmesi, kisa siireli korunmasi ve
pasajlanmasinda kullanildi. 20 g NA tartilarak distile su ile 1 L hacme tamamlandi1 ve 15 dakika
121 °C’de 1,5 atmosfer basingta steril edildi. Besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra steril petri

kaplarina aktarildu.

Tribiitirin agar (TBA): Bakteri izolatlarinin lipaz {iretme kabiliyetlerinin olup
olmadigini belirlemek i¢in hazirlandi. Bunun igin 5 g peptone, 3 g maya 6ziitii, 10 mL gliseril
tribiitirat ve 15 g agar tartilarak distile su ile 1 L hacme tamamlandi. 15 dakika 121 °C’de 1,5
atmosfer basingta steril edildi. Besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra steril petri kaplarina

aktarildi.
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Triptic soy agar (TSA): Bakterileri izole etmek ve gelistirmek amaciyla kullanildi.
Bunun i¢in 40 g TSA tartilarak distile su ile 1 L hacme tamamlandi. 15 dakika 121 °C’de 1,5
atmosfer basingta steril edildi. Besiyeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra steril petri kaplarina

aktarildi.

Yagsiz siit tozu iceren agar (Skim milk agar - SMA): Kati besi ortaminda bakterilerin
ekstraseliiler proteaz liretimlerinin kontroliinde kullanildi. Bu ortamda gelisen kolonilerin
cevresinde olusan proteolitik zon ¢ap1 6lgiilerek proteaz tiretimleri kalitatif olarak tespit edildi.
%1 oraninda yagsiz siit tozu, NA igerisine eklenerek 121 °C’de 1,5 atmosfer basingta 15 dakika

sterilize edildi ve petri kaplarina dokiilerek tamamen sogumasi saglandi.

Yumusak agar besiyeri: Bakteri izolatlarinin hareket kabiliyetlerinin olup olmadigin
belirlemek i¢in hazirlandi. Bunun ig¢in 50 mL distile su igerisine 0,5 g NA eklenerek cam deney
tiiplerine aktarilip 121 °C’de 1,5 atmosfer basingta 15 dakika sterilize edildi. Otoklavdan sonra

iyice karistirilarak homojen bir sekilde sogumasi saglandi.

Siv1 proteaz iiretim ortami: Bakteri izolatlarinin sivi ortamda proteaz iiretimleri i¢in
kullanildi. 5 g kazein, 2 g maya 6ziitii, 5 g pepton, 5 g NaCl, 0,2 g MgS0O4.7H-0, 0,1 g CaCl;
ve 1 g KoHPO4 1 L saf su iginde ¢oziildi ve pH 9,0’a ayarlandiktan sonra 250 mL erlenlere 50
mL aktarilarak 15 dakika 121 °C’de 1,5 atmosfer basingta steril edilerek kullanildu.

Nisastali NA besiyeri: izolatlarm ortamdaki nisastay1 parcalama 6zelligini belirlemek
i¢in amilaz testinde kullanildi. Bunun igin 20 g NA ve 10 g ¢6ziinebilir nisasta tartilarak distile

su ile hacmi 1 L’ye tamamlandi. 15 dakika 121 °C’de 1,5 atmosfer basingta steril edildi.

Ureli NA besiyeri: Ureyi hidrolize eden izolatlari tespit etmek i¢in kullanildi. Bunun
icin 20 g NA ve 0,012 g fenol kirmizisi tartilarak distile su ile 1 L hacme tamamlandi.15 dakika
121 °C’de 1,5 atmosfer basingta steril edildi. Sterilizasyondan sonra besiyeri katilasmadan 6nce
icerisine %20 oraninda 20 mL iire steril filtreden gecirilerek eklendi ve petri kaplarina

dokiilerek tamamen sogumasi saglandi.

Yontem
Bakterilerin izolasyonu ve saklanmasi

Van Golii’'nden temin edilen su 6rneklerinden dogrudan ve serum fizyolojik iginde
cesitli oranlarda seyreltmeler yapilarak pH 8,0-12 araliginda hazirlanan NA ve TSA
besiyerlerine inokiilasyonlari yapildi ve 30 °C’de inkiibe edildi. Gelisen kiiltiirlerden, tek koloni
ekimleri yapilarak saf kiiltiirler elde edildi. Saf kiiltiirlerin gliserol stoklari hazirlanip -80 °C’de
muhafaza edildi.

21



Kalitatif proteaz aktivite tayini

Saf kiiltiirlerin proteaz aktivitesine sahip olup olmadiklart SMA besiyerinde proteolitik
zon olusturma esasina gore degerlendirildi. SMA iizerine ekimi yapilan saf kiiltiirler 30 °C’de
inkiibe edilerek 2 giin boyunca zon olusumu takip edildi. Olusan seffaf zonlarin genisligine

gore proteaz lreticileri secildi.

Kantitatif proteaz aktivite tayini

Seffaf proteolitik zonlarin genisligine gore secilen proteaz iireticilerinin kantitatif
proteaz aktivite tayinleri spektrofotometrik olarak kazein hidroliziyle ortaya ¢ikan tirozinin 660
nm dalga boyundaki absorbans 6l¢iimiiyle gergeklestirildi (Folin and Ciocalteau, 1929). Bunun
icin ilk olarak s1v1 proteaz liretim ortaminda 2 giin inkiibe edilen kiiltiirler 10000 rpm, 4 °C’de
5 dk santrifiijlenerek, hiicre igeriginden ayrilmis iist faz ham enzim olarak kullanildi. 0,5 mL
ham enzim ve 2,5 mL %0,6’lik kazein ¢ozeltisi karigtirildi ve 30 °C’de 10 dk inkiibe edilerek
hidroliz tepkimesi gergeklestirildi. Reaksiyon 2,5 mL 0,1 M TCA ¢ozeltisi ile durduruldu. Bu
karisim 30 °C’de 10 dakika bekletildi ve daha sonra Whatman No:1 filtre kagitlariyla siiziilerek
parcalanmayan kazeinler uzaklastirildi. Filtrattan 0,25 mL alinarak 2,5 mL 0,5 M Na.COs ve
0,5mL 1 N Folin-ciocalteu fenol reaktifi ile karistirildi ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.
Karigimin  absorbanst  spektrofotometrede 660 nm'de Olgiildi ve enzim aktivitesi

hesaplamasinda kullanildi. Tiim deneyler ti¢ tekrar halinde yapildi.

Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi

Aktivite hesaplamasinda kullanilacak olan tirozin standart grafiginin belirlenmesi igin
50 mM Glisin-NaOH, pH 9,0 tamponunda 2,2 mM L-tirozin stok ¢0zeltisi hazirlandi.
Hazirlanan bu stok ¢6zeltiden 0,055-0,55 mmol konsantrasyonlardan 500 pL alinip, 2,5 mL 0,5
M Na2COz ve 500 uL Folin-ciocalteu fenol ile karistirilip, oda sicakliginda 30 dk bekletildi.
Daha sonra spektrofotometrede OD660 nm’de dl¢iimii yapilarak sonuglar dogrultusunda tirozin

standart grafigi ¢izildi. Bu grafik aktivite hesabinda kullanildu.

Tirozin standart grafiginden faydalanarak bir tinite proteaz aktivitesi, 1 dakikada 1 pg
tirozin agia ¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlandi ve asagidaki denklem kullanilarak

aktiviteler hesaplandi.

Proteaz Aktivitesi (U/mL) = [A¢iga ¢ikan tirozin miktari (ug) X Toplam reaksiyon
hacmi (mL) / Enzim hacmi (mL) x Inkiibasyon siiresi (dk)] x Seyreltme faktorii
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Bakterilerin tanilanmasi
Klasik yontemle tanilama

Secilen bakterilerin klasik yontemlerle tanilamasinda morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal testler uygulandi.

Koloni morfolojisi: Bakteri tiirleri ve gruplari i¢in tanimlayici 6zellikte olan yontem,
Van Go6li izolatlarimin NA besiyerinde olusturduklar1 farkli kolonileri renk ve sekline goére

ayirmak i¢in kullanildi.

Hareket testi: Hazirlanan yumusak dik agarli besiyerine, 24 saatlik bakteri
izolatlarindan igne 6ze ile ekimi yapildi. 30 °C’lik etlivde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin

besiyerinde gelisimine bakilarak bakterinin hareket 6zelligi degerlendirildi.

Katalaz testi: Bakterilerde katalaz enziminin varliginin arastirildig: testtir. 24 saatlik
bakteri izolatlarindan bir 6ze dolusu alinarak lam tizerine aktarildi. Lam tizerine %3 oranindaki
H20. cozeltisi damlatildi. Hava kabarcigi olusturma esasina gore izolatlar degerlendirildi

(Reiner, 2010).

Hemoliz testi: : Bakterilerde hemolitik aktivite varliginin arastirildigr testtir. Kanli
agarda (%5 koyun kami igeren) gelisen bakterilerin hemolitik enzimleriyle eritrositleri
par¢alamasi prensibine dayanir. Kanli agara ekilen izolatlar etiivde 30 °C’de 24 saat inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonunda izolatlarin cevresinde olusan seffaf zona gdére degerlendirildi

(Gurkok, 2022).

KOH testi: KOH testi Gram boyama reaksiyonunda oldugu gibi bakteri hiicre duvarinin
kimyasindaki farkliliklara dayanir. 24 saatlik bakteri izolatlarinin her birinden bir 6ze dolusu
alinarak lam iizerine yayildi ve %3’ liik KOH c¢ozeltisinden birkag damla alinarak bakteri
tizerine dokiildd, iyice karigsmasi saglandi. Lam tizerinde KOH ile muamele edilmis izolata 6ze
daldirildiktan sonra yukariya dogru kaldirildi. Izolatlarin dze ile lam arasinda uzama (siinme)
olusumuna bakilarak Gram pozitif veya negatif olma 6zellikleri degerlendirdi (Moyes et al.,

2009).

Ureaz testi: Ureyi hidrolize eden bakteri izolatlarim tespit etmek igin kullanildi. Ure
agar ortamina bakteri izolatlarinin ekimi yapilarak 30 °C’lik etiivde 24 saatlik inkiibasyona
alind1. Izolatlar iireyi parcaladiktan sonra besiyerinde olusturduklari renk degisimine gore iireaz

enzimini sentezleyebilme yetenekleri degelerlendirildi (Brink, 2010).

Lipaz testi: izolatlarm lipaz enzimi iiretebilme 6zelliklerinin belirlenmesi igin bu test
yapildi. TBA ortamina bakteri izolatlarinin ekimi yapilarak 30 °C’lik etiivde 24 saatlik

inkiibasyona alindi. izolatlarin TBA ortaminda olusturduklari koloni cevresinde seffaf zon
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olusumuna gore lipaz enzimini sentezleyebilme yetenekleri degelerlendirildi (Gurkok and

Ozdal, 2021).

Amilaz testi: izolatlarin amilaz enzimi iiretebilme 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in bu
test yapildi. Nisastali NA ortamina bakteri izolatlarinin ekimi yapilarak 30 °C’lik etiivde 24
saatlik inkiibasyona alindi. Inkiibasyon sonrasi besiyerine yavasca liigol eklendi. Boylece
besiyerinin renk degisimi sirasinda izolat ¢evresinde olusan seffaf zon varligina goére amilaz

enzimini sentezleyebilme yetenekleri degelerlendirildi (Pranay et al., 2019).

Seliilaz testi: %1 karboksimetil seliiloz (CMC) igeren NA ortamina bakteri izolatlarinin
ekimi yapilarak 30 °C’lik etiivde 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrast,
bakterilerin gelistigi plaga %0,1 Congo-red soliisyonu dokiilerek 30 dakika boyunca
boyanmalari saglandi. Siire sonunda 1 M NacCl soliisyonu ile boya plaklardan uzaklastirildu.
Congo-red ile CMC kirmiziya boyanacagindan, kirmizi zeminde sarimsi zon olusturan

koloniler seliilaz pozitif olarak belirlendi (Kiliger and Ozcan, 2015).

Molekiiler yontemlerle tanilama

Izolatlarin molekiiler karakterizasyonlar: 16S rDNA sekans analizleri ile yapilmustir.
Bakteri izolatlarinin hizmet alimiyla elde edilen DNA dizileri FASTA formatinda National
Center for Biotechnology Information (NCBI) websitesinde BLAST programi kullanilarak
GenBank veritaban1 ile karsilagtirllmis ve izolatlarin tiir seviyesinde tanilamalari

gerceklestirilmistir.

En yiiksek proteaz iireten bakteri izolatimin cogaltilmasi ve proteaz iiretim
kosullarinin optimizasyonu

En yiiksek proteaz iireten bakteri izolatin1 gogaltmak icin gliserol stogundan bir 6ze
ornek alinarak, NA besiyerine ekildi ve 30 °C’de 1 giin inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
gelisen koloniler NB besiyerinde 30 °C sicaklikta 1 giin inkiibasyona birakilarak ¢ogaltildi.

Gelisen kiiltiir, %1 (ODeoo-1) oraninda proteaz iiretimi igin as1 kiiltiir olarak kullanilda.

Bu izolatin proteaz iiretim kosullarinin optimizasyonu i¢in en yiiksek aktivite goriilen
inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi, baslangi¢c pH’s1, farkli azot ve karbon kaynaklari ile

tuz konsantrasyonlari aragtirildi.

Inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

En yiiksek proteaz lirettigi giinii belirlemek i¢in bakteri izolatt 5 giin boyunca sivi
proteaz iiretim ortaminda 185 rpm’de 30 °C’de inkiibasyona birakildi ve mikrobiyal gelisimi

ile proteaz tiretimi takip edildi.
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Inkiibasyon sicakhgimin mikrobiyal gelisim ve proteaz iiretimi iizerine etkisinin
belirlenmesi

Bakteriyel gelisim ve proteaz iiretiminde en uygun sicakligin belirlenmesi i¢in bakteri
izolat1 sivi proteaz iiretim ortaminda 10, 20, 30, 40 ve 50 °C sicakliklarda, ¢alkalamali
inkiibatdrde 185 rpm’de 2 giin inkiibe edildi. Kiiltlirlerden alinan 6rneklerde proteaz tiretimi ve

mikrobiyal gelisim belirlendi.

Baslangic pH’simin mikrobiyal gelisim ve proteaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Proteaz iiretim besiyeri hazirlanarak basglangic pH’s1 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12’ye
ayarlandi. Besiyeri 121 °C de 15 dk otoklavda steril hale getirildikten sonra bakteri
inokiilasyonu gergeklestirildi. Ardindan calkalamali inkiibatérde 185 rpm’de 2 giin inkiibe

edildi. Kiiltiirlerden alinan 6rneklerde proteaz liretimi ve mikrobiyal gelisim belirlendi.

Azot kaynaklarinin mikrobiyal gelisim ve proteaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Siv1 proteaz tiretim ortamindaki kazein, maya 6zitii ve pepton yerine %1 oraninda farkli
azot kaynaklar1 (pepton, et 0ziitli, maya Oziitli, yagsiz siit, kazein, tripton, jelatin, NaNOs,
NH4NO3, NH4Cl ve tire) tek baslarina besiyerine eklendi. NaOH kullanilarak pH 9’a ayarlandi.
Besiyeri steril hale getirildikten sonra bakteri inokiilasyonu gergeklestirildi. Ardindan
calkamal1 inkiibatorde 185 rpm’de 2 giin inkiibe edildi. Kiiltiirlerden alinan 6rneklerde proteaz

tiretimi ve mikrobiyal gelisim belirlendi.

Azot kaynaginin proteaz uiretimi i¢cin optimum konsantrasyonunun belirlenmesi

Sivi proteaz tiretim ortamindaki pepton ve kazein yerine farkli konsantrasyonda (%0,5,
%1, %1,5, %2 ve %2,5) en iyi azot kaynagindan eklendi. NaOH kullanilarak pH 9’a ayarlandi.
Besiyeri steril hale getirildikten sonra bakteri inokiilasyonu gergeklestirildi ve g¢alkamali
inkiibatorde 185 rpm’de 2 giin inkiibasyona birakildi. Proteaz iiretimi ve mikrobiyal gelisimi

takip edildi.

Karbon kaynaklarinin mikrobiyal gelisim ve proteaz iiretimine etkisinin
belirlenmesi

S1v1 proteaz iiretim ortamina %1 oraninda farkli karbon kaynaklar (glukoz, fruktoz,
siikroz, laktoz, nisasta, melas, gliserol, mannitol) tek baslarina eklendikten sonra NaOH
kullanilarak pH 9’a ayarlandi. Steril hale getirilen besiyerine bakteri inokiilasyonu yapilarak
calkalamali inkiibatorde 185 rpm’de 2 giin inkiibe edildi. Kiiltiirlerden alinan &rneklerde

proteaz iiretimi ve mikrobiyal gelisim belirlendi.
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Karbon kaynagimin proteaz iiretimi icin optimum Kkonsantrasyonunun
belirlenmesi

S1v1 proteaz liretim ortamina farkli konsantrasyonlarda (%0,5, %1, %1,5, %2 ve %2,5)
en iyi karbon kaynagi eklendi. NaOH kullanilarak pH 9’a ayarlandi. Besiyeri steril hale
getirildikten sonra bakteri inokiilasyonu gerceklestirildi ve ¢calkamali inkiibatdrde 185 rpm’de

2 giin inkiibasyona birakildi. Proteaz aktivitesi ve mikrobiyal gelisimi takip edildi.

NaCl konsantrasyonlarinin mikrobiyal gelisim ve proteaz iiretimine etkisi

S1vi proteaz liretim ortaminda bulunan NaCl, farkli konsantrasyonlarda (%2, %4, %6,
%8, %10 ve %12) hazirlanarak pH’s1 9’a ayarlandi. Steril hale getirilen besiyerine bakteri
inokiilasyonu gergeklestirildi ve g¢alkalamali inkiibatérde 185 rpm’de 2 giin inkiibasyona
birakildi. Mikrobiyal gelisimi ve proteaz iiretimi takip edildi.

Na2COs Konsantrasyonlarimin mikrobiyal gelisim ve proteaz iiretimine etkisi

Sivi proteaz iiretim ortamindan NaCl ¢ikarilarak yerine farkli konsantrasyonlarda (%2,
%4, %6, %8, %10 ve %12) Na>COseklendi. pH’s1 9’a ayarlandi. Steril hale getirilen besiyerine
bakteri inokiilasyonu yapilarak c¢alkalamali inkiibatorde 185 rpm’de 2 giin inkiibasyona

birakildi. Mikrobiyal gelisimi ve proteaz tiretimi takip edildi.

Enzimin saflastirilmasi
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kism saflagtirma

Bakteri izolatinin sivi proteaz iiretim ortaminda 2 giinliik inkiibasyonu sonrasi
fermantasyon sivist 4 °C’de, 10000 rpm’de, 20 dk santrifiij edildi ve hiicreler uzaklastirilda.
Elde edilen siipernatant son konsantrasyonu %20, 40, 60 ve 80 olacak sekilde amonyum siilfat
ile muamele edilerek ¢oktiiriildi. Amonyum siilfat yavag yavas eklenerek, 4 °C’de en az 4 saat
karigtirllarak bekletildi. Ayni sicaklikta 10000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek proteinler
¢oktiiriildii. Coken proteinler minimum hacimdeki pH 9,0, 50 mM Glisin-NaOH tamponu ile
¢oziildii. Protein ¢ozeltisinde bulunan tuzlarin ve diger iyonlarin uzaklastirilmasi ve ¢ozeltinin
yogunlastirilmasi igin 6000 rpm’de ultrafiltrasyon uygulandi ve iyon degisim kromatografisi

icin hazir hale geldi.

Iyon degisim kromatografisi ile saflagtirma

Protein sollisyonu iyon degisim kromatografisi uygulamak iizere daha 6nce 50 mM
fosfat tamponu (pH 7,0) ile dengelenmis HiPrep Q XL 16/10 anyon degisim kolonuna yiiklendi.
Fraksiyonlar lineer NaCl gradient (0-1 M) ile kolondan indirildi ve fraksiyonlarin proteaz

aktivite tayinleri yapildi. Proteaz aktivitesi igeren fraksiyonlar birlestirilip utrafiltrasyon ile
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konsantre edilerek, protein miktar tayini, SDS-PAGE analizleri ve enzim karakterizasyon

calismalarinda Kullanilmak iizere -20 °C’de saklandi.

Protein miktar tayini

Protein miktar tayinleri Lowry yontemiyle, standart olarak sigir serum albiimin (BSA)

kullanilarak spektrofotometrik olarak yapildi (Lowry, 1951).

BSA standart hazirlanmasi

1. 11 tane 16 x 150 mm’lik test tiipii hazirland.

2. Her bir tiipe 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL. BSA soliisyonundan eklendi.
3. Uzerlerine 2 mL soliisyon D eklenir ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.

4. Tiplere 0,2 mL diliie folin-fenol soliisyonu eklenerek hemen vortekslendi ve iyice
karigtirildi.

Tiipler oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

Tiiplerin 600 nm’deki absorbanslari 6l¢tildii.

Absorbansa kars1 mg protein grafigi ¢izilerek standart egri hesaplandi.

© N o o

Tiim dl¢iimler 3 tekrar seklinde gerceklestirildi.

Proteinlerin SDS-PAGE analizi

Proteinlerin SDS-PAGE analizleri standart Laemmli protokoliine gore yapilmistir
(Laemmli, 1970). Elektroforez sistemi olarak Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Cell

kullanilmistir.

%12,5’lik ayirict jel hazirlamak igin Tablo 2’de belirtilen maddelerin verilen
konsantrasyonlarda karistirilmasiyla hazirlanmistir. Tetra methyl ethylene diamine (TEMED)
ve taze hazirlanan amonyum persulfat (APS) jel hazirlanmadan hemen 6nce karigima eklendi.
Vakit kaybetmeden hazirlanan ayirici jel karisimi cam levhalar arasina dokiildii, tizeri suyla
kaplanarak hava ile temasi kesildi ve polimerlesmesi i¢in 30 dk beklendi. 30 dk sonunda su
uzaklastirild1 ve lizerine Tablo 3’te belirtilen sekilde hazirlanan %7,5’lik y1gma jel dokiildi.
Kuyucuklarin olugsmasini saglayacak olan taraklar yerlestirildi ve polimerlesmesi i¢in 30 dk
daha beklendi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra taraklar uzaklastirildi ve olusan kuyucuklar

1X yiiriitme tamponu ile yikandi ve protein 6rneklerinin yiiklenmesi igin hazir hale getirildi.
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Tablo 2. Ayirici Jel (%12,5) Hazirlanist

Ayiricl Jel (%12,5) Hacim (mL)
Ayirici jel tamponu 1,2
%30 Akrilamid stok soliisyonu 2,1
H.O 1,7
APS (%25) 0,03
TEMED 0,003
Toplam 5

Tablo 3. Yigma Jel (%7,5) Hazirlanisi
Yigma Jel (%7,5) Hacim (mL)
Y1gma jel tamponu 0,6
%30 Akrilamid stok soliisyonu 0,4
H-O 14
APS (%25) 0,02
TEMED 0,002
Toplam 2,4

Ornek hazirlama ve elektroforez

Ornek denatiire edici karisim B-mercaptoethanol ve ornek tamponu 1:4 oraninda
karistirilmasiyla hazirlandi. 5 pLL 6rnek denatiire edici karisima 15 pL 6rnek eklendi ve 5 dk
kaynatildi. Denatiire edilen 6rnekler soguduktan sonra 1 dk en yiiksek devirde santrifiij edildi
ve hazirlanan jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez sabit 150 V voltaj kullanilarak 1 saat
gerceklestirildi. Orneklerin molekiiler agirlig: Precision Plus Protein Unstained Standard (250-
10 kD) kullanilarak hesaplanda.

Jellerin boyanmasi ve boyanin uzaklastirilmasi

SDS-PAGE tamamlandiktan sonra jeller 100-150 mL Coomassie Brilliant Blue R-250
boya soliisyonu ile 1 saat boyunca hafif¢e ¢alkalanarak oda sicakliginda boyanmaya birakildi.
Siire sonunda boya soliisyonu dokiilerek jeller 100-150 mL boya uzaklastirma soliisyonuna
konuldu ve oda sicakliginda calkalanarak 1 saat inkiibe edildi. Jel zemindeki boya uzaklasip
istenen protein bantlar1 goriiniir hale gelene kadar boya uzaklagtirma sollisyonu birka¢ kez

degistirildi.
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Proteaz enziminin molekiiler kiitlesinin hesaplanmasi

Proteaz enziminin molekiiler kiitlesinin hesaplanmasi i¢in SDS-PAGE’de standart (M
bandi) olarak kullandgimiz Precision Plus Protein Unstained Standart (250-10 kD)’tan
yararlanilmistir. SDS-PAGE bittikten sonra jelde yiiriiyen standarttaki protein bantlarinin ve
saflagtirilan proteaz enziminin nispi go¢ mesafeleri (Rf) asagidaki denklem kullanilarak
belirlendi. Bu veriler kullanilarak ¢izilen grafikten elde edilen egrinin denklemi kullanilarak

proteaz enziminin molekiiler agirlig1 hesaplandi.

Proteinin G6¢ Mesafesi

Rf = Boyanin Go¢ Mesafesi

Saflastirilmis proteaz enziminin karakterize edilmesi

Saflastirilan proteaz enzimininin aktivitesi tizerine sicaklik, pH, metal iyonlari, ¢esitli
reaktifler, organik ¢oziicliler ve ticari deterjanlarin etkisi arastirildi. Enzimin kinetik 6zellikleri

olan Vmax ve Km degerleri hesaplandi. Enzimin molekiiler agirligi SDS-PAGE ile tespit edildi.

Proteaz enzim reaksiyonuna ait Ky ve Vmax kinetik sabitlerinin saptanmasi

Saflagtirilan proteaz enziminin kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in  %0,05-%2
konsantrasyon araliginda enzimin substrati olan kazein kullanildi. Proteaz aktivite tayini

yapildi.

Enziminin optimum sicakhigimin belirlenmesi

Saflastirilan proteaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi igin Standart kantitatif
proteaz aktivite tayini 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 °C sicakliklarda gergeklestirildi. Enzim ve
substrat ¢ozeltileri reaksiyon oncesi bu sicakliklarda 10 dk bekletildi. Inkiibasyon sonrasi

proteaz aktiviteleri 6l¢iildii.

Enzimin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi

Saflastirilan proteaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi igin ise enzim
ornekleri 20, 30, 40, 50, 60 °C’de; 30, 60, 90 ve 120 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

sonrasi proteaz aktiviteleri 6l¢iildii. Kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplandi.

Enzimin optimum pH’sinin belirlenmesi

Saflagtirilan proteaz enziminin optimum pH’smin belirlenmesi i¢in pH 6,0-12,0
degerlerinde enzim aktiviteleri incelendi. Farkli pH’larda tamponlar hazirlamak i¢in 50 mM

potasyum fosfat (pH 6,0), Tris-HCI (pH 7,0-8,0), glisin-NaOH (pH 9,0-12,0) kullanild:.
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Enzimin substrati olan kazein de bu tamponlar igerisinde ¢0ziilerek hazirlandi. Standart

kantitatif proteaz aktivite tayini belirtilen pH’larda gergeklestirildi.

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in, enzim 6rnekleri 50 mM potasyum fosfat
(pH 6,0), Tris-HCI (pH 7,0-8,0), glisin-NaOH (pH 9,0-12,0) tampon ¢dzeltileriyle esit hacimde
(1:1 oraninda) karistirilip 25 °C’de, 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 standart

proteaz aktivite tayini gergeklestirildi. Kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplandi.

Metal iyonlarinin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Metal iyonlarinin proteaz aktivitesi iizerine etkisinin incelenmesi i¢in CaClz, MnCly,
FeCls, ZnSO4, BaClz, CuSO4, AGNO3, CdN204, MgClz, NiClz, ZnSO4, CoClz, HgCl2 ve CuSO4
bilesiklerinin pH 9,0, 50 mM glisin-NaOH tamponu ile 2, 6 ve 10 mM’lik ¢6zeltileri hazirlandi,
Cozeltiler ile enzim esit hacimde (1:1 oraninda) karigtirilip 25 °C’de, 180 rpm’de 1 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi standart Kkantitatif proteaz aktivite tayini
gerceklestirildi. Bagil aktiviteler, metal iyonlari olmadan ayni kosullar altinda inkiibasyona tabi

tutulmus kontrol enzim soliisyonu ile karsilastirilarak hesaplandi.

Reaktiflerin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Reaktiflerin proteaz aktivitesi lizerine etkisinin incelenmesi i¢cin Tween 20, Tween 80,
Triton X-100, H202, SDS, CTAB, EDTA, PMSF, B-merkaptoetanol, DTT ve DEPC’nin pH
9,0, 50 mM glisin-NaOH tamponu ile 2, 6 ve 10 mM’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Cozeltiler ile
enzim esit hacimde (1:1 oraninda) karistirthp 25 °C’de, 180 rpm’de 1 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi standart kantitatif proteaz aktivite tayini gergeklestirildi. Bagil
aktiviteler, reaktifler olmadan ayni kosullar altinda inkiibasyona tabi tutulmus kontrol enzim

soliisyonu ile karsilastirilarak hesaplandi.

Cesitli organik c¢oziiciilerin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Organik ¢oziiciilerin proteaz aktivitesi lizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢cin DMSO,
aseton, gliserol, etanol ve izopropanolun pH 9,0, 50 mM glisin-NaOH tamponu ile %15’lik
cozeltileri hazirlandi. Cozeltiler ile enzim esit hacimde (1:1 oraninda) karistirilip 25 °C’de, 180
rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi standart kantitatif proteaz aktivite
tayini gerceklestirildi. Bagil aktiviteler, organik c¢oziiciiler olmadan ayni kosullar altinda

inkiibasyona tabi tutulmus kontrol enzim soliisyonu ile karsilastirilarak hesaplandi.
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Ticari deterjanlarin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Ticari deterjanlarin proteaz enzimi iizerine etkisini belirlenmek icin 50 mM, pH 9,0
glisin-NaOH tamponu ile %1 konsantrasyonda el yikama deterjani, s1vi bulasik deterjani ve sivi
camagir deterjan1 c¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan deterjanlar ile enzim esit hacimde (1:1

oraninda) karigtir1ldi ve standart proteaz aktivite tayinleri gergeklestirildi.

Ticari deterjanlarin proteaz enzim stabilitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Deterjanlarin proteaz kararliligi {izerindeki etkilerini incelemek i¢in 50 mM, pH 9,0
glisin-NaOH tamponu ile %1 oraninda el yikama deterjani, sivi bulasik deterjan1 ve sivi camasir
deterjan1 ¢ozeltileri hazirlandi. Deterjanlar ile enzim (1:1 oraninda) 25 °C'de 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyondan sonra enzim aktiviteleri standart aktivite analizi ile 6lciildii. Bagl
aktiviteler, deterjanlar olmadan ayn1 kosullar altinda inkiibasyona tabi tutulmus kontrol enzim

soliisyonu ile karsilastirilarak hesaplandi.

Proteaz enziminin deterjan etkisinin arastirilmasi

Deterjan etkisinin arastirilmasi amaciyla 5x5 cm biiytikliigiinde beyaz pamuklu kumas
pargalari kullanildi. Pamuklu kumas pargalarinin yiizeyine protein agisindan zengin 0,1 mL kan
aktarildi ve lekeyi sabitlemek i¢in pamuklu kumaslar 60 °C’deki etiivde 1 saat kurumaya
birakildi. Kurutulmus kumas pargalar1 asagidaki Tablo 4’te belirtilen sekilde hazirlanan 250
mL’lik flasklarda 50 mL yikama soliisyonlar1 ile 30 °C’de 30 dk 180 rpm’de inkiibe edildi.
Ardindan musluk suyu ile durulandi ve 60 °C'de 1 saat kurutulup ve fotograflart ¢ekildi.

Tablo 4. Yikama Soliisyonu Kompozisyonu

Hacim (mL)
Yikama Soliisyonu 1 2 3 4
pH 9,0, 50 mM Glisin-NaOH 25 25 25 -
Deterjan Soliisyonu (%1) - - 12,5 25
Proteaz Soliisyonu (10 U/mL) - 25 12,5 -
Distile Su 25 - - 25

Proteaz enziminin tavuk tiiyii parcalama potansiyelinin arastirilmasi

Tavuk tiiyleri (beyaz) yerel pazardan elde edilerek, lic kez damitilmis suyla yikanip
temizlendi ve kurutuldu. Tavuk tliyili par¢alama deneyi i¢in ilk olarak bazal medium (0,5 g/L
NaCl, 0,4 g/L KH2POg4, 0,3 g/L KoHPO4, pH 9) hazirlandi. Daha sonra bazal mediuma %1
oraninda tavuk tiiyli eklenerek tavuk tliyli medium (TTM) hazirland: (Li et al., 2020). TTM
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otoklavda sterilize edildi. 50 mL TTM igeren 250 mL’lik flasklara E. alkaliphilum VLP1
bakterisinden %1 (ODeoo-1) inokiilasyon yapildi ve 7 giin inkiibasyona birakildu.

Tiiy parcalanma oranlari, agirlik kaybir yontemi kullanilarak degerlendirildi. Tiiyler
bakteri tarafindan bozunduktan sonra, fermantasyon sivisi, Whatman No. 1 filtre kdgidindan
stiziildii. Ty kalintis1 iki kez damitilmis su ile iyice yikandi, 60 °C’de kurutuldu ardindan
agirlik kaybini hesaplamak ig¢in tartildi. Sonuglar, ilk kuru tiy agirligina gore agirlik kaybi
yiizdesi olarak ifade edildi. Daha sonra pargalanmis tavuk tiiylinden kesitler alinarak dijital
kamera (DF71, Olympus) ile donatilmis bir mikroskop (BX51, Olympus) ile incelendi.
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ARASTIRMA BULGULARI

Bakterilerin izolasyonu

Van Goélii'nden temin edilen su Orneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda 55

bakteri izole edildi ve izole edilen bakteriler kalitatif proteaz tayini i¢in kullanildi.

Bakteri izolatlarimin Proteaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Izole edilen saf kiiltiirlerin proteaz aktivitesine sahip olup olmadiklar1 SMA besiyerinde
olusturduklar seffaf zonlarin ¢aplarina gére degerlendirildi. Petri {izerinde 30 °C’de 2 giinliik
inkiibasyon sonucunda bakteri izolatlarinin olusturdugu seffaf zonlar Sekil 2°de gosterilmistir.
Test edilen 55 bakteri izolatinin biiyiik kisminda belirgin zonlar gézlendi. Aralarindan en genis
proteolitik zon olusturan VLP1 (21 mm), VLP2 (15 mm), VLP4 (18 mm), VLP6 (15 mm),
VLP8 (13 mm), VLP9 (14 mm), VLP13 (11 mm), VLP15 (12 mm) ve VLP17 (10 mm)

izolatlar1 kantitatif proteaz aktivite tayini i¢in segildi.

Sekil 2. Van Golii bakteri izolatlarinin SMA {izerinde 30 °C’de 2 giinliik inkiibasyon sonucu
olusturduklar seffaf proteolitik zonlar

Bakteri izolatlarimin Kantitatif Proteaz Aktivite Tayini

SMA iizerinde proteolitik zon olusturan kiiltiirlerden en genis zona sahip olan 9 tane

izolat secilerek sivi proteaz iiretim ortaminda gelistirildi. Spektrofotometrik proteaz aktivite
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testine tabi tutuldu ve Ek 1°de verilen standart tirozin grafigi kullanilarak hesaplama yapildi.
Sekil 3’te goriildiigii gibi en yiiksek aktivite VLP1 kodlu bakteri izolat1 ile 103 U/mL olarak
elde edildi.
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I = =
I
I I I 1] “ il

VLP1 VLP2 VLP4 VLP6 VLP8 VLP9 VLP13 VLP15 VLP17
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o o o

N
o
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Izolatlar

Sekil 3. Bakteri izolatlarinin 3 giinliik proteaz aktivite grafigi
Bakteri izolatlarin Tamilanmasi

Proteaz aktiviteleri karsilagtirilarak segilen 9 bakteri izolat1 (VLP1, VLP2, VLP4,
VLP6, VLPS8, VLP9, VLP13, VLP15 ve VLP17) klasik yontemler ve 16S rDNA sekanslamast

ile tanilanmustir.

Klasik yontemlerle tanilama

Secilen bakterilerin klasik yontemlerle tanilanmasinda morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal testler uygulandi.

Koloni morfolojisi: Bakteri tiirleri ve gruplari i¢in tanimlayici 6zellikte olan yontem,
Van Goli izolatlarinin olusturduklart farkli kolonileri renk ve sekline gore ayirmak igin

kullanildi. Sonuglar Tablo 5’te verildi.

Hareket testi: Yumusak dik agarli besiyerine igne 6ze ile ekilen izolatlar, 30 °C’lik
etlivde bir giin inkiibasyona birakildi. Ekim yerinin etrafina dogru yayilan bulaniklik VLP1 ve
VLP15 kodlu izolatlarin hareketli oldugunu gdsterirken, besiyerinin berrak goriilmesi VLP2,
VLP4, VLP6, VLP8, VLP9, VLP13 ve VLP17 kodlu izolatlarin hareketsiz oldugunu gosterdi.

KOH testi: Segilen izolatlart hiicre duvari 6zelliklerine gore ayirmak igin yapildi.
%3’lik KOH ¢ozeltisi ile muamele edilen izolatlarin 6ze ile lam arasinda uzama (siinme)

olusumuna bakilarak VLP1, VLP2, VLP4, VLP6, VLP8, VLP9, VLP15 ve VLP17 kodlu
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izolatlarin Gram pozitif oldugu belirlendi. VLP13 kodlu izolatta lam ile 6ze arasinda siinme

olmadigi i¢in Gram negatif olarak degerlendirildi.

Katalaz testi: Izolatlarda katalaz enziminin varligin1 tespit etmek icin gerceklestirilen
bu test sonuncunda, VLP1, VLP2, VLP4, VLP6, VLPS8, VLP9, VLP13 ve VLP17 kodlu izolat
kiltiriine H20: ilave edildiginde, gaz kabarciklarinin olusumu goézlenirken, VLP15 kodlu

izolatta gaz kabarcigi olusmamustir.

Ureaz testi: Ureyi hidrolize eden bakteri izolatlarim belirlemek icin yapilan bu test
sonucunda, VLP2, VLP4, VLP13 ve VLP17 kodlu izolatlar iireyi pargalayarak iire agardaki
indikatér madde olan fenol kirmizisinin rengini pembeye ¢evirirken, VLP1, VLP6, VLP8,
VLP9 ve VLP15 kodlu izolatlar iireyi pargalayamamis olup iire agar ortam renginin sar1 olarak

kaldig1 gozlenmistir.

Hemoliz testi: Kanli agarda iireyen izolatlar olusturduklari koloni g¢evresindeki
eritrositleri parcama ve zon olugma esasina gore degerlendirildi. VLP2, VLP4, VLP6, VLPS,
VLP9, VLP13, VLP15 ve VLP17 kodlu izolatlarin hemolizin enzimi bulundurduklar

gozlenirken, VLP1 kodlu izolatin bu enzimi bulundurmadigi belirlenmistir.

Lipaz testi: Lipolitik bakteriler belirlenmesi igin yapilan bu test sonucunda, VLP2 ve
VLP15 kodlu izolatlarin TBA ortaminda lipaz enzimi iireterek koloni ¢evresinde seffaf zon
olusturduklart gézlendi. VLP1, VLP4, VLP6, VLP8, VLP9, VLP13 ve VLP17 kodlu izolatlar
ise TBA ortaminda koloni ¢evresinde seffaf zon olusturamadiklari dolayisiyla lipaz enzim

tiretimi 6zelliginin bulunmadig belirlendi.

Amilaz testi: izolatlarin amilaz enzimi iiretebilme o6zelliklerinin belirlenmesi igin
yapilan bu test sonucunda, Nisastali NA ortaminda gelisen bakteri izolatlarina liigol eklenerek
besiyerinin renk degisimi esnasinda izolat ¢evresinde olusan seffaf zon varligina gore amilaz
enzimini sentezleyebilme yetenekleri belirlendi. VLP2, VLP4, VLP13, VLP15 ve VLP17 kodlu
izolatlar amilaz hidrolizi gergeklestirerek liigol boyama esnasinda gevrelerinde seffaf zon
olusturdu. VLP1, VLP6, VLP8 ve VLP9 kodlu izolatlar ise amilaz hidrolizi

gerceklestiremedikleri igin zon olusumu olmaksizin tamamen koyu renkli olarak gozlendiler.

Seliilaz testi: Izolatlarin seliilaz enzimi iiretebilme ozelliklerinin belirlenmesi igin
yapilan bu test sonucunda, VLP15 kodlu izolat karboksimetil seliilozu par¢alayarak Congo-red
ile kirmiziya boyanan zeminde sarimtirak zon olusturdugu goézlendi. Plakta zon olusumu
olmaksizin tamamen kirmizi renkli olarak gézlenen izolatlar VLP1, VLP2, VLP4, VLP6,
VLP8, VLP9, VLP13 ve VLP17 olarak belirlendi.
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Tablo 5. Van Gélii Izolatlarinin Ozellikleri

izolat VLP1 VLP2 VLP4 VLP6 VLP8 VLP9 VLP13 VLP15 VLP17
Kodu
Bakteri g
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Koloni Turuncu Agik Krem Agik Krem Agik Krem Krem Agcik Sar1
. Krem Mat ~ Krem Mat Krem Mat
Rengi Parlak Parlak Parlak Parlak Parlak Parlak
Koloni < 5
Sekli Yuvarlak Yuvarlak Yuvarlak Yuvarlak Dagimik Yuvarlak Yuvarlak Dagiik Yuvarlak
Hiicre . . . ; . . . . .
. Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil Basil
Sekli
Hareket + - - - - - - + -
Gram + + + + + + - + +
Katalaz + + + + + + + - +
Ureaz - + + - - - + - +
Hemoliz - + + + + + + + +
Lipaz - + - - - - - + -
Amilaz - + + - - - + + +
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Molekiiler yontemlerle tamlama

Izolatlarm molekiiler karakterizasyonunda 16S ribozomal DNA gen bdlgesi sekans
analizi yonteminden yararlanildi. izolatlara ait sekanslar NCBI veri tabanindaki sekanslarla
karsilastirilarak bakteriler tanilandi ve GenBank erisim numaralar1 alindi. Tablo 5°te izolatlarin
tanilama sonuglar1 ve GenBank numaralar1 verilmistir. Izolatlarm 16S rDNA dizi verileri EK

2’de verilmistir.

E. alkaliphilum VLP1’in Proteaz Uretim Kosullarinin ve Ortaminin Optimizasyonu

En yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olan susun E. alkaliphilum VLPI1 oldugu
belirlendikten sonra E. alkaliphilum VLP1 ile proteaz iiretimi i¢in optimum kosullarin
arastirtlmas1 amaciyla inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi, baslangic pH’s1, farkli azot

kaynaklari, farkli karbon kaynaklar1 ve tuz konsantrasyonlar1 belirlendi.
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Inkiibasyon siiresinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimine ve gelisimine
etkisi

Proteaz iiretim ortamindaki E. alkaliphilum 5 giin boyunca 30°C’de inkiibasyona
birakildi. Her giin proteaz aktivitesi ve mikrobiyal gelisimi takip edildi. Bakterinin proteaz
aktivitesinin, mikrobiyal gelisim ile paralel oldugu belirlendi. Sekil 4’te goriildiigii en yiliksek

proteaz liretimi inkiibasyonun 2. giiniinde 108 U/mL olarak saptandi.
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Sekil 4. E. alkaliphilum VLP1’ in proteaz iiretim ortaminda 30 °C’de zamana kars1 proteaz
aktivite ve mikrobiyal gelisim grafigi

Inkiibasyon sicakh@mn E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimine etkisi

E. alkaliphilum VLP1 proteaz iiretim ortaminda 10, 20, 30, 40 ve 50 °C olmak iizere 5
farkli sicaklikta 2 giin boyunca 185 rpm’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan
mikrobiyal gelisim ve proteaz aktivitesi incelendi. Bakterinin proteaz aktivitesinin, mikrobiyal
gelisim ile paralel oldugu belirlendi. En yiiksek proteaz iiretimi Sekil 5°te goriildiigii gibi 30
°C’de elde edildi. Diisiik (10 ve 20 °C) ve yiiksek sicakliklarin (40 ve 50 °C) proteaz tiretimine

olumsuz yonde etki ettigi belirlendi.
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Sekil 5. Sicakligin proteaz iiretimi ve mikrobiyal gelisim tizerine etkisi

Baslangic pH’sinin E. alkaliphilum VLP1’ in proteaz iiretimi ve gelisimi iizerine
etkisi

E. alkaliphilum VLP1 baslangig¢ pH’s14, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ve 12°de hazirlanan proteaz
{iretim ortaminda 2 giin inkiibasyona birakild. inkiibasyonun ardindan mikrobiyal gelisim ve
proteaz aktivitesi incelendi. Bakterinin proteaz aktivitesinin, mikrobiyal gelisim ile paralel
oldugu belirlendi. En yiiksek proteaz iiretimi Sekil 6°da gortildiigii gibi pH 9°da elde edildi.
Diisiik pH’larda (4, 5, 6, 7, 8) bakteriyel gelisimin ve proteaz liretiminin diisiik; yiiksek pH’larda

(10, 11, 12) ise bakteriyel gelisim ve proteaz iiretiminin yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 6. pH’nin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve mikrobiyal gelisimi iizerine etkisi
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Azot kaynaklarmmn E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve gelisimi iizerine
etkisi

E. alkaliphilum’un %1°lik farkli azot kaynaklarinda 2 giinliik inkiibasyonu sonunda
spektrofotometrik Ol¢limler yapilarak proteaz aktivitesine ve mikrobiyal gelisimine bakildi.
Sekil 7°de bakterinin proteaz aktivitesinin, mikrobiyal gelisim ile paralel oldugu goriilmektedir.
Kullanilan azot kaynaklar1 arasindan en yiiksek proteaz liretimi maya oziitiinde elde edildi.
Maya 0ziitiinii, s181r eti 0ziiti, et 6ziitii, kazein, tripton ve peptonun izledigi goriiliirken en diisiik

proteaz liretimi NaNOs, NH4Cl, iire ve jelatinde goriildii.

mmm Proteaz aktivitesi Mikrobiyal Gelisim
160 45 _
—~ (e
2 140 4 %
3 120 3583
— 3
g 100 . 25 ;%
> 80 2
k¥ 2 0
< 60 =
< 1578
g 40 1 5
(]
& 20 05 =2
0 0 =
S <@ b‘o\ &@\

PN S >
& S & %O
«zix@‘”o S S8 $ &

s
‘5\% Azot Kaynaklar1 (%1)

Sekil 7. Azot kaynaklarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve mikrobiyal geligimi
lizerine etkKisi

Farkh konsantrasyonlarda maya oziitiiniin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz
iiretimi ve gelisimi iizerine etkisi

E. alkaliphilum VLP1’in farkli maya 0ziiti konsantrasyonlarindaki 2 giinlik
inkiibasyonu sonunda spektrofotometrik 6l¢iimler yapilarak proteaz aktivitesi ve mikrobiyal
gelisimi takip edildi. Bakterinin proteaz aktivitesinin, mikrobiyal gelisim ile paralel oldugu
tespit edildi. Sekil 8’de goriildiigii gibi en yiiksek enzim iiretimi 150 U/mL ile %1’ lik maya

0ziitli konsantrasyonunda elde edildi.
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Maya Oziitii Konsantrasyonlar

Sekil 8. Maya oziitii konsantrasyonlarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve
mikrobiyal gelisimi lizerine etkisi

Karbon kaynaklarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve gelisimi iizerine
etkisi

Farkli karbon kaynaklarinda E. alkaliphilum’un 2 giinliik inkiilbasyonu sonunda
spektrofotometrik Olgtimler yapilarak proteaz aktivitesine ve mikrobiyal gelisimine bakildi.
Bakterinin proteaz aktivitesinin, mikrobiyal gelisim ile paralel oldugu tespit edildi. Sekil 9’da
goriildiigl iizere karbon kaynaklari arasindan en yliksek proteaz iiretimi laktozdan elde edildi.
Laktozun proteaz aktivitesini glukoz, gliserol, fruktoz, nisasta, sitkroz, mannitol ve melas takip

ettigi goriilmektedir.
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Sekil 9. Karbon kaynaklarmin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve mikrobiyal gelisim
tizerine etkisi.
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Farkh laktoz konsantrasyonlarmin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve
gelisimi lizerine etkisi

Farkli laktoz konsantrasyonlarinda gelistirilen E. alkaliphilum VLP1’in 2 giinlik
inkiibasyonu sonunda spektrofotometrik 6l¢timler yapilarak proteaz aktivitesi ve mikrobiyal
gelisimi takip edildi. Bakterinin proteaz aktivitesinin, mikrobiyal gelisim ile paralel oldugu
tespit edildi. Sekil 10°da farkli konsantrasyonlardaki laktoz arasindan en yiiksek enzim
tiretiminin alindigr konsantrasyon 171 U/mL aktiviteyle %0,5 oranindaki laktoz oldugu

gosterilmektedir.
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Sekil 10. Laktoz konsantrasyonlarmin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve gelisimi
tizerine etkisi

NaCl konsantrasyonunun E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve gelisimi
iizerine etkisi

Farkli NaCl konsantrasyonlarindaki E. alkaliphilum’un 2 giinliik inkiibasyonu sonunda
spektrofotometrik Ol¢timler yapilarak proteaz aktivitesine ve mikrobiyal gelisimine bakildi.
Bakterinin proteaz aktivitesinin, mikrobiyal gelisim ile paralel oldugu tespit edildi. Sekil 11°de
NaCl konsantrasyonlarinin proteaz iiretimi ve mikrobiyal gelisim {izerine etkisi verilmistir. En
yiiksek enzim tretiminin oldugu NaCl konsantrasyonu 2. giinde %?2 olarak belirlendi. Yiiksek
NaCl konsantrasyonlarinin (4, 6, 8, 10, 12) bakteri gelisimini ve proteaz iiretimini azalttig1

tespit edildi.
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Sekil 11. NaCl konsantrasyonlarmin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iretimi ve gelisimi
tizerine etkisi

Na:COs konsantrasyonunun proteaz iiretimine ve mikrobiyal gelisim iizerine
etkisi

Farkli Na;COs konsantrasyonlarindaki E. alkaliphilum’un 2 giinliik inkiibasyonu
sonunda spektrofotometrik Slglimler yapilarak proteaz aktivitesine ve mikrobiyal gelisimine
bakildi. En yiiksek enzim tiretiminin oldugu Na>COgz konsantrasyonu 1. giinde %2 olarak
belirlendi. Sekil 12°de goriildiigh gibi kontrole gore Na2COs konsantrasyonlarinin (2, 4, 6, 8,

10, 12) mikrobiyal gelisimi ve proteaz aktivitesini dnemli 6l¢iide azalttigi tespit edildi.
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Sekil 12. Na,COs konsantrasyonlarinin E. alkaliphilum VLP1’in proteaz iiretimi ve gelisimi
lizerine etkisi
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Enzim Saflastirma

Sivi proteaz liretim ortaminda gelistirilen E. alkaliphilum VLP1°den proteaz enziminin
saflagtirilmasi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi

gerceklestirildi.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi saflastirma

Saflastirmanin ilk asamasinda E. alkaliphilum proteaz tiretim besiyerinde 2 giin 185 rpm
ve 30 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan kiiltiir 10000 rpm’de 20 dK santrifiij edilerek
bakteri hiicreleri uzaklastirildi. Elde edilen siipernatant %20, %40, %60 ve %80’lik amonyum
stilfat ile muamele edilerek ¢oktiiriildii. Coken proteinlerin ve siipernatantlarin proteaz

aktivitesi 6lgiildii. Proteazin %40’lik amonyum siilfat konsantrasyonunda ¢oktiigii belirlendi.

Iyon degisim kromatografisi ile saflagtirma

Iyon degisim kromatografisi ile saflastirma i¢in HiTrap Q HP anyon degisim kolonu
kullanildi. Kismi olarak saflastirilan proteaz enzimi amonyum siilfat tuzundan ayirmak ve
konsantre etmek amaciyla ultrafiltrasyon tiipii ile santrifiij edildi. Elde edilen konsantre drnek,
HiTrap Q HP anyon degisim kolonuna uygulandi. Kolondan elde edilen fraksiyonlarin proteaz

enzim aktivitelerine bakilarak proteaz aktivitesine sahip olanlar segildi.

Fraksiyonlardaki protein miktarlari Lowry yontemine gore Ek 3’te verilen BSA standart
egrisi kullanilarak hesaplandi (Lowry, 1951). SDS-PAGE elektroforezi gergeklestirilerek
safliklar1 kontrol edildi.

Proteaz enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kromatografisi ile

saflastirma basamaklar1 Tablo 6’da verildi. Proteaz enzimi %6,4 verimle, 45 kat saflastirildu.

Tablo 6. E. alkaliphilum VLP1’den Proteaz Enziminin Saflastirma Basamaklari

Saflagtirma Hacim Protein kons. Toplam Aktivite  Total Spesifik Saflastirma  Saflastirma

Basamag (mL) (mg/mL) protein  (U/mL) aktivite Aktivite verimi (%) katsayisi
(mg) (V)  (U/mg)

Ham ekstrakt 350 5,15 1802,5 134 46900 26 100 1

Amonyum Siilfat 50 8 400 390 19500 48,7 41,6 1,9

Iyon Degisim

. 40 0,065 2,6 76 3040 1169 6,4 45
Kromatografisi

Spesifik Aktivite (U/mg protein): Proteaz aktivitesi (U/mL)/Protein konsantrasyonu (mg/mL)
Verim (%): [Toplam proteaz aktivitesi (U/mL)/Ham enzim toplam aktivitesi (U/mL)]x100
Saflagtirma Derecesi: Spesifik proteaz aktivitesi (U/mg)/Ham ekstrakt spesifik proteaz aktivitesi (U/mg)
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SDS-PAGE analizleri ve proteaz enziminin molekiiler kiitlesinin hesaplanmasi

Proteaz enziminin safligin1 kontrol etmek ve yaklasik molekiil agirligini belirlemek
amactyla, saflastirma basamaklarindan elde edilen 6rneklerin SDS-PAGE analizleri Laemmli
yontemine gore yapildi (Laemmli, 1970). Ayirma jeli i¢in %12,5’1ik yigma jeli i¢in %5°lik
akrilamid jel kullanildu.

Sekil 13’te gosterilen SDS-PAGE analizine gore kiiltiir siipernatantinin protein

profiliyle karsilastirildiginda E. alkaliphilum proteaz enziminin yeterli miktarda saflastirildig

goriilmektedir.

Sekil 13. Orneklerin SDS-PAGE analizi. M: Precision Plus Protein Unstained Standart (250-
10kD); 1) Kiiltiir siipernatanti; 2 ve 4) 40% amonyum siilfat ¢oktiirmesi; 3 ve 5) iyon degisim
kromatografisi

Precision Plus Protein™ Unstained Protein Standard: kullanilarak ¢izilen ve Ekler
kisminda verilen Cizelge Ek 4.3’ten elde edilen denklemde proteaz enziminin nispi gog
mesafesi uygun yere konularak biyiikligliniin logaritmasi elde edildi. Bu degerin

enterpolasyonu proteaz protein bandinin molekiiler agirligin1 69 kDa olarak verdi.

Saflastirilmus Proteaz Enziminin Karakterizasyonu
Proteaz enzim reaksiyonuna ait Km ve Vmax Kinetik sabitlerinin saptanmasi

Saflastirilan proteaz enziminin kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in  %0,05-%2

konsantrasyon araliginda kazein kullanildi. Proteaz enziminin Michaelis-Menten grafigi Sekil
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14’te, Lineweaver Burk grafigi Sekil 15’te verilmistir. Enzimin Kinetik analiz grafiklerine gore

hesaplamalar yapilarak Vmax degeri 2000 U/mL ve K degeri 0,4 mg/mL olarak bulundu.
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Sekil 14. Proteaz enziminin Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 15. Proteaz enziminin Lineweaver Burk grafigi

Enziminin optimum sicakhginin belirlenmesi

y = 480,94In(x) + 1397,6
R*=0,9469

y = 0,0002x + 0,0004
R2=10,9942

2,5 3 3.5

Saflastirilan proteaz enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in 10, 20, 30, 40,

50, 60 ve 70 °C’de enzim aktivitesine bakildi. Sekil 16°da goriildiigi gibi proteaz enziminin

134 U/mL aktivite ile optimal sicakligi 40 °C olarak belirlendi. Enzimin 30, 50 ve 60 °C’de de

yiiksek aktivitelere sahip oldugu gézlemlendi.
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Sekil 16. Sicakligin E. alkaliphilum VLP1 proteaz enzim aktivitesine etkisi
E. alkaliphilum VLP1 proteaz enziminin sicakhik stabilitesinin belirlenmesi

Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in ise enzim érnekleri 20, 30, 40, 50, 60 °C’de; 30,
60, 90 ve 120 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda numunelerin enzim aktiviteleri
olgiilerek kontrol numunesine gore kalan aktiviteleri hesaplandi. Sekil 17°de goriildigii gibi
enzimin aktivitesini en uzun inkiibasyon zamani olan 120 dk sonunda dahi 20 °C’de %94
oraninda, 30 °C’de %82 oraninda, 40 °C’de %65 oraninda, 50 °C’de %45 oraninda ve 60 °C’de
ise %18 oraninda korudugu tespit edildi. Daha kisa inkiibasyon siirelerinin sonunda ise proteaz

enzimi kararliligin1 daha yiiksek oranlarda korumustur.
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Sekil 17. Sicakligin E. alkaliphilum VVLP1 proteaz enzim stabilitesine etkisi
Enzimin Optimum pH’sinin Belirlenmesi

Proteaz enziminin optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in pH 6,0-12,0 degerlerinde enzim
aktiviteleri incelendi. Sekil 18’de proteaz enziminin 134 U/mL aktivite ile optimal pH’sinin 9

oldugu goriilmektedir.

46



’_ngO
élOO
> 80
S 60
< 40
20
0
6 7 8 9 10 11 12

pH
Sekil 18. pH’nin E. alkaliphilum VLP1 proteaz enzim aktivitesine etkisi
Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi

Enzimin pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in, enzim 6rnekleri pH 6-12 araliginda 1 saatlik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda Sekil 19°da goriildiigii gibi enzim aktiviteleri
oOl¢iilerek kontrol numunelerine gore kalan aktiviteler hesaplandi. Enzimin pH 8-11 araliginda
oldukgca stabil kaldig1 ve %80’den fazla stabilitesini korudugu gozlemlenmistir. pH 12’de dahi
enzimin bagil aktivitesinin %70’in {lizerinde oldugu tespit edilmistir. pH 9’da ise oldukga

kararli kaldig1 gortilmektedir.
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Sekil 19. pH’nin E. alkaliphilum VVLP1 proteaz enzim stabilitesine etkisi
Metal iyonlarinin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Metal iyonlarinin proteaz aktivitesi tizerine etkisinin incelenmesi i¢in CaClz, MnCly,
FeCls, ZnSO4, BaClz, CuSOs, AgNO3, CdN204, MgClz, NiClz, ZnSO4, CoClz, HgCl2 ve CuSO4
bilesiklerinin pH 9,0, 50 mM glisin-NaOH tamponu ile 2, 6 ve 10 mM’lik ¢6zeltileri hazirlandi.
Enzim ve bilesik ¢ozeltileri esit hacimlerde (1:1) 25 °C’de, 1 saat inkiibe edildi ve enzim

aktiviteleri 6lgiilerek, kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplandi. Enzimin 1 saatlik
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siire sonunda test edilen metal iyonlarinin enzim aktivitesi lizerine olan etkileri Sekil 20°de
gosterildi. Test edilen metal iyonlari arasindan sadece MnClz’in 5 mM konsantrasyonda enzim
aktivitesini az miktarda artirdig1 gézlemlenmistir. Diger iyonlar varlifinda enzim aktivitesinde
farkli oranlarda azalmalar goriilmistiir. En yiiksek dislis ise 5 mM HgClz varliginda

gbzlemlenmistir.
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Sekil 20. Proteaz enzimi lizerine potansiyel bilesiklerin etkisi
Reaktiflerin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Reaktiflerin proteaz aktivitesi lizerine etkisinin incelenmesi i¢in Tween 20, Tween 80,
Triton X-100, H20., SDS, CTAB, EDTA, PMSF, B-merkaptoetanol, DTT, DEPC ve MgSO4’
in pH 9,0, 50 mM glisin-NaOH tamponu ile 2, 6 ve 10 mM’lik ¢6zeltileri hazirlandi. Enzim ve
¢ozeltiler esit (1:1) oranda 25 °C’de, 1 saat inkiibe edildi ve enzim aktiviteleri dlgiilerek, kontrol
numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplandi. Sekil 21°de proteaz enzimi iizerine cesitli
reaktiflerin etkisi gorlilmektedir. 5 mM’lik konsantrasyonlarda reaktif varlifinda rolatif
aktiviteleri sirasiyla; Tween 20 %2100, Tween 80 %95, Triton X-100 %92, H.02 %100, SDS
%120, CTAB %72, EDTA %38, PMSF %34, B-merkaptoetanol %192, DTT %68 ve DEPC
%69 olarak belirlendi. Enzimin EDTA ve PMSF ile yiiksek oranda inhibe oldugu, CTAB, DTT
ve DEPC varliginda negatif etkilendigi goriilmiistiir. SDS varliginda diisiik oranda ve f-
merkaptoetanol varliginda ilging bir sekilde olduk¢a yiiksek oranda aktivitesinin arttig
gozlemlenmistir. Diger reaktiflerin ise enzim aktivitesini ¢ok fazla etkilemedigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 21. Proteaz enzimi {izerine gesitli reaktiflerin etkisi
Cesitli organik ¢oziiciilerin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Organik ¢oziiciilerin proteaz aktivitesi lizerindeki etkisinin belirlenmesi icin DMSO,
aseton, gliserol, etanol ve izopropanolun pH 9,0, 50 mM glisin-NaOH tamponu ile %15 lik
¢ozeltileri hazirlandi. Enzim ve ¢ozeltiler esit (1:1) oranda 25 °C’de, 1 saat inkiibe edildi ve
enzim aktiviteleri 6l¢iilerek, kontrol numunesine gore bagil aktiviteleri hesaplandi. Sekil 22°de
goriildiigh gibi rolatif aktiviteleri sirastyla; asetonda %75, gliserolde %118, etanolde %83,
DMSO’da %74 ve izopropanolde %67 olarak belirlendi. Test edilen ¢oziiciiler arasindan sadece

gliserolde %18’1ik bir artig gozlemlenmistir.
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Sekil 22. Proteaz enzimi iizerine organik ¢oziiciilerin etkisi
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Ticari deterjanlarin proteaz enzimi iizerine etkisinin belirlenmesi

Ticari deterjanlarin proteaz enzimi iizerine etkisini belirlenmek i¢cin 50 mM, pH 9,0
glisin-NaOH tamponu igerisine %1 oraninda el yikama deterjani, sivi bulagik deterjani ve sivi
camagir deterjani ¢ozeltileri hazirlandi. Enzim ve ¢ozeltilerin esit (1:1) oranda standart proteaz
aktivite tayinleri gerceklestirildi. Sekil 23’te goriildiigii gibi en yiliksek aktivite ¢amagir
deterjan1 varliginda 148,72 U/mL olarak belirlendi.

Camasir Bulastk  El yitkama  Kontrol
deterjan1  deterjan1  deterjam

Deterjanlar (%0,5)
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Sekil 23. Proteaz enzimi iizerine ¢esitli deterjanlarin etkisi
Ticari deterjanlari proteaz enzim stabilitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Deterjanlarin proteaz kararliligi lizerindeki etkilerini incelemek i¢in 50 mM, pH 9,0
glisin-NaOH tamponu igerisine %1 oraninda el yitkama deterjani, sivi bulasik deterjani ve sivi
camasir deterjani ¢ozeltileri hazirlandi. Enzim ve ¢ozeltiler esit (1:1) oranda 25 °C'de 1 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra enzim aktiviteleri standart aktivite analizi ile dlgiildii. Bagil
aktiviteler, deterjanlar olmadan ayni kosullar altinda 6n inkiibasyona tabi tutulmus kontrol
enzim soliisyonu ile karsilastirilarak hesaplandi. Rolatif aktiviteleri Sekil 24’te goriildiigl gibi
sirastyla; ¢amasir deterjaninda %116, bulasik deterjaninda %80 ve sivi el sabununda %49

olarak belirlendi.
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Sekil 24. Cesitli deterjanlarin proteaz enzim stabilitesi iizerine etkisi

Enzimin Biyoteknolojik Uygulamalar:
Proteaz enziminin deterjan etkisinin arastirllmasi

Tablo 4’e gore farkli kompozisyonlarda yikama soliisyonlar1 hazirlanmis ve kan lekeli
pamuklu kumas pargalar1 30 °C ve 180 rpm’de 30 dk bu soliisyonlarda inkiibe edilerek
proteazin kan lekelerini giderme oOzelligi degerlendirilmistir. Sekil 25te goriildiigii gibi

enziminin kan lekesi ¢ikarma performansina sahip oldugu anlagilmistir.

| |

Kontrol

5. 6. 7. 8.

Sekil 25. E. alkaliphilum VLP1’in farkli yikama soliisyonlarinda kan lekesini ¢ikarma
performansi (1. Tampon ve distile su 2. Tampon ve enzim 3. Siv1 el sabunu ve distile su 4. S1v1
el sabunu, tampon ve enzim, 5. Bulagik deterjan1 ve distile su 6.Bulagik deterjani, tampon ve
enzim 7. Camasir deterjani ve distile su 8. Camasir deterjani, tampon ve enzim)
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Proteaz enziminin tavuk tiiyii parcalama potansiyelinin arastirilmasi

E. alkaliphilum VLP1’in gelistirildigi TTM’da tily pargalanma oranlari, agirlik kaybi
yontemi kullanilarak degerlendirildi. Tiyler bakteriler tarafindan bozunduktan sonra,
fermantasyon s1visi, Whatman No. 1 filtre kagidindan siiziilerek tiiy kalintis1 iki kez damitilmig
su ile iyice yikandi, 60 °C'de kurutuldu ve ardindan agirlik kaybini hesaplamak i¢in tartild.
Tavuk tiiylerinin E. alkaliphilum tarafindan pargalanmis oldugu Sekil 26’da inkiibasyon 6ncesi
(A) ve inkiibasyon sonrasi (B) fotografi c¢ekilen erlenler kiyaslandigi zaman agikca
goriilmektedir. Inkiibasyon sonrasi tavuk tiiyleri mikroskop altinda incelendiginde Sekil 27°de
goriildigii tizere E. alkaliphilum VLP1’in, kontrolde (A) bulunan tiiy ekseninden (saft) dallanan
ince tiiylerin nerdeyse tamamini hidrolize ettigi gériilmiistiir. ilk kuru tily agirligma gore agirhik

kayb1 %78 olarak hesaplanmustir.

Sekil 26. E. alkaliphilum VLP1’in TTM’de tavuk tiiyii parcalama potansiyeli. A: inkiibasyon
oncesi, B: inkiibasyon sonrasi1 (1. Bazal Medium, 2. Bazal Medium + E. alkaliphilum VLP1, 3.
Bazal Medium + Tavuk tiiyii, 4. Bazal Medium + Tavuk Tiyii + E. alkaliphilum VLP1)
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Sekil 27. E. alkaliphilum VLP1 tarafindan par¢alanmus tavuk tiiyliniin mikroskop altindaki
goriintiisii (A: Kontrol tavuk tiiyii B: Inkiibasyon sonrasi par¢alanmus tiiyii)
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TARTISMA VE SONUCLAR

Proteazlar endiistriyel enzimler arasinda ilk sirada gelmektedir ve gidadan tarima,
sagliktan kozmetige, tekstilden deterjan sektoriine kadar cok farkli alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Chanalia et al., 2011; Mishra et al., 2017; Contesini et al., 2018; Barzkar,
2020). Yiiksek pH degerlerinde aktivite gostermeleri, endiistriyel ve biyoteknolojik sektorlerde
genis bir uygulama yelpazesine sahip olmalar1 ve ekonomik degerlerinden dolay1
arastirmacilarin ilgisini ¢eken alkali proteazlarin kaynagi olarak yeni mikrobiyal suslarin
kesfedilmesi oldukca onemlidir. Ayrica, giin gegtikge artan endiistriyel proteaz talebini
kargilamak ve diisilk maliyetle yliksek verimde proteaz {iretimi saglamak amaciyla en yiiksek

proteolitik aktiviteye sahip treticiler tercih edilmektedir.

Bu ¢alismada alkali mikroorganizmalar i¢in ¢ok degerli bir kaynak olan Van Gélii’nden
proteaz {iretebilen uygun bir bakteri izolatinin bulunmasi hedeflendi. Ilk olarak Van Gélii niin
alkali kosullarinda yasayabilen 55 tane bakteri saflastirildi, proteaz aktiviteleri SMA
besiyerinde gelisimleri sirasinda kolonilerin ¢evresinde olusturduklar1 seffaf zonlarin
biiyiikliigiine gore degerlendirildi. Aralarindan en genis proteolitik zon olusturan 9 bakteri
secilerek hem klasik bakteri tanilama yontemleriyle hem de 16s rRNA sekans analizi ile

molekiiler tanilamalar1 gergeklestirildi.

Calismamizda da yiiksek proteolitik aktiviteye sahip izolatlarin gogunlugunun Bacillus
cinsine ait B. zhangzhouensis VLP2, B. zhangzhouensis VLP4, B. pumilus VLP6, B.
australimaris VLP8, B. zhangzhouensis VLP9 ve B. thuringiensis VLP15 tiirleri oldugu
belirlendi. Alkalin proteaz iireticileri arasinda Bacillus sp. tiirlerinin basta geldigi, en ¢ok
arastirtlan ve kullanilan proteaz iireticilerinin bu cinse ait oldugu bilinmektedir (Shrinivas and
Naik, 2011; Rodrigues et al., 2013; Rekik, 2019; Tekin, 2020). Calismada Bacillus tiirleri
disinda yiiksek aktiviteye sahip tiirler arasinda P. chengduensis VLP13 ve C. amylolyticum
VLP17 suslart da bulunmustur. Ancak, kantitatif proteaz aktivite tayinlerine gore 103 U/mL
aktivite ile E. alkaliphilum VLP1’in tim izolatlardan daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
goriildiigiinden ¢alismaya turuncu renkli ve yuvarlak koloniye sahip, hareketli, basil ve Gram-

pozitif olan E. alkaliphilum VLP1 izolatiyla devam edilmistir.

Exiguobacteria temsilcileri, yiiksek ve diisiik sicakliklara, atmosferik basinglara, civa
ve arsenik gibi agir metallerin varligina uyum saglamak i¢in yeterli metabolik esneklige sahiptir
(Vishnivetskaya et al., 2009; Karami et al., 2011; Belfiore et al., 2013). Dolayisiyla,
Exiguobacteria cinsi ekstrem kabul edilen habitatlardan izole edilmis ¢esitli tiirlere sahiptir.

Uttarkand Himalayalari’ndan izole edilen soguga toleransh E. acetylicum 1P (MTCC 8707)
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(Selvakumar et al., 2010), yine Sibirya permafrost ortamindan izole edilen E. sibiricum
(Rodrigues et al.,, 2006), Gronland’da derin buzul buz cekirdeginden izole edilen E.
aurantiacum (Miteva et al., 2004) bu cinsin temsilcileri arasindadir. Bu cinse ait tiirlerin alkali
kosullarda da yasama esnekligine sahip olduklari bilinmektedir. Ekstrem kabul edilen
habitatlarda yasayabilen ve umut verici bir cinse ait olan E. alkaliphilum biyoteknolojik
potansiyeli yeterince ¢alisilmamis bir tiirdiir. E. alkaliphilum’un genis sicaklik araliginda
gelisebildigi, ham petrol ve hidrokarbonlar1 par¢alama yeteneginde oldugu bildirilmistir
(Delegan et al., 2021).

E. alkaliphilum VLP1 ile proteaz iiretimi i¢in optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla
inkiibasyon siiresi, inkiibasyon sicakligi, baslangic pH’s1, farkli azot kaynaklari, farkli karbon
kaynaklari ve tuz konsantrasyonlari belirlenmistir. E. alkaliphilum VLP1” in gelisimini 2 giinde
tamamladig1 tespit edildiginden ¢alismalarda inkiibasyon siiresi olarak 2 giin baz alinmistir.
Optimum enzim Uretiminin 1 veya 2 giin gibi kisa siirelerde gergeklesmesi biyoteknolojik

uygulanabilirlik agisindan avantaj saglamaktadir (Ahmetoglu et al., 2015).

Izolatin optimum proteaz iiretim sicakligi 30 °C olarak bulunmus, 40 °C’de de gelisimi
ve enzim lretimi biiylik oranda devam etmistir. Proteaz liretimi i¢in optimum baslangi¢c pH’s1
9,0 olarak tespit edilmistir. Alkalifilik ortamlarda pH 10, 11 ve hatta 12’de dahi oldukga iyi
gelisim gostererek proteaz iiretmeye devam etmesi ve kararliligini da yiiksek oranda korumasi,

pH’s1 9 iizerinde olan Van Go6lii’'nden izole edildigi i¢in beklenen bir durumdu.

E. alkaliphilum VLP1’de karbon kaynag1 olarak en yiiksek proteaz tiretimi (141 U/mL)
laktoz varliginda elde edilirken; azot kaynagi olarak maya oziitii (151 U/mL) varliginda
gozlemlenmistir. E. profundum BK-P23 susu ile gergeklestirilen proteaz iiretim ortaminin
istatiksel optimizasyon ¢alismasi sirasinda benzer karbon kaynaklar1 denenmis ve bu calismada
da en yiiksek proteaz aktivitesi laktoz ile elde edilmistir. Benzer olarak E. profundum ile %1
laktoz varliginda en yiiksek proteaz aktivitesi gozlemlendigi bildirilmistir (Anbu et al., 2013).
Farkl1 optimizasyon ¢alismalarina bakildigi zaman B. cereus SIU1 susunun optimum sicakligi
45 °C, baslangi¢ pH’s1 9, en 1yi karbon kaynagi glukoz, en 1yi azot kaynagi maya 0ziitii (Sing
et al., 2011); B. licheniformis KBDL4 susunun optimum sicakligi 37 °C, baslangi¢c pH’s1 10
olarak belirlenirken en iyi karbon kaynagi kazein, en iyi azot kaynagi maya o6ziitii (Pathak and
Deshmukh, 2012); Bacillus sp. SMIA-2 susunun optimum sicakligi 50 °C, baslangi¢c pH’s1 8,5
olarak belirlenirken en iyi karbon kaynagi nisasta, en iyi azot kaynagi peynir alt1 suyu protein
(Rodrigues et al., 2013) ve Virgibacillus sp. EMBI13 susunun optimum sicakligi 30 °C,
baslangi¢c pH’s1 8 olarak belirlenirken en iyi karbon kaynagi mannitol, en iyi azot kaynagi

pepton olarak bulunmustur (Sinha and Khare, 2012).
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E. alkaliphilum VLP1’in en yiiksek enzim iiretiminin oldugu, NaCl (105 U/mL) ve
Na;COs (40 U/mL) konsantrasyonu %2 olarak belirlendi. Daha yiiksek tuz
konsantrasyonlarinin (%4, %6, %8, %10 ve %12) bakteri gelisimini ve proteaz {iretimini
oldukca azalttig1 tespit edildi. Calismada arastirdigimiz tuz konsantrasyonlari, Van Goli’niin
tuz konsantrasyonlarinin oldukga {izerinde oldugu i¢in bakteri gelisiminin ve proteaz liretiminin

azalmasindaki sebep olarak diistiniildii.

Yiiksek saflik gerektiren farmasotik ve tibbi uygulamalarda kullanilan proteazlarin
aksine, deterjan uyumlu proteazlarin mutlaka saf formda olmasi gerekmez; genellikle ham veya
kismen saflastirilmis enzimler kullanilir. Bu, deterjanla uyumlu proteazlarin kullanimini uygun
maliyetli hale getirir ¢iinkii enzimin saflastirilmasi zahmetli, zaman alict ve ¢ok pahalidir
(Choudhary, 2012). Ancak, enzimlerin biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda
kullanilabilirliklerini aragtirmak ic¢in biyokimyasal, kinetik ve stabilite gibi 6zelliklerinin
bilinmesi gerekmektedir. Dolayisiyla uygulama alanlarinda saf halde kullanilmasalar da
siklikla saflagtirilmis enzim ile karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmektedir. E.
alkaliphilum VLP1 susu sivi proteaz iiretim ortaminda 2 giin inkiibe edildikten sonra kiiltiir
stvist 10000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatantlar saflastirma isleminde kullanilmistir.
Saflagtirma igin ilk olarak amonyum siilfat ¢6ktiirmesi yapilmis ve proteaz enziminin %40°lik
amonyum siilfat konsantrasyonunda ¢oktiigii belirlenmistir. Saflastirmanin diger adiminda
HiTrap Q HP kolonu kullanilarak iyon degisim kromotografi gergeklestirilmis ve saflagtirma

islemi tamamlanmustir.

Kolondan elde edilen fraksiyonlardan proteaz aktivitesi goriilenler toplanip, protein
miktarlar1 Ol¢iilmiis ve SDS-PAGE analizleri yapilmistir. Bdylece 45 kat saflastirma
gerceklestirilerek 1169 U/mg protein spesifik aktiviteye sahip saf proteaz elde edilmistir. SDS-
PAGE ile proteaz enziminin molekiiler agirligi 69 kDa olarak bulunmustur. E. indicum TBG-
PICH-001 proteaz enzimi ile gergeklestirilen bir calismada enzimin molekiiler agirlig1 60 kDa
olarak bildirilmistir (Kumar et al., 2018). Siklikla proteazlarin molekiiler agirliklar: 15-45 kDa
arasinda bir degere sahiptir (Rao et al., 1998). Fakat Bacillus tiirleri ile yapilan bazi ¢alismalar
incelendiginde bu degerlerin iistiinde ve altinda molekiiler kiitleye sahip proteaz enzimleri de
gdérmek miimkiindiir. Ornegin Kato et al. (1992) yaptig1 calismada B. subtilis’in iirettigi proteaz
enziminin molekiiler kiitlesini 90 kDa olarak bulurken, Rai ve Mukherjee (2010) B. subtilis
DM-04’iin firettigi proteaz enziminin molekiiler kiitlesini 16,9 kDa olarak bulmustur.

Gortildiigii lizere proteaz enziminin molekiiler kiitlesi suslara gore oldukca degiskendir.

Enzim karakterizasyonu i¢in oncelikle optimum pH ve sicaklik belirlenmistir. Enzimin

optimum aktivite gosterdigi pH 9,0 ve sicaklik 40 °C olarak saptanmustir. E. alkaliphilum tiiriine
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oldukga yakin oldugu bilinen E. aurantiacum ZBB13 proteaz enziminin optimum pH’s1 10 ve
optimum sicaklig1 60 °C oldugu rapor edilmistir (Zabin et al., 2021). Baska bir yakin tiir olan
E. indicum TBG-PICH-001 i¢in ise optimum pH 10 olarak bildirilirken enzim aktivitesi i¢in
optimum sicakligin 35 °C oldugu bildirilmistir (Kumar et al., 2018). Literatiire bakildiginda
proteaz enzimlerinin farkli optimum pH ve sicakliklara sahip olabilecegi goriilmektedir. Demir
(2020) Bacillus sp. EBTA6 susundan elde ettigi proteazin optimum sicakligini 50 °C, Coban
(2020) Microbacterium izolatindan elde ettigi proteazin optimum pH’sin1 8, Joshi and

Satyanarayana (2013) ise B. lehensis proteazinin optimum pH’sin1 12,8 olarak bildirmislerdir.

Enzimin sicaklik stabilitesine bakildiginda, 120 dk sonunda 20 °C’de %94, 30 °C’de
%82, 40 °C’de %65 ve 50 °C’de %45 oraninda aktivitesini koruyabildigi gozlenirken 60°C’de
aktivitesinin yalnizca %18’ini koruyabildigi tespit edilmistir. Sicaklik yiikseldik¢e enzimin
stabilitesinde azalma goriilmiistiir. Deterjanla uyumlu proteazlarin ¢ogu, 20 ile 90°C arasindaki
genis bir sicaklik araliginda aktif ve kararlidir. Bu sayede sicak, normal ve soguk yikama
kosullarinda kullamilabilirler. Inat¢1 ve 6zellikle yaglh lekelerle kirlenmis pamuklu kumaslarda
yiikksek sicaklik tercih edilirken, ipek vb. hassas kumaglarda 30-40 °C’de gerceklestirilen
yikamalar tercih edilir. Ozellikle sentetik liflerin kalitesinin korunmasi igin diisiik sicaklikta
yikanmasi gerekir (Nielsen et al., 1998). Diisiik sicaklikta ytkama ayn1 zamanda enerji tasarrufu

saglayarak diinya ¢apindaki enerji krizini azaltir (Gurkok, 2019).

Enzimin pH stabilitesine bakildiginda ise aktivitesini pH 6’da %57, pH 7°de %66, pH
8’de %80, pH 9°de %100, pH 10’da %90, pH 11°de %81 ve pH 12°de %72 oraninda korudugu
goriilmiistiir. Proteazlarin deterjan formiilasyonlarinda kullanilmas i¢in genis bir pH araliginda
onemli diizeyde proteolitik aktiviteye sahip olmasi gereklidir (Adinarayana et al., 2003).
Genellikle, deterjan endiistrisinde kullanilan bakteriyel kaynakli proteazlar optimum olarak 9-
11 pH araliginda aktivite gosterirler (Gupta et al., 2002). Bu baglamda, E. alkaliphilum proteaz
enzimi de pH 9-12 araliginda kararliligin1 yiiksek oranda koruyarak deterjanlarin yapisina

katilabilme potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Saflastirilan proteaz enziminin kinetik sabitleri olan Vmax degeri 2,000 U/mL ve Kn
degeri 0,4 mg/mL olarak bulunmustur. Ky degerinin diisiikk olmasi enzimin kazeine karsi
afinitesinin yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica Vmax/Km degerinin yiiksekligi de enzimin
subtrati pargalamak icin gii¢lii bir katalitik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Tekin,
2020). Bu durum E. alkaliphilum VLP1’in proteaz enziminin substrati olan kazeine karsi
yiiksek afiniteye sahip oldugunu ve substratin1 parcalamak i¢in de giiglii katalitik aktiviteye

sahip oldugunu gostermistir.
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Calismada farkli metal iyonlar1 (1, 3 ve 5 mM), reaktif (1, 3 ve 5 mM) ve organik
¢oziiciilerin (%7,5) enzim aktivitesi lizerine etkisi arastirildi. E. alkaliphilum VLP1 susundan
iiretilen proteazin aktivitesi Mn?* (%108) iyonu etkisiyle artarken, Hg?* (%54), Zn** (%60),
Ba®* (%62), Ag* (%64), Mg?* (%67), Cd**(%70) ve Ni** (%72 ) iyonlan etkisiyle azalmistir.
Diger iyonlarm (Fe**, Co?*, Ca?*, Cu®") enzimin aktivitesi iizerine biiyiik bir etkisi olmadig
belirlenmistir. Metal iyonlarinin gereksinimi bir mikrobiyal proteazdan digerine degistiginden,
deterjan uyumlu proteazlarin katyonlar varligindaki durumunu karsilastirmak ¢ok zordur.
Ornegin, Sellami ve arkadaslar1 (2008), calismalarinda B. Licheniformis RP1’in deterjan
uyumlu enziminin sicaklik stabilitesinde, ortama 2 mM Ca?" eklenmesiyle 60 °C’de 1 saat
icinde orijinal aktivitesinin %45°ten %85’e dogru bir artig oldugunu gostermislerdir. Saracoglu
ve arkadaslar1 (2013), Bacillus sp. PX6 susunun giiclii aktivatoriinii Fe?*, giiclii inhibitorlerini
Mg?*, Ba?*, Ca’*ve Mn?' olarak tespit ederken, Adinarayana ve arkadaslar1 (2003)
calismalarinda B. subtilis PE-11 susunun aktivatoriinii Ca?*, Mg?*, Mn?*, etkisi olmayan
katyonlarmi ise Zn?*, Cu?*, Hg?", Co?", Na*, Cd** ve AIPP" olarak tespit etmislerdir. E.
aurantiacum ZBB13 proteaziyla yapilan bir ¢calismada 2 ve S mM konsantrasyonlarda Mg*? ve
Hg*™ iyonlarmin enzim iizerine etkileri arastinlmistir. Calismada Mg*®nin 2 mM
konsantrasyonda enzim aktivitesi {izerinde higbir etki gostermedigi, 5 mM konsantrasyonda

*2>nin 2 mM konsantrasyonda énemli bir etkiye sahip

aktivitede hafif bir artis gosterdigi, Hg
olmadigi, ancak 5 mM konsantrasyonda inhibitor bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Zabin
etal., 2021). E. alkaliphilum VLP1’de ise Mg*?’de ¢ok daha hafif olmak iizere her iki iyon da

enzim aktivitesinde azalmaya neden olmugtur.

E. alkaliphilum VLP1’in proteaz enzimi {izerine etkisini incelemek igin kullanilan
reaktiflerden enzim aktivitesini azaltanlar CTAB %72, DEPC %69, DTT %68, EDTA %38 ve
PMSF %34 olarak belirlenirken aktiviteyi artiranlar SDS %120 ve -merkaptoetanol %192
olarak saptanmistir. Tween 20, Tween 80, Triton X-100 ve H2O2’nin ise enzim aktivitesi
tizerinde 6nemli bir etkisi goriilmemistir. Nadeem ve arkadaslar1 (2013), B. licheniformis UV-
9’dan irettikleri proteazin Tween-20, Tween- 45, Tween-65 ve Triton X-45 gibi yiizey aktif
maddelere kars1 stabilite gosterdigini tespit etmisler. Malathu ve arkadaslari (2008)
calismalarinda Microbacterium luteolum proteaz enziminin gii¢lii inhibitoriinii PMSF, diger
inhibitorlerini EDTA, TPCK, TLCK olarak belirlerken, Saracoglu ve arkadaslar1 (2013)
Bacillus sp. PX61 proteaz enziminin gii¢lii inhibitoriinii: PMSF; inhibitorlerini: iire, EDTA,
aktivatoriinii ise f-merkaptoetanol olarak belirlemistir. Deterjan uyumlu proteazlarin bazilart
SDS tarafindan aktive edilir. Deterjan uyumlu proteazin SDS tarafindan uyarilmasi, deterjan

bileseni olarak uygunlugunu gosterir (Niyonzima et al., 2014). Calismamizin sonuglarina gore,
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E. alkaliphilum VLP1’in proteaz enzimi PMSF ile inhibisyonundan dolay1 serin proteazlara,

EDTA ile inhibisyonundan dolay1 metalloproteazlara benzerlik gostermektedir.

E. alkaliphilum VLPI1’in proteaz enzimi iizerine etkisini incelemek i¢in kullanilan
organik ¢oziiciilerden gliseroliin (%118) enzim aktivitesini yiikselttigi, etanol (%83), aseton
(%75), DMSO (%74) ve izopropanoliin (%67) aktiviteyi azalttigi1 belirlenmistir. Birgok bakteri
tiirtiniin hiicre dis1 enzim tiretiminde organik ¢oziiciilerden etkilendigi bildirilmistir (Kumar et
al., 2014). B. sphaericus DS11, optimize edilmis gliserol konsantrasyonlarinin varliginda
yiiksek proteaz aktivitesi gostermistir (Liu et al., 2010). Lakshmi ve arkadaslarinin (2018) B.
cereus S8 ile yaptig1 calismada DMSO ilavesiyle proteaz aktivitesi artarken izopropanol,

metanol ve etanol ile enzim aktivitesinde azalma gozlenmistir.

E. alkaliphilum VLPI’in alkali proteaz enziminin karakterize edilen tiim bu
ozelliklerinden yola ¢ikilarak proteazlarin en 6nemli biyoteknolojik uygulama alanlarindan biri
olan deterjan sektoriinde kullanilabilirligi ve leke c¢ikarma potansiyeli arastirildi. Suya ve
topraga karisarak eko-sistemlere zarar veren, hassas ciltlerde tahrise neden olan, siirfaktan,
fosfat, klor ve ¢amasir suyu gibi pek ¢ok sentetik kimyasal igeren deterjanlarin kullanimini
azaltmak amaciyla ¢evre dostu temizleyicilerin gelistirilmesi son yillarda olduk¢a Onem
kazanmigtir. Bilingli tiiketicilerin talepleriyle sekillenen deterjan sektdriiniin son yillardaki
aragtirma gelistirme faaliyetlerinde siklikla deterjan formiilasyonlarina hidrolitik enzimler, en
basta da proteazlar katilmaya baslamis ve ¢evre dostu deterjanlar gelistirilmistir (Zhang et al.,
2021). Yenilenebilir kaynaklardan iiretilebilmeleri, toksik olmamalar1 ve biyobozunur
olmalariyla enzimler siirdiiriilebilirlige katkida bulunmaktadir. Deterjan yapilarina enzimlerin
katilmasiyla daha az miktarda deterjan, dolayisiyla daha az sentetik kimyasal madde

kullanilarak istenen temizlige, cevreye daha az zarar vererek ulasilabilmektedir (Gurkok, 2019).

E. alkaliphilum VLP1’in proteazinin leke ¢ikarma potansiyelini arastirmak amaciyla ilk
olarak ticari camasir, bulasik ve el yikama deterjanlar1 varliginda aktivitesi ve kararliligi
incelenmigstir. Deterjanlarin proteaz enzim aktivitesi lizerine etkisi incelendiginde, ¢camasir
deterjan1 varliginda proteaz aktivitesinin arttigr (148,72 U/mL) tespit edilmistir. Proteaz
enziminin deterjanlarin varligindaki kararlilig1 incelendiginde; bagil aktivitesi camasir deterjant
varliginda %116, bulagik deterjan1 varliginda %80 ve siv1 el sabunu varliginda %49 olarak

belirlenmistir.

E. alkaliphilum VLP1 susunun proteaz enziminin kan lekesini uzaklastirma
performasini incelemek igin cesitli yikama testleri yapilmistir. Tampon + distile su ile siv1 el
sabunu + distile su yikama soliisyonlariin kan lekesini ¢ikarmada tek baglarina yetersiz oldugu

goriilmistiir. Tampon+ enzim, siv1 el sabunu + tampon + enzim, bulasik deterjan1 + tampon +
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enzim ve c¢amasir deterjan1 + distile sudan olusan yikama soliisyonlarinin kan lekesini
cikarmada etkisinin oldugu goriilmiis fakat lekeyi tamamen yok etme performansina sahip
olmadigi anlagilmigtir. Camasir deterjani, tampon ve enzimden olusan yikama soliisyonunda
ise kan lekesinin tamamen uzaklastirildigi goriilmiistiir. Yikama soliisyonlarina proteaz
enziminin eklenmesi leke c¢ikarmayi belirgin sekilde kolaylagtirdigi ve enzimin c¢amasir
deterjani ile kullanilmasinin leke ¢ikarmada daha etkili oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, E.
alkaliphilum VLP1 proteaz enzimi, proteinli lekelerin uzaklastirilmasini kolaylastirmada
deterjanlara katki maddesi olarak kullanim i¢in potansiyel bir aday olarak diistiniilebilir. Jellouli
ve arkadaslarinin (2011) gerceklestirdigi ¢alismada, kan lekesini uzaklastirmak amaciyla B.
licheniformis MP1 serin proteazinin yikama performans: degerlendirilmistir. Enzim ve su
iceren yikama kompozisyonu kan lekelerini bariz sekilde azaltirken, deterjanin da yikama
kompozisyonuna ilavesiyle kan lekelerinin pamuk kumaslardan tamamen uzaklastirildigi
gbzlenmistir. Calismamizin sonuglar1 da Jellouli ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile benzerlik

gostermektedir.

Calismamizda son olarak E. alkaliphilum VLP1 nin tavuk tiiyli pargalama potansiyeli
arastirilmistir. Herhangi bir karbon ya da azot kaynagi eklenmeyen TTM igerisinde inkiibe
edilen E. alkaliphilum, besin kaynagi olarak tavuk tiiyii yapisinda bulunan proteinleri
kullanmak tizere salgiladig1 proteaz enzimiyle tavuk tiiylerinin parcalanmasini saglamistir.
Parcalanmis tiiyler mikroskop altinda incelendigi zaman E. alkaliphilum VLP1’in tiy
ekseninden (saft) dallanan ince tiiyleri tamamen hidrolize ettigi goriilmiistiir. Ik kuru tily
agirhigima gore agirhik kaybi %78 olarak hesaplanmistir. Oliveira ve arkadaslari (2016)
yaptiklart bir ¢alismada Bacillus sp. CL33A' nin tiiyleri par¢alama potansiyelini aragtirmis ve
7 giinliik inkiibasyon sonunda ilk kuru tiiye gore agirlik kaybini %75 olarak belirlemislerdir.
Son ve arkadaglar1 (2008) benzer bir sekilde B. pumilus F3-4' iin 7 glinliik inkiibasyon sonunda
tilylerin %75'ini parcalayabildigini tespit etmislerdir. Datroit ve arkadaslar1 (2009) yapmis
olduklar1 ¢alisma neticesinde Bacillus sp. P45’ in 3 giinliik inkiibasyon sonunda ilk kuru tiiye
gore agirlik kaybin1 %90 olarak belirlemislerdir. B. polymyxa B20 ve B. cereus B5esz suslari
ile yapilan bir ¢caligmada ise tavuk tiiyiiniin 10 giinliik inkiibasyonu sonunda sirasiyla %56,5 ve
%72,1 oraninda pargalandigini tespit etmislerdir (Laba and Rodziewicz, 2010). Gortldigi

lizere tiiyleri pargalama potansiyeli suslara gore oldukca degiskendir.

Ucuz hammaddelerin veya daha da avantajli olan atik maddelerin iiriin eldesinde
kullanim1 ve c¢evre kirliliginin azaltilmasina katki, siirdiiriilebilirlik ve biyoteknolojik
calismalar agidan oldukga 6nem teskil etmektedir. Yenilenebilir enerji kaynaklar olarak atik

biyokiitlelerinin kullanilmasi endiistriyel uygulamalar acisindan da ilgi ¢cekmektedir. Bu tez
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calismasinda hem kanatli hayvancilik atiklarindan olan tavuk tiiylerinin neden oldugu ¢evre
kirliligini azaltmak hem de yiiksek protein igeriklerinden dolay1 tavuk tiiylerinin enzim gibi
katma degeri yiiksek cesitli iiretim islemlerinde ucuz hammadde olarak kullanilmasiyla

ekonomiye geri kazandirilmasinda proteolitik mikroorganizmalarin kullanilabilecegi gosterildi.
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Sonuclar

1.

©

Van Goli'nden proteolitik aktiviteye sahip 9 tane bakterinin izolasyonu,
saflagtirilmasi, klasik ve molekiiler yontemlerle tanilamasi gerceklestirildi.
Izolatlarn E. alkaliphilum VLP1, B. zhangzhouensis VLP2, B. zhangzhouensis
VLP4, B. pumilus VLP6, B. australimaris VLP8, B. zhangzhouensis VLP9, P.
chengduensis VLP13, B. thuringiensis VLP15 ve C. amylolyticum VLP17 olarak
tanilandu.

En yiiksek proteolitik aktiviteye sahip olan E. alkaliphilum VLP1 bakterisinin
proteaz enziminin optimum iiretim kosullari; 2 giinliik inkiibasyon siiresinde 30 °C,
pH 9, %0,5 laktoz ve %1 maya 6ziitii eklendiginde gergeklestigi tespit edildi.

E. alkaliphilum VVLP1 proteaz enziminin saflastirilmasi amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromatografisi yontemleriyle gergeklestirildi. Enzim
45 kat, %6,4 verimle ve 1169 U/mg protein spesifik aktivite ile saflastirildi.

E. alkaliphilum VLP1 proteaz enziminin molekiiler agirliginin 69 kDa, Kn Ve Vmax
degerlerinin ise sirastyla 0,4 mM ve 2000 U/mg oldugu tespit edildi.

Enzim aktivitesi i¢in optimum sicaklik 40 °C ve optimum pH 9 olarak bulundu.
Cesitli metal iyonlari, reaktif ve ¢oziiciilerin varliginda E. alkaliphilum VLP1 proteaz
enziminin kararl oldugu gortldi.

Ticari deterjanlar varliginda E. alkaliphilum VLP1 proteaz enziminin kararli oldugu
gbzlendi.

E. alkaliphilum VLP1 proteaz enziminin pamuklu kumaslardan kan lekelerini
¢ikarmada etkili oldugu goriildii.

. E. alkaliphilum VLP1’in tavuk tiiylerini par¢alamada etkili oldugu goriildii.
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