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OZET
Doktora Tezi

YENI IZOLAT Bacillus subtilis E6-5 SUSUNDAN PROTEAZ: URETIM
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU, KISMI SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU VE DERI ENDUSTRISINDEKI POTANSIYEL
UYGULAMALARI

Behice ZEREN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Damsman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu ¢alismada, Bacillus subtilis E6-5 susu proteaz kaynagi olarak kullanilmis ve farkli
besi yerlerinde proteaz iiretim kapasitesi acisindan test edilmistir. Proteaz iiretimi igin
ortamin optimizasyonu besinsel ve fiziksel kosullar degistirilerek elde edilmistir.
Maksimum proteaz iiretimi, besi yeri bilesiminde, siikroz (karbon kaynagi), tripton (azot
kaynag1) BaClz + CaCl, (metal iyonlari) kullanilarak elde edilmistir. Maksimum proteaz
tiretimi i¢in optimal fiziksel parametreler 35°C, pH 8.0, 150 rpm ¢alkalanma hizi, %4
inokiilasyon miktari, 72 saat inokiilasyon yasi olarak belirlenmistir. Optimal besinsel ve
fiziksel parametreler kombine edilerek elde edilen yeni modifiye ortamda proteaz
tretiminde 5 kat bir artis saglanmistir. Saflagtirilmis proteazin optimal sicaklik ve pH
degeri sirasiyla 60°C ve 7.0 olarak belirlenmistir. Termostabilite ¢alismalari, enzimin
termostabil oldugunu gostermistir. Saflastirilmis enzim Ca?" K2* ve Mn?* varhginda
aktiftir. Enzim bir metalloproteinazdir. Enzimin Vmax Ve Km kinetik degerleri sirasiyla
3333 U/mL ve 1 mM olarak saptanmistir. Molekiiler agirligi yaklasik 51.5 kDa olarak
belirlenmistir. Enzimin -20°C'de 45 giine kadar stabilitesini korundugu belirlenmistir.
Deriden kil gidermede enzimatik islem kimyasal islemden daha efektif bulunmustur.
Histolojik analizler, proteazin derilerin kalitesini arttirdigini gostermistir. Bacillus
subtilis E6-5 susu proteazi, deri endiistrisinde kullanim potansiyeline sahip olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, proteaz, optimizasyon, saflastirma, karakterizasyon, deri,
kil giderme

2020, x + 157 sayfa.



ABSTRACT
PhD Thesis

PROTEASE FROM NEW ISOLATE Bacillus subtilis E6-5 STRAIN:
OPTIMIZATION OF PRODUCTION CONDITIONS, PARTIAL PURIFICATION,
CHARACTERIZATION, POTENTIAL APPLICATIONS IN LEATHER INDUSTRY

Behice ZEREN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, Bacillus subtilis E6-5 strain was used as a protease source and tested for
protease production capacity in different media. Optimization of the medium for protease
production was obtained by modifying nutritional and physical conditions. Maximum
protease production has achieved using sucrose (carbon source), tryptone (nitrogen
source) and BaCl, + CaCl, (metal ions) in medium composition. The optimal physical
parameters for maximum protease production were determined as 35°C, pH 8.0, 150 rpm
agitation rate, 4% inoculum size, 72 hours inoculum age. In the new modified medium
obtained by combining optimal nutritional and physical parameters, a 5-fold increase in
protease production was achieved. The optimal temperature and pH of the purified
protease were determined as 60°C and 7.0, respectively. Thermostability studies have
shown that the enzyme is thermostable. The purified enzyme was active in the presence
of Ca?" K" and Mn?*. The enzyme was a metalloprotease. Vmax and Km Kinetic values of
the enzyme were determined as 3333 U/mL and 1 mM, respectively. The molecular
weight was determined about 51.5 kDa. The activity of the enzyme was found to be stable
up to 45 days at -20°C. The enzymatic treatment was found to be more effective than the
chemical treatment for hair removal from the skin. Histological analyses revealed that the
protease has enhanced the quality of skins. The protease of Bacillus subtilis E6-5 strain
may have the potential to be used in the leather industry.

Key Words: Bacillus, protease, optimization, purification, characterization, skin,
dehairing

2020, x + 157 pages.
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalardaki ¢ogu fizyolojik faaliyetin yiiriitiilmesinde, dolayisiyla
hayatin devamliliginin saglanmasi i¢in gergeklesen biyokimyasal reaksiyonlarin
neredeyse tamaminda gorev yapan, dogal olarak canlilar tarafindan sentezlenen,
genellikle protein yapisinda olan 6zgiil biyolojik katalizorlerdir. Antik c¢aglarda ne
oldugunu ve nasil ¢alistig1 bilinmeden asirlar boyunca sarap, sirke, bira, peynir, ekmek
gibi yiyecek ve igeceklerin yapiminda kullanilmig olan enzimatik reaksiyonlar, bu a¢idan
diistintildiiglinde farkinda olunmadan gerceklestirilen ilk biyoteknolojik uygulamalardir.
Antik ¢aglardan giiniimiize uzanan enzim teknolojisindeki hizli gelismeler ile birlikte
enzimler c¢esitli amaclarla kullanilmak {izere giindelik ve ekonomik hayata girmistir.
Ekonomik olarak iretilebilmeleri, biyolojik olarak bozunabilir olmalari, spesifik
olmalari, istenmeyen yan iriin olusturmamalari, konvensiyonel ydntemlerle
karsilastirildiginda daha az atik olusturmalari, ¢alisan ve gevre sagligi agisindan tehlikesiz
olmalari, reaksiyon ortamindan kolaylikla geri kazanilmalar1 gibi bir¢ok avantaja sahip
olan kompleks yapili bu organik makromolekiiller bir¢cok endiistriyel alanda yavas yavas

inorganik katalizorlerin yerini almaktadir (Choi ve ark. 2015, Seager ve ark. 2018).

Enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafindan da tiretilmesine ragmen, kontrollii kosullarda
kisa siirede elde edilmesinden dolay1 mikroorganizmalar enzim iiretiminde asil kaynagi
olusturmaktadir. Endiistriyel amaghi kullanilan enzimlerin  yaklagik  %96’s1
mikroorganizmalardan tretilmektedir. Bunlarin yaklasik %601 filament6z fungilerden,
%?24°1i bakterilerden, %6’s1 hayvanlardan, %4’li mayalardan ve %2’si Streptomyces’den
elde edilmektedir (Lowe 2001).

Giliniimiizde enzimler deri, tekstil, yem, gida, icecek, deterjan, ilag, atik giderimi,
biyoyakit ve kagit endiistrisinde kullanilmaktadir (Van Beilen ve Li 2002). Ayrica kisisel
bakim, kozmetik, kuru temizleme, enantiyoselektif sentez, filmlerden glimiisiin geri
kazanimi, sanat eseri restorasyonu ve biyoaktif peptid, antialerjik {liriin, yapay tatlandirici

tiretimi gibi spesifik alanlarda da kullanimlar1 yaygin hale gelmistir (Anonim 2020a).

Enzimlerin kullanim alanlar arttik¢a pazar1 da genislemektedir. Kiiresel enzim pazarinin
2007 yilindan bu yana her y1l %7.6’1ik bir oranla biiytidiigli belirlenmistir. 2018 yilinda
pazarin yillik degerinin 7.1 milyar ABD dolar1 oldugu ve bu degerin yillik 5.5’lik biiytime
hiz1 ile 2026 yilinda 11.03 milyar ABD dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir. Enzimler



farkli organizmadan elde edilebilmekte fakat kiiresel enzim pazarinda en biiyiikk pay
sahibi mikrobiyal kaynakli enzimlerdir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin 2018 yilinda
kiiresel enzim pazarinin yaklasik olarak %37°lik kismini elinde tuttugu ve bu oranin
%5.8’1ik biiylime orani ile 2026 yilinda %38’e ulasacagi tahmin edilmektedir (Anonim
2019a).

Diinya genelinde proteazlar yaklasik %60 pazar pay1 ile pazardaki en ¢ok satan enzimdir
ve bunu karbohidrazlar (amilazlar, glukanazlar, seliilazlar), fitazlar ve lipazlar takip
etmektedir (Kumar ve ark. 2014). Hidrolazlarin endiistriyel enzim pazarinin {igte
ikisinden fazlasini (yaklasik olarak %75-80) elinde tuttugu buna ek olarak hidrolazlarin
arasinda ise endiistriyel acidan en fazla ragbet goren grup ise proteazlardir (Anonim
2018). Proteazlarin yillik %6.4’liik biiylime hiz1 ile 2022 yilinda degerinin 3.29 milyar
ABD dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir (Anonim 2019a).

Proteazlar, proteinlerdeki peptid baglarimin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir,
biyoteknoloji ve endiistrinin bir¢cok sektdriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida
endistrisinde kurabiyelerin lezzet ve renginin gelistirilmesinde, unlu mamullerin
tiretiminde unun iglenerek hamur dokusunun iyilestirilmesinde, peynir tiretiminde lezzet
ve aromanin gelistirilmesinde, etlerin yumusatilmasinda, bazi antialerjik {riinlerin
tiretiminde kullanilmaktadir (Singh ve ark. 2016). Deri endiistrisinde kil giderimi, sama
ve 1slatma gibi asamalarda kullanilmaktadir Hayvan yemlerinde sindirilebilirliginin
arttirilmasinda, temizleme ajam1 olarak camasir ve bulasik deterjanlarinin
formiilasyonlarinda kullanilmaktadirlar. Deterjanlara ek olarak gida (et ve siit)
endiistrisinde kullanilan malzemelerin, ameliyatlarda kullanilan cerrahi aletlerin ve
kontakt lens gibi baz1 spesifik materyallerin temizlenmesinde kullanilmaktadirlar. Buna
ek olarak rontgen ve fotograf filmlerinden giimiisii ¢ikarmakta ve en fazla da deri

endiistrisinde kullanilmaktadirlar (Joo ve Chang 2006, Jellouli ve ark. 2011).

Deri endiistrisi, deri kullanilarak ayakkabi, canta, giysi gibi birgok iirlinlin iiretiminin
gerceklestirildigi ¢ok eski bir imalat sektoriidiir. Bilinen en kirletici sektorlerden biri olan
dericilikte, toksik ve tehlikeli kimyasallari igeren bol miktarda kati ve siv1 atik olusumuna
yol agmaktadir; deri endiistrisinden kaynaklanan bu atiklar ise canlilar ve ¢evre lizerinde
zararl etkilere yol agmaktadir. Bu atiklara 6rnek olarak tabaklama isleminde kullanilan

arsenik ve krom gibi agir metallerin yan sira kloriir, stilfat, hidrokarbon, amin, aldehit



iceren bilesikler verilebilir (Sivaram ve Barik 2019). Geleneksel (konvansiyonel)
yontem olarak da adlandirilan ve yiiksek oranda kire¢ ve siilfiirlii bilesikler kullanilarak
yapilan kil giderimi islemi, deri tiretimi kaynakli kirliliginin ortalama olarak % 80-90'ina
sebep oldugu i¢in {iretimin en kirletici asamasi olarak kabul edilmekte ve c¢evre, aritim
tesisi ve kanalizasyon sistemine verdigi zararlarin yaninda deri sektoriinde ¢alisanlarinda
kanser gibi hastaliklara hatta 6limlere bile sebebiyet vermektedir (Balasubramanian ve
Pugalenthi 2000). Giiniimiizde diinya ¢apinda yaklasik olarak 9 000 tabakhanede deri
tiretimini yapildig1 tahmin edilmektedir (Anonim 2019b). Ortalama atik su desarj1 giinde
yaklasik 15 milyon tondur. Yillik yaklasik olarak 1,8 milyar m? islenmis haldeki deri
piyasaya siiriilmekte ve bu igslem sonunda 2,4 milyon ton ¢amurlagmis atik ve 250 milyon
ton s1v1 atik olustugu tahmin edilmektedir (Chowdhury ve ark. 2013). Tiim bu olumsuz
etkilerden dolayi, deri islenmesi kirmizi kategoridedir (Fathima ve ark. 2012). Son
yillarda deri endiistrisinde 1slatma, kil giderimi, sama ve yag giderimi gibi islemlerde
biyoteknolojinin kullanimi artmustir. Ozellikle kil gidermede kimyasal islemler yerine
enzimatik iglemler alternatif olarak kabul edilmistir. Boylece, proteolitik enzimler
sayesinde siilfiirli kimyasallar kaynakli ¢evresel kirlilik ve yarattigi toksik etkinin
azaltilabilirligi saglanmistir (Padmapriya ve ark. 2012). Bu sayede kilin iyi kalitede geri
kazanimi1 (Hidrolize kil giibre, ilag, kozmetik iiriin, aminoasit, hayvan yem ve mama
iiretiminde kullanilmaktadir), ¢alisanlar ve ¢evre agisindan temiz bir atmosfer yaratilmasi
miimkiin olmaktadir (Arunachalam ve Saritha 2009). Proteazlar, deri endiistrisinde
1slatma, kil giderimi ve samada kullanilmaktadir. Bakteriyel proteazlar, derinin kollajen
olmayan yapilarinin se¢imli hidrolizinde, globulinler ve albuminler gibi fibril yapida
olmayan proteinlerin uzaklastirilmasinda, deriden killarin ayrilmasinda ve derinin

yumusatilmasinda kullanilmaktadir (Anwar ve Saleemuddin 1998).

Enzim teknolojisindeki hizli gelismeler ile birlikte, deri endiistrisinde mikrobiyal
proteazlara olan talebi de arttirmistir. Uriine artan talep dogrultusunda sanayide maliyet
diistirmek ve reaksiyon verimliligini arttirmak gibi unsurlar 6ne ¢ikmaktadir. Bu sebeple
sanayide kullanilabilecek yeni biyokatalizorlerin kesfi ve bu unsurlarla miicadelede
aslinda kilit tas1 gérevi gormektedir. Yeni biyokatalizorlerin kesfi ile verimlilikte artma;
maliyet, zaman, tiiketilen enerji miktari, kullanilan kimyasal madde miktar1 ve iiretilen
atik miktari, bertarafi yapilmasi gereken atik miktar1 gibi unsurlarda ise azalma

hedeflenmektedir (Castilla ve ark. 2018).



Mikrobiyal yolla enzim firetiminin ilk asamasi uygun mikroorganizmanin se¢imidir.
Bircok mikroorganizma proteaz {iretebilmektedir. Fakat sadece yeterli miktarda
ekstraseliiler proteaz iiretebilen mikroorganizmalarin endiistriyel agidan 6nemi vardir.
Endiistride kullanilmakta olan mikrobiyal proteazlarin en 6nemli kaynaklari maya, kiif ve
bakterilerdir. Bakteriler igerisinde ise Bacillus cinsi proteaz iiretiminde en fazla kullanilan
mikroorganizmadir (Si ve ark. 2018). Bunun nedeni, ¢ok c¢esitli ortamlardan
izolasyonlarinin nispeten kolay olmasi, hem kompleks hem de sentetik besi yerinde
gelisebilmeleri, bol miktarda ekstraselliiler proteaz iiretebilmeleri ve direngli sporlara
sahip olmalaridir (Mabrouk ve ark. 1999). Diger yandan, organizmanin enzim iiretimi,
besi yeri bilesenleri ve kiiltiirel kosullardan fazlaca etkilenmektedir. Dolayisiyla bu
parametrelerin optimizasyonu enzim iiretimi agisindan ¢ok onemlidir (Das ve Prasad
2010, Vanitha ve ark. 2014).

Bu tez projesinin amaci, dogal kaynaklarimiz olan toprak drneklerinden daha 6nceden
izole edilmis ve tiir diizeyinde adlandirilmis olan yeni izolat Bacillus subtilis E6-5
susundan proteaz enziminin iiretim kosullarinin optimizasyonu, enzimin saflastirilarak
karakterize edilmesi ve farkli hayvan derilerinde kil giderme potansiyelinin

arastirilmasidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Enzimlerin Tarihcesi

Evrenin olusumunun 20 milyar yil, ilk yasam formunun olusumunun 4,2 milyar yil
oldugu goz oniine alindiginda organik evrim hizinin inorganik evrim hizina gére ¢ok hizl
oldugu goriilebilmektedir. Bu durum biyokimyasal reaksiyonlarin hizinin artmasi ile
dolayistyla enzimlerin varligi ile iligkilendirilmektedir (Arya ve ark. 2018). Eski
medeniyetler, ne oldugunu bilmeden binlerce yil boyunca enzimleri kullanmistir. Asirlar
boyunca sarap, sirke, bira, peynir, ekmek gibi yiyecek ve igeceklerin yapiminda
kullanilmis olan enzimatik reaksiyonlar, aslinda farkinda olunmadan gerceklestirilen ilk
biyoteknolojik uygulamalardir. Uziim fermentasyonu ve bira iiretimi gida
biyoteknolojisinin ilk &rnekleridir. M.O. 4000-2000 yillarinda yasadiklar diisiiniilen ve
bilinen en eski uygarlik olan Siimerlerin bira iiretip, i¢tigi bilinmektedir. Aslinda bu

islemlerin M.O. 6000 &ncesinde basladig: diisiiniilmektedir (Tavano ve ark. 2018).

Enzimlerin ticari olarak kullaniminda bilinen en eski kaynak ise i¢eriginde bira ve sarap
yapimi gibi uygulamalarin da yer aldig1 M.O. 1760 yilinda eski Babil déneminde yazilmig
olan Hammurabi kanunlaridir. Ayrica Roma, Yunanistan, Misir, Cin ve Hindistan’da
yasamis cesitli uygarliklarin donemlerinde yazilmis bazi metinlerde de enzimatik
uygulamalara yer verilmistir. Bu metinlerde 6zellikle sirke tiretimi ile ilgili bir¢ok bilgi
bulunmaktadir. Bunun nedeni sirkenin hem yiyecek hem de tibbi amaclar i¢in
kullanilmasidir. Siite gore daha uzun siire depolanabilen peynir de siitlin proteaz enzimi
etkisi ile kesilmesi ile olusmaktadir. Antik ¢aglarda bunun i¢in incir agaci lateksinden
elde edilen fisin denilen 6ziit ve buzagi midesi (geng gevis getiren hayvanin sirdeninin i¢
mukozasindan) elde edilen rennin kullanilmistir. M.O. 700-800 civarinda yazilan
Homeros'un Troya Savasi'm anlattif1 {lyada destaninda, siite fisin eklendiginde, siitiin

hizla koagiile olduguna yer verilmistir (Buxbaum 2007).

Payen ve Persoz (1833), alkollii maltin nisastay1 sekere doniistiirebildigini bildirmistir.
Yunancada "ayirmak" anlamina gelen ve malt kabugunun soyulmasina verilen isim olan
diyastaz’dan esinlenerek, enzimle alakali yayimlanan ilk bilimsel bildirideki bu faktore
diyastaz (diastase) denilmistir. Theodor Schwann (1836), mide Ozsuyunun, test
tiiptindeyken bile yiyecekleri parcalayabildigini kesfetmis ve pepsin adini verdigi bu

maddeyi hayvandan izole etmistir (Florkin 1957). Berzelius (1836), kataliz kavraminin



farkina varmis; katalize ornek olarak mayanin sekerleri fermente etmesini gdstermistir.
1850’lerde Louis Pasteur, mayayla sekerin alkole fermantasyonunun "ferment" olarak
adlandirdig1 maddeler tarafindan katalizlendigini ve bu ferment denilen maddelerin her
zaman maya hiicreleri ile iligkili oldugunu iddia etmistir (Pouyan 2014). O dénemde
maya hiicresinden fermentler izole edilemediginden fermantasyonda canli hiicrelerin
bulunmasinin sart oldugu diistiniilmiistiir (Windelspecht 2003). Wilhelm Friedrich Kiihne
(1877), fermentleri ifade etmek i¢in yunanca "maya icinde" (en=in=iginde;
zyme=yeast=maya) anlamina gelen "enzim" kelimesini ilk kez kullanmistir. Eduard
Buchner (1897), mayay1 6giiterek maya 0ziitli hazirlamis, daha sonra maya 6ziitiinii filtre
ederek hiicre igermeyen bir ¢ozelti elde etmistir. Muhafaza etmek i¢in ¢ozeltiye seker
(koruyucu olarak) eklemis, sonrasinda sekerin fermantasyona ugradigini farketmis ve
fermantasyon ic¢in canli hiicrelere degil, baz1 kiiclik varliklara ihtiya¢ oldugunu
kesfetmistir. Emile Duclaux (1898), biyokatalizorler igin -az (-ase) ekinin kullanilmasini
onermistir (Arya ve ark. 2018). Endiistriyel 6l¢ekte tiretilen ilk enzim, "taka-diastase”
denilen amilazdir. Aspergillus oryzae kaynakli olan, nisasta sindirimini saglayan bu
enzim, sindirim bozukluklarinda kullanilmak {izere patentlenmistir. Bu patent,

mikrobiyal enzim i¢in alinmis ilk patenttir (Takamine 1894).

2.2. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlari 1limli sicaklik, basing ve pH kosullarinda 103-10%
kat hizl1 gerceklestirebilen, dogal olarak canlilar tarafindan sentezlenen, protein yapisinda
ya da bir kism1 protein olan spesifik biyokatalizorlerdir (Giraldo ve ark. 2006). Basit
enzimler sadece proteinden olusurken, bilesik enzimler bu protein yapiya ek olarak
protein yapida olmayan organik veya inorganik molekiillerden olugmaktadir. Holoenzim
olarak da bilinen bilesik enzimlerin proteinden olusan kismina apoprotein (apoenzim);
aktivitesi i¢in gerekli inorganik veya organik molekiillere ise kofaktor denilmektedir.
Organik kofaktorler, koenzim olarak da adlandirilmaktadir. Apoenzime siki sekilde
baglanmis koenzimlere prostetik grup, gevsek sekilde baglanmis koenzimlere kosubstrat
denilmektedir. Enzimler genellikle substratina gore ¢ok biiyiiktiir, fakat enzimin yaklasik
3-4 aminoasit kalintis1 yani ¢ok kiiglik bir bolgesi kataliz ile iliskilidir. Aktif merkez

denilen bu bolge oluk ya da yarik seklindedir. Enzimin primer yapisinda aminoasitler



katlanma, biikiilme ve kirilmalar sonucu bir araya gelerek aktif merkezi olusturmaktadir.
Aktif merkezde en fazla serin, sistein, histidin, lizin, tirozin, aspartat, glutamat
bulunmaktadir. Aktif merkez, baglanma bolgesi (enzimin substrata baglandigi bolge) ve
katalitik aktivite bolgesi (substratin doniisiime ugratildigi bolge) denilen iki bolgeden
olusmaktadir. Enzimde substrat spesifikligi baglanma bdlgesi; reaksiyon spesifikligi
katalitik aktivite bolgesi kaynaklidir. Baglanmada hidrofobik etkilesimler, hidrojen
baglari, iyonik kuvvetler, gecici kovalent baglar etkilidir (Seager ve ark. 2018).
Enzimler, sadece hiicre i¢inde sentezlenebilmektedir. Hiicre igerisindeki kimyasal
siireglere metabolizma denildiginden, katalitik faaliyetlerini sadece hiicre igerisinde
gerceklestiren enzimlere metabolik enzimler (intraselliiler enzimler, endoenzimler)
denilmektedir. Ekstraselliiler enzimler (ekzoenzimler) ise sentezlendikten sonra hiicreden

ayrilarak fonksiyonlarina hiicre disinda devam etmektedir (Contesini ve ark. 2018).

Enzimler reaksiyon ve substrat spesifikligine sahip olmalariyla kimyasal katalizorlerden
ayrilmaktadir. Reaksiyon ozgiilliigli, enzimin bir substratin doniisiimiinii spesifik bir
reaksiyon yolagina gore katalizlemesidir. Substrat 6zgiilligii ise, enzimin yapilar1 benzer
substratlardan yalnizca birinin doniisiimii katalizlemesidir. Kisacas1 kimyasal katalizorler
farkli reaksiyonlari, enzimler ise spesifik reaksiyonlar1 katalizlemektedir. Enzimler,
inorganik katalizorlere gore avantajli molekiillerdir. Ciinkii tretimleri tehlikesiz ve
ekonomik, kullanimlar1 giivenli, reaksiyon ortamindan geri kazanimlar kolay, tekrarli
olarak kullanilabilen, biyolojik olarak bozunabilen, yan iirliin olusturmayan, az atik

olusturan organik molekiillerdir (Bashir ve ark. 2018).

Enzimlere benzer sekilde spesifik kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilen dolayisiyla
enzim olarak isimlendirilen baska molekiiller de bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak
ribozim, DNA enzim, sentetik enzim, nanoenzim ve psddoenzim verilebilir. Ribozimler,
belirli kimyasal reaksiyonlar1 kataliz yetenegine sahip RNA molekiilleridir. Katalitik
aktiviteye sahip DNA molekiillerine ise DNA enzim (DNAzymes) denilmektedir
(Santoro ve Joyce 1997). Laboratuvarlarda iiretilen enzimlere kimyasal enzim
(chemzymes) veya sentetik enzim (synzymes) denilmektedir (Merrifield 1964).
Nanoboyutlara sahip ve spesifik reaksiyonlar katalizleyebilen partikiillere ise nanoenzim
denilmektedir (Amin ve ark. 2011). Psddoenzimler (pseudoenzymes), katalitik aktivite
icin gerekli aminoasitlerden yoksun oldugu icin katalitik aktivitesi olmayan, ancak temel

sinyal yolaklarinda rol oynadiklari i¢in 6nemli olan molekiillerdir (Murphy ve ark. 2017).



2.3. Enzimlerin Siniflandirilmasi ve isimlendirilmesi

1956 yilinda Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB, giiniimiizdeki ismi IUBMB)
Uluslararasi Enzim Komisyonu’nu kurmustur. Uluslararasi Enzim Komisyonu, 1961
yilinda yayimladiklar1 ilk raporunda smniflandirma ve isimlendirmenin birlikte ele
alinmasi gerektigini vurgulamis ve 3 temel prensip belirlemistir. Birinci prensip, enzim
isimlerinin sonuna —az eki almasi ve her ismin tek bir katalitik varlik i¢in kullanilmasi
gerektigidir. Birden fazla enzim iceren sistemlerde "sistemi" kelimesinin kullanilmasi ve
bunlarin isimlendirilmesinde ilk reaksiyon adimmin esas alinmasidir. Ikinci prensip,
enzimin spesifik 6zelliklerinden katalizlendigi reaksiyonun, enzimlerin siniflandirilmasi
ve adlandirilmasinda kullanimmin makul oldugudur. Ucgiincii prensip, enzimlerin
katalizledikleri reaksiyon tipi ve substratinin enzimin isimlendirilmesi, siniflandirmasi ve
kod numarasmin belirlenmesinde temel olusturdugudur (Anonim 2020b). Enzimler,
geleneksel ve sistematik olmak tizere 2 sekilde isimlendirilebilmektedir. Geleneksel
(6nerilen) isim, bazen proteaz gibi substrat ve —az ekinin birlesiminden olusan bazen de
pepsin, tripsin gibi substratina gondermede yapmayan isimlerdir. Sistematik isim ise

substrat, katalizlenen reaksiyon tipi ve —az ekinin birlesiminden olusmaktadir.

Uluslararast Enzim Komisyonu, ilk raporunda enzimlerin siniflandirilmasinda
kullanilacak olan kod numaralarinin atanmasi ic¢in bir sistem gelistirmistir. Bu kod
numaralart EC (Enzyme Commission) ile baslayarak nokta ile ayrilmis olan 4 sayidan
olusmaktadir. ilk say1, enzimin sinifini; ikinci say1, altsinifi; iiglincii sayi, alt-altsmifi;
dordiincii say1 ise enzimin alt-altsinifindaki seri numarasini ifade etmektedir. Enzim

adlandirilmasinda spesifikligi saglayan say1, seri numarasidir.

1961 yilindan 2018 yilina kadar enzimler 6 sinif ayrilmis, fakat 2018 yilinda sinif sayisi
7’ye yiikseltilmistir. Bunlar:

EC 1. Oksiderediiktazlar: Rediiksiyon (indirgenme) ve oksidasyon (ylikseltgenme)

kisacasi redoks reaksiyonlarimin katalizini ger¢eklestirmektedirler.

EC 2. Transferazlar: Bir bilesikten digerine metil, agil, glikozil, amino, fosfat gibi

fonksiyonel gruplarin transferinin katalizini gerceklestirmektedirler.

EC 3. Hidrolazlar: Bu enzimler C-C, C-N, C-S, C-O gibi kimyasal baglarin

koparilmasinin katalizini saglamaktadirlar. Reaksiyon sirasinda su kullanilmaktadir.



EC 4. Liyazlar (Sentazlar): Bu enzimler non-hidrolitik bir yolla C-C, C-N, C-S, C-O
gibi kimyasal baglarin yikilmasi sonrasinda bagin yerine ¢ift bag ve halka olusumu veya

cift baglara cesitli gruplarin eklenmesi gibi reaksiyonlar1 katalizlemektedirler.

EC 5. izomerazlar: Bu enzimler bir molekiiliin i¢indeki geometrik veya yapisal

degisikliklerin katalizini ger¢eklestirmektedir.

EC 6. Ligazlar (Sentetazlar): ATP gibi bir trifosfattaki fosfat baginin hidrolizinden
sagladigi enerjiyle iki molekiiliin birlesme reaksiyonunu katalizlemektedir. iki molekiiliin

birlesmesi i¢in yeni C-C, C-N, C-S, C-O baglarinin olusumunu katalizlemektedir.

EC 7. Translokazlar: Bu enzimler iyon ve molekiillerin membranlar arasindaki
hareketini saglamaktadir. Asil islevleri olan iyon ve molekiillerin hareketini sagladiklar
reaksiyon sirasinda ATP hidrolizini gerceklestirmektedir. Bu sebeple ATPaz (EC 3.6.3)
alt-altsinifinda yer almis olan bu enzimlerin 2018 yilindan itibaren "EC 7. Translokazlar"

olarak yeni bir sinifin altinda toplanmas1 gerektigine karar verilmistir (Tipton 2018).

2.4. Proteazlarin Tarihgesi

Proteinlerin enzimatik olarak hidrolizinin katalizlendigi reaksiyonlardan antik ¢aglardan
beri faydalanilmistir. Ornegin, M.O. 700-800 civarinda yazilan Homeros'un Ilyada
destaninda, siite fisin eklendiginde, siitiin hizla koagiile olarak peynir olustugundan
bahsedilmektedir (Buxbaum 2007). 1700’lerde etlerin tenderizasyonu ve peynir
yapiminda gen¢ buzagilarin sirdenlerinin, derilerin tabaklanmasinda ise fegeslerin
kullanildig1 bilinmektedir. 1783 yilinda Lazzaro Spallanzani, mide sivisinin protein
pargalama 6zelliginde oldugunu saptamistir (Kousoulis ve ark. 2012). Theodor Schwann
(1836), mide 6zsuyunun, test tiipiinlin i¢indeyken bile yiyecekleri parcalayabildigini
kesfetmis ve pepsin adin1 verdigi bu maddeyi hayvandan izole etmistir (Miller ve ark.
2002). Proteazlar ile ilgili ilk makale Phoebus Aaron Levene (1905) tarafindan
yazilmigtir. Midenin aspartik proteazi pepsin, pankreatik serin proteazlar tripsin ve
kimotripsin, 1930 yilinda kristalize edilmistir (Northrop 1930, Northrop ve Kunitz 1931).
Papaya meyvesinden izole edilen sistein proteaz papain de 1800'lerde kesfedilmis,
1954°te saflastirilmistir (Kimmel ve Smith 1954). Termolizin, kristalize edilen ve yapisi

¢oziilmiis 1lk metalloendoproteinazdir (Matthews ve ark. 1972).



2.5. Proteazlarin Genel Ozellikleri

Proteazlar (proteolitik enzimler, peptidazlar, proteinazlar) protein molekiillerindeki
peptid (amit) baglarinin hidrolizini katalizleyen enzim altsinifidir (Motyan ve ark. 2013).
Proteinlerdeki peptid baglarin1 hidroliz ederek, proteinleri parcalayan enzimlerin
adlandirilmasinda uzun yillar sadece proteaz terimi kullanilmistir. Sonralar1 proteazlarin
iki tiirinin oldugunu fark edilmistir. Buna gore bazi proteazlar, sadece bozulmamis
proteinlerin  hidrolizini; baz1 proteazlar ise kiiclik peptidlerin  hidrolizini
gerceklestirmektedir. Spesifik olarak saglam proteinlerin hidrolizini gerceklestiren
proteazlar i¢in "proteinaz" terimi kullanilmaya baslanmistir. Giiniimiizde proteazlar, etki
ettikleri peptid baginin yerine gére endopeptidaz (proteinaz) ve ekzopeptidaz olmak iizere
2 grupta incelenmektedir. Endopeptidazlar, protein molekiilii i¢indeki peptid baglarini
parcalayabilen proteazlardir. Endopeptidazlara ornek olarak pepsin, rennin, elastaz,
tripsin ve kimotripsin verilebilmektedir. Ekzopeptidazlar ise proteinlerin terminal
bolgesinden tek bir aminoasit kopararak etkilerini gdsteren proteazlardir.
Ekzopeptidazlara ornek olarak karboksipeptidaz ve aminopeptidaz verilebilmektedir.
Endopeptidazlarin  kataliz reaksiyonu sonucunda peptid zincirleri olusurken;
ekzopeptidazlarin reaksiyonu sonucunda tek bir aminoasit ve peptid zinciri meydana
gelmektedir. Kisacas1 ekzopeptidazlar sadece serbest karboksil veya amino ug iceren
proteinlerin hidrolizini gerceklestirebilirken, endopeptidazlarda boyle bir smirlama
yoktur (Bergmann ve Ross 1936, Barrett ve McDonald 1986). Endiistriyel agidan en fazla
endopeptidazlar tercih edilmektedir. Buna ek olarak katepsin gibi bazi enzimler hem
endopeptidaz hem de ekzopeptidaz aktivitesi gostermektedir (McKay ve ark. 1983).

Bunlar ayr1 grup olarak ele alinmak yerine endopeptidazlar i¢ine dahil edilmektedir.

Proteazlar, inhibitor varligindaki inhibisyon profillerine gore siniflandirilabilmektedir.
Spesifik olarak EDTA’nin metalloproteazlari, DIFP ve PMSF’nin serin proteazlari,
iyodoasetatin sistein proteazlari, pepstatin A’nin ise aspartik proteazlari inhibe ettigi
bilinmektedir (Zambare ve ark. 2011). Bir metal selatorii olan EDTA, metal iyonlari ile
altiya kadar bag yapabildigi i¢in ortamdaki metal iyonlarina 6zellikle de iki degerlikli
katyonlara baglanmaktadir. EDTA, enzimin aktif merkezindeki metalleri selatlayarak;
enzimin belirli bir aminoasit kalintisinin spesifik olarak bagladigi metalleri selatlayarak;
enzimin kofaktorii olarak ortamda bulunan metalleri selatlayarak etkisini

gosterebilmektedir. EDTA, metalloenzimlerin aktif merkezindeki metal iyonlarim
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selatladiginda enzim inhibe olmaktadir. Cilinkii enzimin aktif merkezinde bulunan metal
iyonlari, enzim stabilitesi ve yapisal biitiinliigli agisindan ¢ok O6nemlidir. EDTA'nin
inhibitor etkisinin az olmasi, enzimin kofaktor olarak metal iyonlarina ¢ok az gereksinimi
oldugunun gostergesidir. Bu sebeple EDTA’nin enzim aktivitesi iizerindeki zayif
etkisinin olmasi, enzimin aktivitesinin kofaktorlerden (genellikle iki degerlikli kayton)
bagimsiz oldugunu ve enzimin metalloproteaz olmadigini diisindiirmektedir (Singh ve
ark. 2016). EDTA, tarafindan etkinligini inhibe oldugu halde, metal iyonlar1 tarafindan
uyarilan ve etkinligi artan proteazlarin metalloproteaz oldugu diisiintilmektedir (Rehman
ve ark. 2017). Serin proteazlarin aktif bolgesindeki serin kalintisint PMSF ve DIFP gibi
ajanlar geri doniigsiiz olarak agilleyerek bloke etmekte bu durum enzimin inaktivasyonu

ile sonuclanmaktadir (Beg ve Gupta 2003).

Fe?*, Hg?*, Cr?* metal iyonlar1; izopropanol, metanol, DMSO, DTT, 2-B-mercaptoetanol
¢oziiciileri; SDS, Tween 20, Tween 80, Triton X-100 deterjanlar1 genellikle proteazlari
inhibe etmekte fakat spesifik olarak inhibe ettikleri bir aile bulunmamaktadir (Briki ve
ark. 2016). Ditiotreitol (DTT), disiilfit baglarin1 indirgeyerek, bu kovalent baglarin
kopmasina neden olmaktadir, bu sebeple genel bir proteaz inhibitoriidiir. Giiglii sekilde
anyonik olan SDS ve iyonik olmayan Tween 80 ve Triton X-100 gibi deterjanlar proteaz
aktivitesini genellikle diisirmektedir (Annamalai ve ark. 2014). 2-B-merkaptoetanol
bazen disiilfit baglarina atak yaparak, proteinlerin tersinmez inhibisyonuna sebep olmakta
bazen de enzimin ylizeyindeki aminoasitlerdeki hidrojen baglarinin sayisini1 degistirerek,
katalitik aktivite ve stabiliteyi diistirmektedir. 2-B-merkaptoetanol ve SDS etkisiyle
proteinin yapisal olarak yeniden organizasyonunun gerceklesebilecegi de belirlenmistir.
Ornegin, 2-B-merkaptoetanol’iin, sistein proteazlarin stabilizasyonunda gorev aldigs;
bunu proteindeki siilfidril gruplarin1 oksidasyondan koruyarak gergeklestirdigi
belirlenmistir (Uddin ve ark. 2014). SDS’in proteaz aktivitesini arttirdigi; bunun SDS ile
baz1 elektrostatik etkilesimlerle proteazin yeniden modellenerek daha stabil ve kararl

konformasyona kavusmastyla gerceklestigi diisiiniilmektedir (Rehman ve ark. 2017).

Genellikle s-blok metalleri (Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Ba?*, Li®"), yiiksek sicakliklarda
enzimin tersiyer yapisint korumasma yardimci olmakta yani enzimi termal
denatiirasyondan korumaktadir. Bu metaller enzimlere genellikle tersinir sekilde iyonik
olarak baglanmaktadir. Ca?* iyonu protein ici etkilesimleri kuvvetlendiremekte;

proteindeki belirli bolgelere baglanarak otoliz ve sicaklikla etkisiyle meydana gelebilecek
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tersiyer yapidaki acilmalar1 engellemekte; bazen de katalitik reaksiyonlarda yer
almaktadir. Kisacas1 Ca?* iyonu proteazin aktivitesini ve termal stabilitesini
arttirmaktadir (Annamalai ve ark. 2014). Mg?* iyonu da proteazlar stabilize etmekte ve
aktivitesini arttirmaktadir. Ciinkii Mg?* katyonu, ¢ozeltideki ¢oziilmiis oksijeni azaltarak,
tiyol gruplarini oksidasyona kars: korumaktadir. Baz1 calismalar Ca®* katyonunda ayni
mekanizmay: kullandig1 ifade etmektedir (Silva ve ark. 2018). Na* ve Mg?* iyonlari,
enzimin aktif merkezdeki iki bitisik aminoasit arasinda tuz kopriisii gorevi gorerek

enzimin tersiyer yapisinin stabilizasyonunu saglamaktadir (Ahmetoglu ve ark. 2015).

Gecis metalleri genellikle proteazlarin aktivitesini azaltmakta veya inhibe etmektedir.
Ciinkii d-blok (gecis) metalleri (Mn?*, Fe?*, Co?", Ni?*, Cr®*, Cu?*, Zn?*, Hg?") kararli
kompleksler vermek iizere tercihen kovalent baglarla enzime tersinmez sekilde
baglanmaktadir (Shah ve ark. 2010). Ornegin, Hg?" iyonu, enzimdeki karboksilik gruplar
ve triptofan kalintilarina baglanarak enzimi inhibe etmektedir (Sinha ve Khare 2013).
Bazi arastirmacilar ise bazi d blok metallerinin spesifik olarak bazi enzimlerin aktivitesini
arttirdigini; bunu enzimin konformasyon ve stabilizasyonunu bozabilecek olan giiclere
karsi bir koruyucu bariyer gibi davranarak gergeklestirdikleri diigiiniilmektedir
(Adinarayana ve ark. 2003). Ornegin, 6zellikle Zn?* iyonu varliginda enzimatik
stabilitede artis olmasi, proteazin Zn?* bagimli metalloproteaz oldugunu gdstermekte ve
bu metal iyonlarin substrat hidrolizi sirasinda niikleofilik atak i¢in su molekiillerini

uyardig bilinmektedir (Wu ve Chen 2011).

2.6. Proteazlarin Siniflandirilmasi

Proteazlar, hidrolazlar siifina dahil olan ¢ok genis ve kompleks bir enzim grubudur
(Cizelge 2.1). Bu sebeple giiniimiize kadar aktivitelerinin oldugu sicaklik ve pH degeri,
koken aldiklari organizma, substrat spesifikligi, stabilite profilleri, aktif merkezleri,
katalitik mekanizmalar1 gibi bircok parametre baz almarak smiflandirilmiglardir. Ornegin
maksimum aktiviteye sahip olduklari pH degerine gore asidik, notral ve alkalen olmak
tizere 3 gruba ayrilmaktadirlar (Briki ve ark. 2016). Fakat proteazlarin
siniflandirilmasinda gergekten islevsel olan 3 sistem bulunmaktadir. Bu sistemlerdeki
siniflandirmada baz alinan kriterler, reaksiyonun ¢esidi, reaksiyonun kimyasal

mekanizmasi ve enzimin molekiiler yapist olmak {izere 3’e ayrilmaktadir.
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Cizelge 2.1. Hidrolazlarin isimlendirilmesi (Anonim 2019c).

Hidrolizi Katalizlenen
Bag veya Bilesik EC no
Ester Bagi EC 3.1.x.x
Glikozilli Bilesik EC 3.2.x.x
Eter Bagi EC 3.3.x.x
EC 3.4.11.x Aminopeptidazlar
EC 3.4.13.x Dipeptidazlar
EC3.4.14x | Di ve tripeptidil-peptidazlar
EC 3.4.15.x Peptidil-dipeptidazlar Ekzopeptidazlar
EC 3.4.16.x Serin karboksipeptidazlar
EC 3.4.17.x Metallo-karboksipeptidazlar
EC 3.4.18.x Sistein karboksipeptidazlar
Peptid Bag EC 3.4.19.x Omega peptidazlar
EC 3.4.21.x Serin endopeptidazlar
EC3.4.22.x Sistein endopeptidazlar
EC 3.4.23.x Aspartik endopeptidazlar Endopeptidazlar
EC 3.4.24.x Metallo-endopeptidazlar
EC 3.4.25.x Treonin endopeptidazlar
EC 3.4.99.x Diger endopeptidazlar
Karbon-Azot Bagi EC 3.5.x
Anhidrit EC 3.6.x
Karbon-Karbon Bagi EC3.7.x
Halojeniir Bag1 EC 3.8.x
Azot-Fosfat Bagi EC 3.9.x
Azot-Kiikiirt Bag1 EC 3.10.x
Karbon-Fosfat Bagi EC 3.11.x
Kiikiirt-Kiikiirt Bagi EC 3.12.x
Karbon-Kiikiirt Bagi EC 3.13.x

2.6.1. Reaksiyonun ¢esidine gore siniflandirma

Enzimin gerceklestirdigi reaksiyonun c¢esidi baz alinarak proteazlar ekzopeptidaz,
endopeptidaz ve omegapeptidaz olmak iizere 3’e ayrilmaktadir. Biitiin proteazlar,
temelde peptid baglarinin hidrolizini gergeklestirmektedir. Fakat bu hidrolizi, ilgili peptid
baginin substrattaki konumu, peptid bagimnin yakinindaki aminoasit kalintilar1 ve heniiz

bilinmeyen sebepler etkilemektedir. Modelin eksikligi evrimsel iligkiyi yansitmamasidir.
Endopeptidazlar (Proteinazlar)

Endopeptidazlar (proteinazlar), EC 3.4.21.x ve EC 3.4.99.x araliginda kod almaktadir.
Polipeptid zincirinin serbest amino ve karboksil terminalinden uzak bdlgelerinde yani
polipeptid zincirinin orta (i¢) kisimlarinda aktivite gostermektedirler (Sekil 2.1). Bu
durumun substrattaki serbest amino ve karboksil gruplarinin enzim aktivitesini olumsuz

etkilemesinin bir sonucu oldugu diistiniilmektedir (Motyan ve ark. 2013).
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Endopeptidazlar, serin (S) endopeptidaz (EC 3.4.21.x), sistein (C) endopeptidaz (EC
3.4.22.x), aspartik (A) endopeptidaz (EC 3.4.23.x), metallo (M) endopeptidaz (EC
3.4.24 x), treonin (T) endopeptidaz (EC 3.4.25.x) ve diger endopeptidazlar (EC 3.4.99.x)
olmak iizere 6 gruba ayrilmaktadir (Cizelge 2.1, Sekil 2.1). Endopeptidazlara 6rnek
olarak kimotripsin, pepsin ve papain verilebilir (Duschak ve Couto 2009). Oligopeptidaz
olarak adlandirilan bazi endopeptidazlar ise sadece kisa polipeptid zincirlerinin
hidrolizini saglamakta, uzun polipeptid zincirlerinin ve proteinlerin hidrolizini
saglayamamaktadir. Bunun sebebi oligopeptidazlarin aktif merkezinin enzimdeki
yerlesim yerinin ¢ok dar bir alanda olmasi ve biiyiik proteinlerin bu alana erisememesidir.
Endopeptidaz aktivitesi sayesinde ekzopeptidazlar icin substrat olabilen yeni substratlar
yani amino ve karboksil u¢ iceren yeni substratlar meydana getirmeleri acisindan ¢ok

onemlidirler fakat hidroliz yetenekleri sinirlidir (Turner 2004, Monnet 2013).
Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, EC 3.4.11.x ve EC 3.4.19.x arasinda kod almaktadir (Celik 2018).
Ekzopeptidaz aktivitesi i¢in substratlarinin, amino terminal (serbest amino grubu),
karboksil terminal (serbest karboksil grubu) icermesi gerekmektedir. Hatta bazilarinin
aktivitesi hem serbest amino hem de serbest karboksil grubu gerekmektedir (Sekil 2.1).
Ekzopeptidazlar, temelde aminopeptidazlar (AP) ve karboksipeptidazlar (CP) olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir. Terminal ugtan hidroliz ettikleri aminoasit sayilar1 degiskendir.
Aminopeptidaz ve karboksipeptidaz bir; dipeptidil-peptidaz ve peptidil-dipeptidaz iki;
tripeptidil-peptidaz ise lic aminoasit koparmaktadir (Polaina ve MacCabe 2007).

Aminopeptidazlar (EC 3.4.11.x); peptidlerin amino terminalinden bir aminoasit
koparilmasinin katalizini saglamaktadir (Sekil 2.1). Substratlarinda serbest amino

terminali bulunmalidir (Luan ve Xu 2007).

Dipeptidazlar (EC 3.4.13.x); dipeptidlerin hidrolizini saglamaktadir. Ciinkii substratlari

hem serbest amino hem de serbest karboksil terminali igcermelidir (Sekil 2.2).

Dipeptidil-peptidazlar (EC 3.4.14.x); peptid zincirinin serbest amino terminalinden bir
dipeptidin hidrolizini saglamaktadir (Sekil 2.1). Kataliz reaksiyonu sonucunda sirasiyla
dipeptid ve peptid olustugu i¢in bu ismi almaktadir. Genellikle aminopeptidaz veya

dipeptidazlar ile karistirilmakta fakat kesinlikle ¢ok farklidirlar (Ruffell ve ark. 2013).
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Tripeptidil-peptidazlar (EC 3.4.14.x); peptid zincirinin serbest amino terminalinden bir
tripeptidin hidrolizini saglamaktadir (Sekil 2.1). Kataliz reaksiyonu sonucunda sirasiyla

tripeptid ve peptid olustugu i¢in bu ismi almaktadir (Rockel ve ark. 2012).

Peptidil-dipeptidazlar (EC 3.4.15.x); peptid zincirinin serbest karboksil terminalinden bir
dipeptidin hidrolizini saglamaktadir (Sekil 2.1). Katalizi sonucunda sirasiyla peptid ve
dipeptid olusmasindan dolay1 bu ismi almaktadir (Akbulut ve ark. 2004).

Karboksipeptidazlar (EC 3.4.16-18.x); peptid zincirinin serbest karboksil terminalinden
bir aminoasitin hidrolizini saglamaktadir (Sekil 2.1). Karboksipeptidazlar enzimde
niikleofil olarak hareket eden gruplar baz alinarak serin karboksipeptidazlar (EC
3.4.16.x), metallo-karbosipeptidazlar (EC 3.4.17.x) ve sistein karboksipeptidazlar (EC
3.4.18.x) olmak lizere 3’e ayrilmaktadir (Makino ve ark. 2019).

Baz1 ekzopeptidazlar i¢in bazi1 baska terimler de kullanilmaktadir. Ornegin, tripeptidaz
olarak isimlendirilen peptidazlar yalnizca tripeptidlerin hidrolizini gergeklestirmektedir.
Bilinen tripeptidazlar, peptid zincirine amino terminalinden atak yapmakta ve {iriin olarak
bir aminoasit ve dipeptid vermektedir. Bu sebeple tripeptidazlara aminotripeptidaz da
denilmektedir (Bacon ve ark. 1993).

Aminopeptidaz (EC 3.4.11) _ ' Peptidil-dipeptidaz (EC 3.4.15)
Dipeptidil-peptidaz (EC 34.14)  Endopeptidaz (EC 34.21-99)
Tripeptidil-peptidaz (EC 3.4.14)

vl 90 00 00 00000 0000 COOH

Serin endopeptidaz (EC 3.4.21)

Karboksipeptidaz (EC 3.4.16-18)

Sistein endopeptidaz (EC 3.4.22) Serin karboksipeptidaz (EC 3.4.16)
Aspartik endopeptidaz (EC 3.4.23) Metallo-karboksipeptidaz (EC 34.17)
Metallo-endopeptidaz (EC 3.4.24) Sistein karboksipeptidaz (EC 3.4.18)

Treonin endopeptidaz (EC 3.4.25)
Diger endopeptidazlar (EC 3.4.99)

Sekil 2.1. Endopeptidaz ve ekzopeptidazlarin aktivite gosterdigi peptid baglarinin
konumu (Anonim 2019d).

Dipeptidaz (EC 3.4.13)

NHZ—*— COOH

Sekil 2.2. Dipeptidazlarin aktivite gosterdigi peptid baginin konumu (Anonim 2019d).

15



Omega peptidazlar

EC 3.4.19.x kodunu alan omega peptidazlar, substratlarinin serbest amino veya karboksil
terminal tagimasina gerek duymamaktadir. Fakat genellikle terminallere yakin bolgelerde
aktivite gostermektedir (Sekil 2.3). Omega peptidazlar, endopeptidaz ve ekzopeptidaz
arasinda gecis formunudur (Anonim 2019d). Ciinkii, substrati serbest amino veya
karboksil terminali icermemekte (endopeptidaz gibi); karboksil veya amino terminaldeki

bir veya birka¢ aminoasitin hidrolizini ger¢eklestirmektedir (ekzopeptidaz gibi).

Omega peptidaz (EC 3.4.19)

Nuz—oczjomocw—mou

Sekil 2.3. Omega peptidazlarin aktivite gosterdigi peptid baglarinin konumu (Anonim 2019d).

2.6.2. Reaksiyonun kimyasal mekanizmasina gore siniflandirma

Bu sistemde niikleofil olarak hareket eden gruplar baz alinmaktadir. Niikleofil olarak
hareket eden molekiiller, proteaz enziminin aktif merkezinde bulunmakta ve elektron
vererek peptid baginin par¢alanmasini (hidrolizini) saglamaktadir. Bu molekiil aminoasit
kalintis1 (serin, treonin, sistein, aspartik asit, asparajin, glutamik asit) veya aktiflestirilmis
su molekiilii olabilmektedir. Kisacast bu aminoasit kalintisinin veya aktiflestirilmis olan
su molekiiliiniin katalizlenen reaksiyonun yiiriitiilmesinde bilfiil fonksiyonu vardir
(Hartley 1960). Bu sistemde proteazlar serin (S), sistein (C), aspartik (A), metallo (M),
treonin (T), mekanizmasi bilinmeyen (U) olarak 6 gruba ayrilmaktadir. Fakat baz1 veri
tabanlarinda asparajin (N), karisik (P) glutamik (G) gibi gruplar da eklenerek proteazlar
toplam 9 gruba ayrilmaktadir (Anonim 2019d). Bilinen proteazlarin %34 serin (S), %28
metallo (M), %22 sistein (C), %7 aspartik (A), %4 treonin (T), %1 glutamik (G), %1
asparajin (N), %1 karisik (P), %1 bilinmeyen (U) olarak tanimlanmistir (Anonim 2019e).

Peptid baginin pargalanmasi bir asit-baz reaksiyonudur. Ciinkii yiiklii niikleofil proton
vericisi; enzimin aktif merkezindeki bazi aminoasit kalintilar1 da proton alicist olarak
gorev yapmaktadir. Proteazlarin aktif merkezinin oluk seklinde oldugu, bu olugun
enzimin yiizeyinde bulundugu belirlenmistir. Aktif merkez, dogru substratin enzime

dogru sekilde baglanmasini ve peptid baginin hidrolizinde gorev yapacak aminoasit
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kalintilarindan olusmaktadir. Niikleofilik aminoasitlerin yani sira, aktif merkezdeki diger

aminoasit kalintilar1 da aktif merkezin yapisinda ve katalizde 6nemlidir (Celik 2018).

Serin (S) proteazlar; aktif merkezinin katalitik bolgesinde niikleofilik serin kalintisi
tagimaktadir. Katalitik bolgedeki serin amino asitinin hidroksil grubu niikleofil olarak
hareket etmektedir. Katalitik bolgelerinde serine ek bazen histidin, lizin, aspartik asit ve
glutamik asit bulunabilmektedir. Serin proteazlarda proton alicis1 baz, genellikle histidin
bazen de lizindir. Proton alic1 baz histidin oldugunda {igiincii bir aminoasit kalintis1 da
histidinin daha iyi bir proton alicisi dolayistyla niikleofilin de daha iyi proton vericisi
olmasini saglamak i¢in gérev yapmaktadir. Katalitik triad (li¢lii) denilen bu durum biitiin
serin proteazlarda goriilmemektedir. Kimotripsin, subtilisin gibi bir¢ok serin proteazda
katalitik triad yapisinin {i¢iincii liyesi aspartik asittir. Omptin gibi bazi serin proteazlarda
ise serin ve histidin aminoasitlerini iceren katalitik dyad (ikili) yapis1 goriilmektedir. Serin
proteazlarda 6nemli olan dordiincii bir aminoasit kalintis1 bulunmaktadir. Bu aminoasit
kalintis1 substrat iirline doniislirken olusan ara maddenin stabilizasyonunu saglamaktadir.
Doérdiincli aminoasit kalintist degiskendir, kimotripsin i¢in glisin, subtilisin i¢in
asparajindir. Baz1 serin proteazlar ise tek bir katalitik aminoasit kalintis1 tasimaktadir. Bu
aminoasit kalintisinin enzimin amino terminalinde bulunmasi sebebi ile bu proteazlara N-
terminal niikleofil (Ntn) hidrolazlar denilmektedir (Barrett ve ark. 2012). Cizelge 2.2°de
cesitli ozellikleri verilen serin proteinazlara 6rnek olarak tripsin, kimotripsin, elastaz,

trombin, plazmin, subtilisin verilebilir (Polaina ve MacCabe 2007).

Sistein (C) proteazlar; tiim canli organizmalarda goriilmektedir ve tiyol proteazlar
olarak da adlandirilmaktadir. Katalitik bolgesinde niikleofilik sistein aminoasiti kalintist
bulunmaktadir. Sistein proteazlarda katalitik reaksiyon sirasinda katalitik bolgedeki
sistein amino asitinin stlfidril grubu niikleofil olarak hareket etmektedir (Hartley 1960).
Bazilar ise katalitik bolgesinde sisteine ek histidin, glutamik asit, aspartik asit kalintist
icermektedir. Sistein proteazlarda genellikle proton alicisi baz histidin bazen de lizindir.
Proton alic1 baz histidin oldugu zaman tigiincii bir aminoasit kalintis1 da histidinin daha
1yi bir proton alicis1 dolayisiyla niikleofilin de daha 1yi proton vericisi olmasini saglamak
icin gorev yapmaktadir. Katalitik triad (liglii) denilen bu durum biitiin sistein proteazlarda
goriilmemektedir. Sistein proteazda katalitik triad yapisinin {igiincii liyesi degiskendir.
Ornegin papain igin asparajin, ubiquitin hidrolaz igin aspartik asittir. Cogu sistein

proteazda sistein ve histidin aminoasitlerini iceren katalitik dyad (ikili) yapis1
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goriilmektedir. Sistein proteazlarda Onemli olan dordiincii bir aminoasit kalintis
bulunmaktadir. Bu aminoasit kalintis1 substrat {iriine doniisiirken meydana gelen ara
maddenin stabilizasyonunu saglamaktadir. Dordiincti aminoasit kalintis1 degiskendir.
Ornegin papain i¢in glutamik asittir. Baz1 sistein proteazlar ise sadece tek bir katalitik
aminoasit kalintis1 tagimaktadir. Bu aminoasit kalintisinin enzimin amino terminalinde
bulunmasindan dolayr bu proteazlara N-terminal niikleofil (Ntn) hidrolazlar
denilmektedir. Cizelge 2.2°de ¢esitli 6zellikleri verilen sistein proteazlara 6rnek olarak

kaspaz, papain, bromelain ve fisin verilebilir (Sari 2011).

Aspartik (A) proteazlar; kataliz mekanizmasiyla ile iligkili aminoasit kalintis1 olarak
aspartik asit bulundurmaktadir. Aspartik proteazlarin hepsinin katalitik bolgelerinde iki
aspartik asit kalintis1 bulundurmakta ve aktiflestirilmis olan bir su molekiilii ise niikleofil
olarak hareket etmektedir. Aspartik proteazlar ayni zamanda karboksil proteaz ve asidik
proteaz olarak da adlandirilmaktadir. Ciinkii peptid baglarini hidrolizinin katalizine
enzimin katalitik bolgesinde iki aspartik asit katilmaktadir. Aspartik asitlerden birinin
karboksil grubu peptid bagi hidrolizinde rol oynamaktadir. Ortamda bulunan su
molekiiliiniin hidrojen iyonunun aspartik asitin karboksil grubu tarafindan alinmasi
sonucunda, su molekiilii kaynakli hidroksil iyonu proteindeki peptid baginin hidrolizine
katilmaktadir. Aspartik proteazlarda su molekiilii direkt olarak enzimin aspartik
kalintisinin yan zincirine baglanmaktadir. En iyi bilinen {iyeleri kimozin ve pepsindir

(Polaina ve MacCabe 2007). Diger baz1 6zellikleri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Metallo (M) proteazlar; kofaktorii metal iyonu olan proteaz enzimleridir. Metallo
proteazlarda genellikle aktiflestirilmis olan bir su molekiilii niikleofil olarak hareket
etmektedir. Metallo proteazlar katalitik aktiviteleri i¢in iki degerlikli metal iyonlarina
thtiyag duymaktadir. Metallo proteazlar, yiiklii olan aminoasit yan zincirlerine metal
iyonlar1 ile baglanmaktadir. Kisacast metal iyonlar1 su molekiillerinin kullanabilmesini
saglamaktadir (Cerda-Costa ve Gomis-Ruth 2014). Cogu metallo proteaz aktivitesi i¢in
cinkoya ihtiya¢ duymaktadir. Bazilar1 ise kobalt, manganez, nikel veya bakira ihtiyac
duymaktadir. Bu metal iyonu enzimin aktif merkezindeki 3 aminoasit ve 1 su molekiilii
vasitasyla ¢evrelenerek, koordine edilmektedir. Kisacasi1 tek bir metal iyonu genellikle ii¢
aminoasit ve bir aktive olmus su molekiilii ile baglanmaktadir. Dolayisiyla bu metal iyonu
tetrahedral yapiyr olusturan molekiildiir ve 6nemi ¢ok biyiiktiir. Bu aminoasitler,

glutamik asit, histidin, aspartik asit, lizin, arjinin olabilmektedir. Glutamik asidin ¢ogu

18



metallo proteaz aktivitesinde 6nemli oldugu bilinmektedir. Baz1 metallo proteazlarda ise
iki metal iyonu birlikte hareket etmektedir. Iki katalitik metal iyonuna sahip metallo
proteazlarda ise genellikle glutamik asit ve aspartik asit olmak iizere iki aminoasit
kalintis1 bulunmaktadir (Reunanen ve Kahari 2013). Neprilysin ve jelatinazin 6rnek

olarak verilebilecegi metallo proteazlarin bazi 6zelliklerine Cizelge 2.2’de yer verilmistir.

Treonin (T) proteazlar; aktif merkezinde treonin, metiyonin ve bir amit tasimaktadir.
Treonin proteazlarda katalitik bolgedeki treonin amino asitinin hidroksil grubu niikleofil
olarak hareket etmektedir. Biitiin treonin proteazlar tek katalitik aminoasit kalintisi
tasimaktadir. Bu kalint1 enzimin amino terminalinde bulundugundan, bu proteazlar N-

terminal niikleofil (Ntn) hidrolazlar olarak da bilinmektedir (Barrett ve ark. 2012).

Glutamik (G) proteazlar; katalitik merkezinde bir glutamik asit ve bir glutamin kalintisi
bulunmaktadir. Proteazlarin %1°lik kismini olusturmaktadir. Pepstatin adli mikrobiyal
proteaz inhibitorlerine karsi dayanikli olan bu enzim grubu, eskiden pepsitasin-duyarsiz

karboksil peptidazlar olarak tanimlanmaktaydi (Sari 2011).

Cizelge 2.2. Serin, sistein, aspartik ve metallo proteazlarin bazi 6zellikleri (Sari 2011).

. . . . Aspartik,
Isim Serin S'Il'siti:ln Karboksil Metallo
y Asidik
Aktif Merkezde Cinko, Kobalt,
Katalizden Serin Sistein Aspartik Asit Nikel, Manganez,
Sorumlu Bilesen Bakir
Niikleofil Olarak Serinin e . . . . o
Hareket Eden hidroksil Sisteinin Sulﬁdrll Aktlﬂesflil}rﬁls Aktlﬂesltllil'l.rll.l.ls
Bilesen grubu gru u Su moliexkulu SuU moliekuliu
Aktif Oldugu
pH Degeri 7.0-9.0 3.0-7.0 2.0-6.0 5.0-9.0
Aktif Oldugu
Sicaklik Degeri 20-80 25-70 40-70 40-60
O
Molekiiler Agirhk
(kDa) 20-135 20-65 30-60 20-60
PMSF
Inhibitérleri DIFP lyodoasetat Pepsitatin A EDTA
Leupeptin E64 Fosforamidon
Aprotinin Leupeptin 1,10-Fenantrolin
Tripsin Katepsin Bve L | Katepsin D ve E Jelatinaz
Kimotripsin Kaspaz Kimozin Neprilysin
Ornek Elastaz Bromelain Pepsin Matriks
Subtilisin Fisin Renin (Bobrek) metalloproteaz
Trombin Papain
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Her serin proteazin katalitik reaksiyon bdlgesinde niikleofil olarak bir serin aminoasiti
kalintist icermesi ve ¢ogunun PMSF’den etkilenmesi bu siniflandirma sistemin iyi
calistigini gostermektedir. Fakat serin proteazlarin farkli molekiiler yapilara sahip olmasi,

bazi serin proteazlarin farkli katalitik mekanizma kullanmasi bu sistemin sinirlamalaridir.

2.6.3. Enzimin molekiiler yapisina gore siniflandirma

Proteazlarin molekiiler yap1 ve homolojilerine gore siniflandirilmasi digerlerine gore en
yenisidir. Ciinkii aminoasit sekansi ve 3 boyutlu yapi ile ilgili veriler 1990°larin basinda
depolanmaya baslanmistir. Rawlings ve Barrett (1993) tarafindan olusturan bu sistemde
spesifik enzimler aileleri, aileler ise klanlar1 olusturmaktadir (Anonim 2019d). Bu sistem
kullanilarak proteazlar ve onlarin inhibitorlerinin verildigi MEROPS  veritabani
olusturulmustur (Rawlings ve ark. 2018). MEROPS veritabaninda her proteaz, aminoasit
sekansindaki benzerliklere gore bir aileye atanmakta ve ardindan daha yiiksek homolojiye
sahip aileler ayni1 klana atanmaktadir. Ornegin serin proteazi klanlarindan SB klam
tiyelerinde katalitik bolgede serin, histidin, asparajin bulunurken; ST klani {iyelerinde
serin ve histidin bulunmaktadir. Ayrica niikleofil olarak hareket eden kalintilarinin
konumu da farklidir. Ornegin, SB klanindakilerde 221. aminoasit; ST klanindakilerde ise
201. aminoasit niikleofil olarak hareket etmektedir (Sari 2011). Proteazlarin
siniflandirilmasinda kullanilan diger veritabani Protein Veri Bankasi (PDB) ise biitiin

proteinler ve onlarin {i¢ boyutlu yapilarinin bulundugu bir kaynaktir (Anonim 2020c).

2.7. Proteaz Kaynaklar:

Proteazlar, arke, bakteri, maya, kiif, bitkisel ve hayvansal doku gibi canlilar ve viriisler
tarafindan ortak olarak sentezlendigi bilinen en Onemli enzim gruplarindandir
(Anandharaj ve ark. 2016). Proteazlar kaynak aldig1 organizmaya gore farkli pH
degerlerinde aktivite gostermektedir. Ornegin, genellikle pankreas kaynaklilar pH 7.5-
8.5; fungal kaynaklilar pH 3.5-5.0, bakteriyel kaynaklilar ise pH 6-11 araliginda aktivite
gostermektedir (Afsar ve ark. 2003). Fungal asidik proteazlar ve bitki kaynakli notral
proteazlara gore bakteriyel alkalen ve ndtral proteazlar endiistriyel agidan daha fazla

tercih edilmektedir (Razzaq ve ark. 2019).
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2.7.1. Bitkisel kaynakh proteazlar

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

papain, bromelain ve fisindir (Isik 2014).

2.7.2. Hayvansal kaynakh proteazlar

Gilinlimiize kadar bir¢ok hayvanin mide ve bagirsak ve kas gibi organlar1 proteaz kaynagi
olmasi agisindan incelenmistir. Bunlara 6rnek olarak, balik, sucul omurgasizlar, gevis
getiren hayvanlar verilebilir (Yanar 2015). En iyi bilinen hayvansal proteazlar
pankreastan salgilanan tripsin ve kimotripsin, mideden salgilanan pepsin ve rennindir.
Daha ¢ok buzagi midesi (geng gevis getiren hayvanlarin sirdenlerinin i¢ mukozasindan)

elde edilen rennin kullanilmaktadir (Isik 2014).

2.7.3. Mikrobiyal kaynakh proteazlar

Gilinlimiizde  kullanilan  endiistriyel ~enzimlerin yaklastk olarak % 37-40"1
mikroorganizmalardan elde edilmektedir (Giri ve ark. 2011). Mikrobiyal proteazlar i¢in
en Onemli enzim kaynagi maya, kiif ve bakterilerdir. Mikrobiyal proteazlar, diinyadaki
toplam enzim satisinin yaklasik % 60-65'ini olusturduklarindan endiistriyel enzim

pazarinin lideridir (Rai ve Mukherjee 2010).

Bircok enzim gibi proteazlarinda daha ¢ok mikroorganizmalardan elde edilmesi hem
organizmanin hem de iiretilen enzimin cazip karakteristik 6zellikleri tasimasidir (Singhal
ve ark. 2012, Hosseini ve ark. 2016). Mikroorganizma kullaniminin avantajlari,
mikroorganizmalarin daha yiiksek biyokimyasal cesitlilige sahip olmasi, hiicre
yapilarinin genetik manipiilasyonlara uygun olmasi (bu sayede ilgili enzim iiretiminin

kolaylikla gelistirilebilmesi), yiiksek iiretim potansiyeline sahip olmalari, ekonomik,
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hizli ve kolay iiretilebilmeleri (hatta cok kiigiik alanlarda bile ¢ok fazla miktarlarda
tiretilebilmeleri), yenilenebilir kaynaklarin tiretimde kullanilabilmesi, iklim ve mevsim
degisimlerinden etkilenmemeleri, 1ilgili enzim {iretimi i¢in mikroorganizmalarin
kolaylikla indiiklenebilmesi, iiretim siiresinin kisa olmasi, genellikle ekstraselliiler enzim
tiretmeleri dolayistyla iiretim ortamindan enzim izolasyonunun kolay olmasi ayrica
enzimin hiicre disina ¢ikarilmasinin olusturacagi zahmet ve maliyetin olmamasidir
(Tufvesson ve ark. 2011, Puvanakrishnan ve ark. 2012). Mikrobiyal enzimlerin, tercih
edilmesinin sebebi ise; enzimin daha cazip karakteristik 6zellikleri tagimasidir. Bu
ozelliklere ornek olarak ekstrem sicaklik ve pH degerlerinde stabil olmalari, yliksek
katalitik aktivite, substrat spesifikligi, verim ve biyokimyasal ¢esitlilige sahip olmalari
verilebilir (Hosseini ve ark. 2016). Enzim iiretiminde bitki ve hayvan kullaniminin ise
ayrica bazi dezavantajlar1 vardir. Bunlar; enzim iretim, izolasyon ve saflastirma
islemlerinin daha fazla komplikasyona agik olmasi, hayvan kullaniminda etik agidan
asilmasi gereken sorunlarin olmasi kisacasit hem islevsel hem de pratik olmamasidir
(Ormandy ve ark. 2011). Mikroorganizmalarin kullaniminda dikkat edilmesi gereken tek
husus mikroorganizmanin patojen olmamasi ve toksin yan iiriin iiretmemesidir (Demain
ve Solomon 1981). Mikrobiyal proteazlarin molekiiler agirligi genellikle 40-130 kDa
araligindadir (Bashir ve ark. 2018). Mikrobiyal kaynaklar arasinda ise en cazibi
bakterilerdir. Ciinkii fungal proteazlar genelde intraseliilerdir. Izolasyon, saflastirma,

tasarimda kolaylik sagladigindan genelde bakteri tercih edilir (Belmessikh ve ark. 2013).

Asidik proteazlar genellikle fuguslardan, notral proteazlar ise basta bakteriler olmak
tizere bitkilerden izole edilmektedir. Alkalen proteazlar ise daha ¢ok bakterilerden

olmakla birlikte fungal kaynaklardan izole edilmektedir (Razzaq ve ark. 2019).

Bakteriyel proteazlar; endiistriyel olarak iiretilen proteazlarin % 70’inden fazlasini
olusturmaktadir. Birgok mikroorganizma proteaz iiretebilmektedir. Fakat sadece yeterli
miktarda ekstraseliiler proteaz iiretebilen mikroorganizmalarin endiistriyel agidan 6nemi
vardir. Bu agidan bakteriyel proteazlarin eldesinde Bacillus cinsi one ¢ikmaktadir (Kim
ve ark. 2016, Si ve ark. 2018). Ticari olarak kullanilan proteazlarin gogunun Bacillus cinsi
mikroorganizmalar tarafindan {iretilen notr veya alkali kosullarda aktivitesini

stirdiirebilen enzimlerdir (Gupta ve ark. 2002, Hakim ve ark. 2018).
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Bakteriyel notral proteazlar pH 5.0-8.0 degerleri araliginda aktiviteye sahiptir ve nispeten
termotoleransi diisiiktiir (Razzaq ve ark. 2019). Orta seviyede bir reaksiyon hizina sahip
olmast sebebi ile gidalarda hayvansal kaynakli proteazlara gore daha fazla
kullanilmaktadirlar. Ciinkii bakteriyel proteazlar tarafindan hidrolizi gergeklestirilmis
olan gidalarda hayvansal kaynakli enzimlere gore daha az acimtirak tad olusturmasi

sebebi ile gida endiistrisinde ¢ok ragbet géormektedir (Rao ve ark. 1998).

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

Endiistriyel enzimlerin ¢ok biiyiikk bir kisminin orijini Bacillus cinsi bakterilerdir. Bu
durumun en onemli sebebi, digerlerine nazaran iretim kapasitesi (Bazi1 Bacillus sp.
tiyeleri besiortamina en az 20 g/l ekstraselliller protein salgilamaktadir.) ve
aktivitelerinin yiiksek olmasidir (Razzaq ve ark. 2019). Bacillus subtilis suslarinin ise
hizli sekilde ¢ogalmalari, GRAS statiisiinde olmalari, {irettikleri proteazlarin veriminin
yiksek olmasit ve Olgeklenebilir olmasi yani kullanim kapasitesindeki artisin
performansini etkilememesi 6zelligine sahip olmasi gibi avantajlarindan dolay1 proteaz

tiretiminde diger Bacillus iiyelerine gore daha fazla kullanilmaktadirlar (Anonim 1999).

Fungal proteazlar; Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola, Thermoascus,
Thermomyces cinslerinin iiyelerinin de i¢inde bulundugu ¢ok sayida fungus tarafindan
sentezlenmektedir (Souza ve ark. 2015). Aspergillus cinsinin endiistriyel dlgekte enzim
tiretiminde tercih edilmesinin sebebi, ucuz tarimsal atiklar1 kullanarak, biiyiik 6l¢ekte
ekstraseliiler enzim tiretebilmesidir. Funguslar bakterilerden daha ¢cok enzim ¢esitliligine
sahiptir. Ornegin, A. oryza asidik, nétral ve alkalen proteaz sentezleyebilmektedir. Yani
bazi funguslar ¢ok genis pH (3.0-12.0) araliginda proteaz sentezleyebilmekte; genis
aralikta substrat spesifikligi gostermektedirler. Ancak termotoleranslar1 ve aktiviteleri

bakteriler kadar yiiksek degildir (Vishwanatha ve ark. 2009, Yadav ve ark. 2019).

Fungal asidik proteazlarin aktivitelerini pH 3.8-5.6 araliginda korudugu ve optimal pH
degeri 4.0-4.5 oldugu bilinmektedir. Aspergillus, Penicillium, Humicola, Phanerochaete,
Endothia, Rhizopus, Thermoascus cinsi iiyeleri kullanilarak asidik proteazin tretildigi

rapor edilmistir (Souza ve ark. 2015, Razzaq ve ark. 2019).
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Fungal noétral proteazlarin aktivitelerini pH 6.0-8.0 aralifinda korudugu; optimal
pH’larmin 7.0 oldugu; genellikle metallo proteaz oldugu bildirilmistir. Aspergillus sp. ve
Penicillium sp. kullanilarak nétral proteaz tiretildigi bildirilmistir (Wang ve ark. 2007).

Fungal alkalen proteazlarin aktivitelerini pH 8.0-13.0 araliginda korumaktadir. Basta
Aspergillus ve Penicillium olmak iizere Beauveria, Botrytis, Conidiobolus,
Engyodontium, Metarhizium, Myceliophthora cinsi tiyeleri kullanilarak alkalen proteazin

iretildigi rapor edilmistir (Sandhya ve ark. 2005, Vranova ve ark. 2013).

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

proteazlarin higbiri metallopeptidaz degildir (Babe ve Craik 1997).

2.8. Proteazlarin Kullanim Alanlar:

Endiistriyel gelisimin yarattig1 tek kotii unsur atiklarin ¢ogalmasidir. Bu durum yesil
kimya ve ekolojik tasarim gibi yaklasimlara ilgiyi arttirmistir (Vaccaro 2016). Yesil
kimya, kimyasal iiriin ve islemlerde giivenilirlik ve yenilenebilirligin artmasini; solvent
ve enerji kullanimini, atik ve yan iriin miktarinin azalmasini saglayan ilkelerin
benimsenmesidir. Ekolojik tasarim (Eco-Design), ¢cevreye duyarli malzemelerin {iretilip
kullanilmasini savunan bir yaklasimdir; endiistriyel faaliyet kaynakli kirliligi azaltmak
icin ¢evre dostu yontemleri desteklemektedir. Enzimler de giivenilir ve siirdiirtilebilir

olduklart i¢in yesil kimyasallardandir (Selamet 2012, Sheldon ve Woodley 2018).

Endiistriyel enzim tiretimi daha ¢ok Danimarka (Novo Nordisk), ABD (DuPont Industrial
Biosciences, Enzyme Development), Japonya (Nagase Biochemicals, Amano Enzyme,
Godo Shusei), Almanya (Henkel, Solvay, AB Enzymes), Cin (Wuxi Syder Bio-
Products), Hindistan (Advanced BioChemicals) iilke ve sirketleri tarafindan
gergeklestirilmektedir (Kalia ve Saini 2017). Kiiresel enzim pazarinin degerinin 2018’de
7,1 milyar ABD dolar1 oldugu ve bu degerin yillik % 5,5’lik biiylime hiz1 ile 2026°da
11,03 milyar ABD dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir. Kullanim1 en fazla olan

enzimler proteaz, lipaz, karbohidraz, polimeraz, niikleazdir. Kiiresel enzim pazarinda en
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biiyiilk pay sahibi, mikrobiyal enzimlerdir. Mikrobiyal enzimlerin 2018’de pazarin %
37°1lik kismini olusturdugu ve bu oranin % 5,8’lik biiylime hiz1 ile 2026’da % 38’e
ulasacagi tahmin edilmektedir. Hidrolazlarin, 2018’de kiiresel enzim pazarinin % 24’{inii
olusturdugu ve bu oranin yillik % 6’lik biiylime hiz1 ile 2026°da %26’ya ulasacagi tahmin
edilmektedir (Anonim 2019a). Hidrolazlarin endiistriyel enzimlerin yaklasik olarak % 75-
80’ini olusturdugu buna ek olarak hidrolazlarin arasinda ise endiistriyel agidan en fazla
ragbet goren grubun ise proteazlar ardindan karbohidrazlar oldugu rapor edilmistir
(Anonim 2018). Proteazlarin ise endiistriyel enzimlerin yaklasik olarak % 60-65’ini
olusturdugu ve yillik % 6,4’liikk biiylime hiz1 ile 2022’de degerinin 3,29 milyar ABD
dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir (Anonim 2019a). Proteazlar gida, igecek, deri,

tekstil, yem, deterjan, ilag¢ gibi bir¢ok endiistriyel alanda kullanilmaktadar.

2.8.1. Gida endiistrisi

Gida endiistrisinde proteazlar daha ¢ok olgunlagtirma ve aroma saglayicit olarak
kullanilmaktadir. Siit ve siit iiriinleri endiistrisinde proteazlar, ptht1 olusumu, verimin
arttirilmasi, olgunlagsmanin hizlanmasi, raf 6mriiniin uzatilmasi; aroma, lezzet ve renk
gibi ozelliklerin gelistirilmesini saglamaktadir. Rennet, kimozin (rennin) ve pepsin
denilen iki enzimin kombinasyonundan olusmus bir enzim karisimidir; peynir iiretiminde
stitteki kazeini pihtilastirmaktadir. Kiiresel olarak {iretilen peynirin yaklasik % 33’iinde
mikrobiyal rennet kullanilmaktadir (Qureshi ve ark. 2015). Buzagi renneti % 95 kimozin
ve % 5 pepsinden olusurken, ticari rennet % 70 kimozin ve % 30 pepsinden
olusmaktadir. Peynir {iretiminde baskin olarak bir asidik proteaz olan kimozin
kullanilmasimnin nedeni kimozin haricindeki asidik proteazlarin genellikle peyniri
acilagtirmasidir. Kimozindeki artis peynirin ge¢ olgunlagmasini, lezzetli olmasini
saglarken; pepsindeki artig acilagmaya neden olmaktadir (Akin 2003, Cakmakg1 ve ark.
2017). Siit kazeinini pihtilagtiric1 enzimler, gevis getiren gen¢ hayvanlarin midelerinin
sirdeni; incir (Ficus carica), teleme otu (Euphorbia maculata), altin ¢ilek (Physalis
peruviana) gibi bitkiler; sirdenki hiicrelerin ilgili rennin enzimi genlerinin fungus (A.
niger) veya bakteride (E. coli) klonlanmasiyla iiretilen rekombinant organizmalar; fungal
kaynaklar (A. oryzae, C. parasitica, R. miehei ve R. pusillus) kullanilarak elde

edilmektedir. Pihtilastirict enzim olarak Bacillus suslarinin kullanilmamasinin en 6nemli

25



sebebi bakteriyel pihtilastirict enzimlerin ¢ok yliksek aktiviteye sahip olmasi sebebi ile
olgunlagsmanin asir1 hizli olmasidir. Bu sebeple mikrobiyal kaynak kullanilacak ise asidik

fungal proteazlar kullanilmaktadir (Say ve Giizeler 2016, Cakmakg1 ve ark. 2017).

Proteinlerin kismi olarak hidrolizinden olusan ve kompleksten basite proteoz > pepton >
peptid seklinde siralanan molekiiller olugsmakta ve bunlar peynir kalitesini etkilemektedir.
Proteozlar, amonyum siilfat tuzlar1 ¢okelirken; peptonlar ¢okelmemektedir. Proteoz ve
peptonlarin yapisinda aminoasit, yag, tuz, metal ve vitamin gibi yan gruplar
bulunabilirken; peptidler yalnizca aminoasitlerden olusmaktadir (Chittenden ve Hartwell
1891). Proteoz, pepton, peptid, aminoasitler siit {irtinlerin olgunlasmasini (karakteristik
aroma ve lezzet ve doku 6zelliklerini kazanmasini) saglamaktadir (Akin 2003). Ozcan ve
Kurdal (2012), Bursa’nin yo6resel Mihali¢ peynirinin tiretiminde; Fernandez-Garcia ve
arkadasglar1 (1994), Manchego ve Cedar peynirlerinin tiretiminde B. subtilis proteazi ve
M. miehei lipazt kullaniminin olgunlagsmayi kisalttigini, lezzet, aroma ve dokuyu
tyilestirdigini bildirilmistir. Bu enzimler kombine kullanilmadiginda proteaz ve lipazin

birbirini baskilamadigindan ya acilagma ya da yagh tad olustugu saptanmistir.

Firincilikta proteazlar, yiiksek gluten iceren hamurlarin yumusatilarak yogurma ve isleme
kolaylastirmak; bazi unlu mamiillerin (kraker, biskiivi, gofret, kurabiye ve pizza)
iiretiminde kabarmay1 engellenmek icin kullanilmaktadir. Bugday ununun yapisinda
bulunan gluten proteini su ile karistiginda elastik bir yap1 olusturmaktadir. Bu elastik
yapida hava kabarciklar1 hapsoldugunda hamur kabarmaktadir. Kabarmasi istenmeyen
mamiillerde proteazlar kullanilarak glutenin yapisinin parcalanmasi saglanmaktadir.
Proteazlar ekmek yapiminda da onemlidir. Ciinkii glutenin pargalanmasi hamurun
yumusamasini  sagladigindan yogurmayi1 kolaylastirmaktadir. Ayrica glutenin
pargalanmasiyla agiga ¢ikan aminoasitlerin maya tarafindan kullanilmasi ekmegin lezzet

ve kabuk rengini arzulanan diizeye getirmektedir (Kara ve ark. 2005, Buehler 2006).

Et ve et lirtinlerinin tenderizasyonu (yumusatilmasi) amaciyla bitkisel (papain, bromelain,
aktinidin, fisin) ve mikrobiyal (A. oryzae, ve B. subtilis) proteazlar kullanilmaktadir.
Fakat bakteriyel proteazlar elastin ve kollajeni ¢ok iyi pargalarken; miyofibrileri pek
parcalayamaktadir. Kisacas1 bakteriyel proteazlarin aktivite sergileyebilmesi igin
oncelikle bitkisel proteazlarin miyofibrilleri pargalamasi gereklidir. Bu sebeple

tenderizasyonda daha ¢ok bitkisel proteazlar kullanilmaktadir (Arshad ve ark. 2016).
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2.8.2. icecek endiistrisi

Icecek endiistrisinde proteazlar, alkollii (bira ve sarap) ve alkolsiiz ( sebze ve meyve suyu)
iceceklerin iiretiminde kullanilmaktadir. Proteazlar, sebze ve meyve suyu liretiminde
protein kaynakli bulanikligin giderilmesi ve berrakligin devamliliginin saglanmasi igin
kullanilmaktadir. Bu sayede berrak sebze ve meyve suyu liretiminin en énemli asamasi
olan durultma isleminin verimi artmakta, viskozitenin diismesine bagli olarak meyve
suyunun parcalama, presleme ve filtrasyonu kolaylasmakta ve kullanilan enzimler
ekstraksiyonu arttirdigi i¢in verim artmaktadir. Kisacast proteaz kullanimi {iriiniin

kalitesini iyilestirirken, liretimi kolaylastirmaktadir (Ucan ve Akyildiz 2012).

Proteazlar, bira endiistrisinde maltlasmanin hizli olmasini, fermentasyonun siiresinin
kisalmasini saglayarak fermentasyonun gelismesini, biranin berrakliginin artmasini ve en
onemlisi biranin sogutulmasi ve soguk olarak depolanmasi sirasinda berrakligini
korumasini sagladigi icin maltlama, ezme ve depolama islemlerinde kullanilmaktadirlar.
Bira iiretiminin ilk agsamasi olan bugday ve arpa tanelerinin malt denilen hale
donistiirilmesinde ve maltin ezilmesinde proteazlar kullanilmaktadir. Bira endiistrisinde,
biralarin donup ¢oziildiikten sonra tadinda ve yapisinda meydana gelen bozulmalarin

engellenmesi icin kisacasit soguga karsi dayanikliliginin arttirilmasi ig¢in proteazlar

kullanilmaktadir (Van Donkelaar ve ark. 2016, Gomaa 2018).

Sarap iiretiminde fermantasyonu gerceklestiren mikroorganizmalardan kaynaklanan ¢ok
sayida enzimin rol oynamasinin yaninda ticari enzim preparatlart1 da kullanilmaktadir.
Sarap iretiminde proteazlar, protein kaynakli bulanikligin giderilmesinde yani

berraklastirma isleminde kullanilmaktadir (Dénmez 1986, Hohn ve ark. 2005).

2.8.3. Antialerjik iiriinler, yapay tatlandiricilar ve enzim takviyeleri

Spesifik bir proteini iceren iiriine (gluten, soya, yer fistig1, yumurta, siit vb.) alerjisi olan
yetigkinler ve inek siitiine alerjisi olan bebekler i¢in antialerjik besinler iiretilmektedir.
Yeni dogan bebeklerin % 2-3’iinde parcalanmamis proteinlere karsi asir1 duyarlhilik vardir
ve bu durum yaklasik olarak 1 yasina kadar slirmektedir. Bu alerjinin sebebi inek ve
koyun siitiinde yiiksek oranda bulunan -laktoglobulin proteinidir. Bu proteinin tripsin ve

kimotripsin ile pargalanmasi alerjiyi ortadan kaldirmaktadir (Kondo ve ark. 2007).
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Kisacast bu bebeklerin beslenmesinde kullanilan antialerjik mamalarin iiretiminde
proteazlar kullanilmaktadir (Mahmoud ve Cordle 2000). Spesifik bir protein tiiriine olan
alerjilerin en bilinen iki 6rnegi soya alerjisi, ¢olyak hastalarinda goriilen gluten alerjisidir
(Qureshi ve ark. 2015). Yapay tatlandirici olarak yaygin olarak kullanilan dipeptid tiirevi
aspartamin  {retiminde proteazlar  kullanilmaktadir. ~ Aspartam  sentezi B.
thermoproteolyticus  tarafindan  sentezlenen  termolisin’in  Kkatalizorliigiinde
gergeklesmektedir (Murakami ve ark. 1996). Cesitli firmalarin iirettigi proteaz igeren
enzim takviyeleri de bulunmaktadir. Ozellikle veganlarin tercih ettigi, bromelain ve
papain igeren bu enzim takviyelerinin proteinlerinin sindirilebilirligini arttirdig1 ve bu

yolla kas, eklem ve immiin sistemi destekledigi bildirilmistir (Mahmoud ve Cordle 2000).

2.8.4. Biyoaktif peptid iiretimi

Proteinlerin, proteazlarla belirli bir asamaya kadar hidrolizi sonucunda olusan peptidlere
hidrolizat denilmekte ve bu hidrolizatlar bazen saglik agisindan 6nemli biyolojik
fonksiyonlara sahip olmakta ve biyoaktif peptid olarak adlandirilmaktadir (Bhat ve ark.
2015). Biyoaktif peptitler, insan ve hayvan saglik ve viicut fonksiyonlar1 iizerinde
geleneksel olarak tanimlanmis olan beslenme fonksiyonlarinin 6tesinde olumlu etkiler
yapan proteinlerin spesifik par¢alanma {irlinleridir. Biyoaktif peptidlerin antioksidan,
antimikrobiyal, antihipertansif, opioid (narkotik analjezik, 6rn. morfin), antitrombotik,
hepatoprotektif, immiinomodiilator, yorgunluk giderici, osteoprotektif, antikaryojenik ve
biiylimeyi tesvik edici gibi 6zelliklere sahip olabildigi bilinmektedir. Antioksidan ve
antimikrobiyal o6zelliklere sahip biyoaktif peptidler saglik disinda gida katki maddesi
olarak da kullanilmaktadir. Buna ek olarak bazen tek bir biyoaktif peptid bu 6zelliklerden
bir kagina ayni anda sahip olabilir (Mares-Mares ve ark. 2017, Tavano ve ark. 2018).

Biyoaktif peptidler bu 6zelliklerini aminoasit kompozisyonu ve sekansina bor¢ludur.
Biyoaktif peptid liretiminde bazen fermantasyon bazen enzimler (6rn. termolisin, alkalaz)
kullanilmaktadir. insan saghig1 acisindan yararli olabilecek biyopeptidlerin {iretiminde
farklilik yaratmasi i¢in insan tarafindan sentezlenmeyen termolisin ve alkalaz gibi farkli
proteazlar kullanilmaktadir. Biyoaktif peptid iiretiminde kullanilan enzim ve ilgili
enzimin spesifikligi kadar kullanilan substratin secimi de onemlidir (Vij ve ark. 2016).

Bu peptitlerin {iretiminde substrat olarak siit (kazein ve peynir alti suyu), yumurta

28



(alblimin), soya, proteinli atiklar (balik ve et endiistrisi atiklar1) kullanilabilmektedir.
Omegin, proteinli kati hayvan atiklarindan, yiiksek tansiyon ve kan sekerinin
dengelenmesinde kullanilan ilag Onciilii peptidler iiretilmistir (Brandelli ve ark. 2015).
Kazeinden, antioksidan 6zellikte, hipertansiyon ve kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan
ila¢ fonksiyonuna sahip peptid iiretilmistir (Vij ve ark. 2016). Denizat1 proteinlerinden
papain katalizorliiglinde yorgunluk giderici etkiye sahip peptidler tiiretilmistir (Guo ve
ark. 2017). Somon balig1 atiklarindan Corolase® PP katalizorliigiinde diyabet,
hipertansiyon ve kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan ilaglarin fonksiyonuna sahip olan
hidrolizatlar iiretilmistir (Neves ve ark. 2017). Alamdari ve Ehsani (2017) ise siit

proteinden tirettikleri hidrolizatlarin antimikrobiyal 6zellikte oldugunu bildirmistir.

Biyoaktif peptitlerin, hiicrelerin canliligi, proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozunun
gerceklesmesinde rol oynadigimi ve ayrica kanser hiicrelerini inhibe edebildigini
kanitlamigtir (Stiuso ve ark. 2013, Yu ve ark. 2014). Protein hidrolizatlar1 kanser
hastalarinin ve AIDS'li bireylerin beslenmesi i¢in tasarlanmis diyet iriinlerinde
kullanilmaktadir (Mahmoud ve Cordle 2000). Opioid peptitler ise opioid kimyasallar
(narkotik analjezik, Orn. morfin) gibi davranmaktadir. Siitten tiiretilen opioid peptid

tirozin-glisin-glisin-fenilalanin birlesiminden olusmaktadir (Silva ve Malcata 2005).

Crohn hastaligi, kisa bagirsak sendromu, pankreatit hastalar1  proteinleri
Oziimseyemediginden aminoasit eksikligi ¢cekmektedir. Bu hastalar diyetlerinde protein
hidrolizatlar1 kullanmaktadir. Protein hidrolizatlarin1 kilo kontrolii sagladigi igin
sporcular da kullanmaktadir. Hatta 16sin igerigi yliksek olanlarin kas ve bag dokusu

hasarlarinin iyilesmesine yardimer oldugu bildirilmistir (Bougatef ve ark. 2012).

Gida endiistrisinde kullanilan biyoaktif peptidler genellikle et endiistrisi atiklarindan
tretilmektedir. Bu atiklar yagsiz etin % 25’1 kadar protein i¢ermektedir. Atiklarin
degerlendirilmemesi ¢evre kirliligine sebep olmasinin yaninda israftir. Bu atiklarin
proteazlarla hidrolizinden olusan hidrolizatlar gidalarda, antioksidan, aroma gelistirici,
koyulastirici ve besin degeri arttirict gibi katki maddeleri olarak kullanilmaktadir.
Antioksidan peptidler, gidalarda zamanla meydana gelebilecek aci tad, renk degisimi,
aroma ve lezzette bozulma, gidanin toksiklesmesi gibi durumlari engellemektedir. Jelatin
hidrolizatlari ise et, peynir, konserve, puding, jole, dondurma gibi gidalarda koyulastiric

katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Aylangan ve Oztan 2008).
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2.8.5. Hayvan yem ve mamalarinin iiretimi

Yem endiistrisinde enzim kullanim1 1980°1i yillarda baglamis olup, yemdeki besinlerin
sindirilebilirligini arttirdig1i ve dolayisiyla hayvanin yemden daha yiiksek oranda
yararlanimini saglamasi agisindan 6nemlidir. Yemlerde kullanilan enzimlerinin degerinin
2016 yilinda 842,9 milyon ABD dolar1 oldugu ve yillik % 9,3’liik biiytime hiz1 ile 2022
yilinda 1 428,6 milyon ABD dolarina ulasacagi éngoriilmektedir (Anonim 2019f).

Proteazlar, ruminant, domuz ve kanatlilarin yemdeki proteinden yararlanimini arttirmakta
dolayistyla gelisim ve dogurganligi desteklemekte; siit ve et verimini arttirmaktadir.
Ciinkii yemdeki aminoasitleri hayvanin yararlanabilecegi sekilde agiga ¢ikarmaktadirlar
(Rodney ve ark. 2016). Buna ek olarak proteazlar, yemde diisiik kalitede protein
kullanimina olanak saglamakta, yemlere katilan protein olmayan azot takviyesinin
miktarini azaltmakta, bu durum hem yem maliyeti hem de ¢evreye atilan azot miktarin
diisiirmektedir (Li ve ark. 2012). Proteazlar, dolayli olarak nisasta sindirimini de
hizlandirarak, yem {ireticilerine zamandan tasarruf saglamaktadir. Bunun sebebi
proteazlarin gida matrisini parcalamasi sonucu yemdeki diger enzimlerin substratina

ulasabilirlik siiresini yaklasik % 70 kisaltmasidir (Windle ve ark. 2014).

Biiyiikbas, kiigiikbas, kanatli ve balik islenmesi sirasinda meydana gelen boynuz, tirnak,
kanath derisi, toynak, kemik, tiiy, kilgik, pul, bazi organ ve doku pargalar1 gibi protein
yapidaki kati atiklar basta proteazlar olmak tizere ¢esitli enzimlerin katalizorliigiinde ile
kullanilabilir yem, mama ve giibreye donistiriilmektedir. Bu amagla daha ¢ok
keratinazlar kullanilmaktadir. Proteazlar, ham tiiy gibi yliksek keratin igeriginden dolay1
yaklagik % 5 oraninda olan sindirilebilirlige sahip ucuz protein kaynaklarinin da
monogastrik (domuz, balik, kanath, kedi, kopek) ve ruminant yem ve mamalarinda

kullanilmasina olanak saglamaktadir (Csapo ve Albert 2018).

Ozellikle kedi ve kopek mamalarinda ucuz maliyetli aminoasit kaynagi olmasi agisindan
tilyler fazlaca kullanilmaktadir. Proteaz kullanilmadan keratinin yapisinin par¢alanmasi
ancak yiiksek sicaklik (145°C) ve yiiksek basing (0,5 MPa) altinda gerceklesmektedir.
Fakat bu sartlar baz1 aminoasitlerin yapisinda bozulmaya neden olmaktadir. Dolayisiyla
tilyler icin fiziksel yontemler yerine proteazlarin kullanimi daha uygundur (Pacheco ve

ark. 2016).
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2.8.6. Deterjan ve kuru temizleme endiistrisi

Proteazlar, protein kaynakli kir ve lekelerin ¢ikarilmasi amaci ile deterjan endiistrisinde
kullanilmaktadir. Bu lekelere 6rnek olarak siit, yogurt, bebek mamasi, ¢ikolata, yumurta,
¢imen, kan, idrar, kusmuk, digki ve ter verilebilir. Ter, bol miktarda antimikrobiyal
peptidleri igerdiginden proteinli kirler arasindadir. Cimen lekeleri ise ¢imenlerdeki
protein-pigment kompleksleri sebebiyle olusmaktadir. Clinkii protein-pigment
kompleksleri kumas fiberlerine baglanmaktadir. Cimen lekelerinin temizligi bu

komplekslerin proteazlarla pargalanmasi ile saglanmaktadir (Schittek ve ark. 2001).

Proteazlarin camasir deterjanlarinda kullanilmasi fikri ilk olarak 1913'te Otto R6hm
tarafindan Onerilmistir (R6hm 1913). R6hm, domuz pankreasindan izole ettigi tripsini
deterjana katmig, fakat deterjanin alkali oldugundan tripsin pek aktivite ve stabilite
gdsterememistir. 1963 yilinda ise Novo® (Novozyme®), alkalaz adli alkali sartlara daha
uygun enzimi gelistirmis ve iki deterjan tireticisi bu enzimi kullanmistir. Biri BIO-40 ve
digeri Boitex ile ad1 altinda piyasaya siirmiistiir. Ureticiler bu deterjanlarin kan lekelerini
cikardigr i¢in hastane ve mezbahanelerde kullanilabilecegini ifade etmistir. Kumastaki
birgok leke yiiksek sicaklik ve kuvvetli mekanik hareket birlikte kullanildiginda
cikarilabilmektedir. Fakat suyun 1sitilmasi maliyetlidir; yiiksek sicaklik ve kuvvetli
mekanik hareket bir¢ok kumasta kaliteyi diisiirmektedir. Proteazlar ise bu islemi diisiik
sicaklik ve kisa yikama siiresinde gerceklestirebilmektedir (Aehle 2006). Deterjanlarda
ozellikle Bacillus cinsi kullanilmaktadir. Ciinkii Bacillus kaynakli alkalen proteazlar
deterjan, siirfaktan ve oksitleyici bilesiklere karsi daha yiiksek stabiliteye sahiptir.
Bacillus kaynakli proteazlarn Alo®, Ariel®, OMO®, Rinso®, Tide®, Surf Excel®

deterjanlariyla uyumlu oldugu bildirilmistir (Sinha ve Khare 2013).

Bulagik makinas1 deterjanlarinda ise sicak suyla giderilemeyen, ¢okelmis proteinli
gidalarin giderilmesinde proteazlar kullanilmaktadir. Boylece fosfat kullanimi azalmakta
ve distik sicaklikta yikama yapilarak enerji tasarrufu saglanmaktadir (Contesini ve ark.
2018). Arastirmalara gore deterjanlarda kullanilan kimyasal maddelerin biyolojik olarak
bozunabilirligi cok diisiiktiir. Bu kimyasal maddeler, alerjik reaksiyon, tahris, kisirlik gibi
sorunlara yol agmaktadir. Buna ek olarak sulardaki fosforun yaklasik olarak % 20-60’1n1n
deterjan kaynakli oldugu diisiiniilmekte ve bu fosforun akarsu ve gollerde yol agtigi

otrofikasyon cevre acisindan ¢ok yikicidir (Anonim 1994).
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Proteazlar kuru temizleme endiistrisinde de kullanilmaktadir. Kuru temizlemede
kullanilan ¢oziiciiler kumaslardan siit, yumurta, kan, ¢cimen gibi protein iceren lekelerini
kolayca ¢ikaramamaktadir. Ozellikle bakteriyel proteazlar ise bu lekeleri kumasa zarar
vermeden ¢ikarabilmektedir (Agasthya ve ark. 2013). Bazi ¢alismalarda ise B. subtilis ve
B. licheniformis proteazlarinin kumastaki sa¢ boyasini ¢ikarmada etkili olugunu ve bu

amacla kullanilabilecegini bildirmistir (Prabakaran ve ark. 2015).

2.8.7. Tekstil endiistrisi

Proteazlar, tekstil endiistrisinde kecelesmenin engellenmesi, iiriine parlaklik ve beyazlik
kazandirmak i¢in kullanilmaktadir. Kegelesme, sicak su, buhar, yikama sirasinda
kullanilan kimyasal maddeler veya yikama sirasinda meydana gelen sert mekanik
hareketlerden dolay1 yiin lifleri birbirine yaklasmas1 ve sonug olarak kumasin ¢ekmesidir.
Bu durumun engellenmesi i¢in tekstilde klor gazi, klorlu bilesikler, organik ¢oziiciiler,
potasyum permanganat, hidrojen peroksit, sodyum peroksit, perborat, regine gibi
kimyasallar kullanilmaktadir. Bunlarin yerine papain, pepsin ve tripsin gibi proteazlar
kullanilarak kegelesme engellenebilmektedir. Buna ek olarak bu sayede kumas ipeksi bir
parlaklik kazanmakta ve beyazlamaktadir (Anonim 2011). ipeklerde ise papain, pepsin
ve tripsin enzimleri kullanilarak ipeklerin hem beyazlamasi hem de parlak ve kaygan olan
goriiniimiine kavusmasi saglamaktadir (Gunay 2013). Ham ipek yapisinda bulunan
sericin proteini ipegi matlagtirmaktadir. Sericin’in giderilmesi ipegin kaygan ve parlak

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

2.8.8. Kagit ve kagit hamuru endiistrisi

Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde, makinalardaki kalin biyofilm tabakalarinin
temizliginde basta proteazlar olmak {izere lipaz ve glikosidazlar kullanilmaktadir.
Mikroorganizmalarin birbirine, canli, cansiz maddelere tutunmasi, mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenmis olan ekstraseliiler polimerik maddelerle gerceklesmektedir.
Mikroorganizmalar, ekstraseliiler polimerik maddeler ve canli, cansiz maddelerin
birlesiminden olusan bu yapiya biyofilm denilmektedir. Ekstraseliiler polimerik maddeler

daha c¢ok proteinlerden olustugundan biyofilm gideriminde en fazla proteazlar
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kullanilmaktadir (Nahar ve ark. 2018). Bu balgik seklindeki yapi iiretimi aksatarak saatte
9 000 Euro kayba yol agmaktadir. Kagit iiretiminde ortaya ¢ikan ¢amurun aritimi ve
icerigindeki degerli organik bilesenlerin geri kazanilmasi i¢in proteaz, lipaz ve amilaz

enzimleri kullanilmaktadir (Karn ve Kumar 2019).

2.8.9. Farmasotik teknoloji

Proteazlar, ilag olarak ¢ok biiyiik umut vadeden bir enzim grubudur. Proteaz enzimlerinin
kullanildig: ilaglardan bazilar1 Cizelge 2.3°te verilmistir. 1965 yilindan beri kullanilan
Clostridial kollajenaz merhem, USFDA onayina sahip proteaz igerikli ilk ilagtir.
Clostridium histolyticum tiiriinden izole edilmis bir proteolitik enzim olan kollajenaz,
ciddi yanik, yara ve kronik dermal iilserlerin tedavisinde antibiyotiklerle birlikte
kullanilmaktadir. Nekrotik dokudaki kollajeni parcalayarak saglikli dokuya zarar
vermeden koti dokuyu secici olarak ¢ikarmakta ve dokunun iyilesmesini
kolaylagtirmaktadir. Bu merhemin diger avantajlar1 kullaniminin kolayligi, kan kaybin
minimuma indirgemesi, dokunun proliferasyonunu arttirmasidir (Gilligan ve ark. 2017).
Olii ve keratinize hiicrelerden olusan nasirlarin tedavisinde de asitlerin yerine proteazlar
kullanilmaktadir (Gupta ve ark. 2013, Singh ve ark. 2016). Proteazlarin en 6nemli diger

kullanim1 ise fibrinolitik enzimler vasitasiyla pihtilarin giderilmesidir (Okafor 2007).

Cizelge 2.3. Ilag olarak kullanilan proteaz enzimi érnekleri.

FDA
Ticari Isim Proteaz Ismi Endikasyonlar Onay Kaynak
Yih
i Yara, yanik, dupuytren, -
Santyle® Kollejenaz peyronie, kronik dermal 1965 G'”'g;gl\;e ark.

iilser.
. . Yara (diyabetik, nekrotik),
Panafil® Papain varis, dental operasyon Yok

sonrasi 6demin zzaltilmasi.

Ramundo ve Gray
2008

Bel fitig1 (kayan diskteki

Chymodiactin® Kimopapain niikleus pulpozus’un 1982 Koksal 2006
giderilmesi).

Yara (nekrotik),

®
Granulex Tripsin iyilesmenin hizlanmasi.

iA®
_ Y K.
NexoBrid Bromelain oy Yok Bharati ve

Yara (cerrahi, siinnet), Chaurasia 2018
yanik, iilser, enfekte
lezyon, iyilesmenin
hizlanmasi.

Elase® Plazmin
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Cizelge 2.3. Tlag olarak kullanilan proteaz enzimi drnekleri (devam).

FDA
Ticari Isim Proteaz Ismi Endikasyonlar Onay Kaynak
Yih
: ® L. Kan pihtisinin ¢6ziilmesi, Blaney ve ark.
Activase Doku plazminojen akut pulmoner embolisi, 2002 2006
® aktivatori kalp krizi, inme, kateter Gelabert ve ark.
Retavase temizlii, 1996 2007
® . Kanin pihtilastirilmasi Chowdary ve ark.
BeneFIX Faktor-1X (Hemofili B) 1997 2001
. Kanin pihtilastiriimasi Razon ve ark
NovoSeven® Faktor-Vlla (Hemofili A ve Hemofili 1999 2005
B).
® : Ameliyat sonras1
Recothrom Trombin kanamalarin durdurulmasi. 2008
Xigris® Aktive protein C Sepsis (kan zehirlenmesi). 2001
. . Istemsiz kas spazmlar
Botox® Botulinum toxin A (sasilik, tik, g6z kapag 1989
segirmesi). Craik ve ark. 2011
. Kistik fibrozis (hastada
Zenpep® Pankreatik proteaz goriilen pankreas 2009
yetmezligi i¢in takviye).
. . Olii dokunun soyulmast,
Penzyme® Atlantik morinasi cildin yenilenmesi ve Yok
genglesmesi.

2.8.10. Kisisel bakim ve kozmetik

Bu alanda papain, bromelain, subtilisin i¢eren iiriinler iiretilmektedir. Bu iiriinler ciltte
soyma (peeling) ve temizleme etkisi yapmaktadir. Bu soyma isleminde 6lii ve hasarli olan
cilt bolgelerinin soyulmasi, boylece cildin piiriizsiiz bir goriiniime kavusmasi
saglanmaktadir (Li ve ark. 2012). Kozmetik i¢in kullanilan proteaz enzimlerinin
eldesinde kullanilan kaynaklar B. subtilis, A. niger ve A. flavus’tur. Giiniimiizde kirigiklar
i¢in uygulanan Botox® tedavisinde de proteaz enzimi kullanilmaktadir (Cizelge 2.3). Dis
macunu ve agiz bakim sularinda yaygin olarak kullanilan proteaz ise papain olup,
dislerdeki plak ve birikintilerin giderilmesinde kullanilmaktadir (Singh ve ark. 2016).
Proteazlar ayrica kontakt lens temizleyicilerinde kullanilmakta, lens iizerinde olusan

protein filmlerinin nazikge temizlenmesini saglamaktadir (Alfa ve Jackson 2001).

2.8.11. Sanat eseri restorasyonu

Ortacagda kitap fasikiillerinin ve ciltlerinin yapistirilmasinda genellikle protein igerikli
dogal yapistirict olan kazein kullanildigi i¢in 1970’li yillardan beri sanat eserinin
temizligi ve restorasyonunda basta proteazlar olmak iizere enzimler kullanilmaktadir

(Wendelbo ve Fosse 1970). Proteazlar 6zellikle 6nceki restorasyonlardan kalan, kazein,
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hayvansal tutkal, albiimin ve yumurta gibi yapistiricilarin kalintilarinin giderilmesinde
kullanilmaktadir (Dyke 2004). Hayvansal tutkallar, kikirdak, deri veya kemikten
iiretilmektedir. Amilazlar, nisasta tutkallarinin ve bitkisel zamklarin; lipazlar ise sentetik
regine, yag ve mumlarin giderilmesinde kullanilmaktadir. Giinlimiizde restorasyon i¢in

tiretilmis enzim kitleri bulunmaktadir (Decoux 2002).

2.8.12. Enantiyoselektif sentez

Proteazlar, enantiyoselektif (asimetrik) sentez yonteminde kullanilmaktadirlar.
Enantiyomer molekiiller, iist liste cakismayan ama biri digerinin aynadaki goriintiisii olan
molekiillerdir. Ornegin L-DOPA ve D-DOPA enantiyomerdir. Bu durum genellikle bu
molekiillerin farkli dzelliklere sahip olmasina sebep olur. Ornegin, L-DOPA, Parkinson
hastaliginin tedavisinde kullanilirken, D-DOPA, beyaz kan hiicrelerinde azalmaya sebep
oldugu i¢in asla kullanilmamas1 gereken kimyasaldir. Yiiksek reaksiyon spesifikligine
sahip olmalar1 nedeniyle enzimler kullanilarak bu enantiyomerlerden sadece birinin
sentezlenmesi saglanabilmektedir (Chhabra ve ark. 2013). B. lentus proteazinin
kullanildig1 bir ¢alismada istenilen enantiyomer, optik acidan miikemmel derecede saf
olarak sentezlenmistir. Sentezlenen bu bilesik diyabetli hastalarda goriilen retinopati ve
noropati tedavisinde kullanilmaktadir (Caille ve ark. 2002). Ticari olarak kullanilan
Novozyme 539HPF ve Subtilisin A proteazlar1 da optik acidan aktif olan amin, alkol,
karboksilik asitlerin sentezinde kullanilmaktadir. Organik molekiil sentezinde enzim
kullaniminin, enzimlerin yiiksek spesifitesi ve reaksiyon kosullarinin ilimliligi, reaksiyon
adimlarinin azalmasi, kimyasal kullaniminin azalmasi, rasemik karisim olugsmadigindan

ayristirma isleminin olmamasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir (Busto ve ark. 2011).

2.8.13. Fotografik filmlerden giimiisiin geri kazanilmasi

Bir¢ok fotografik film glimiis icermekte fakat sadece fotograf ve rontgen filmlerindeki
glimiisiin geri kazanimi miimkiin olmaktadir, ¢iinkii bu filmlerde giimiis jelatin igine
yayillmis sekilde bulunmaktadir. Rontgen filmlerinin agirliginin yaklasik olarak % 1,5-
2’si giimiistiir. Bu glimiisiin geri kazanilmasi i¢in filmleri yakmak, elektroliz yontemi ile

glimiisii okside etmek, kimyasal ¢ozeltilerle jelatini pargalanmak ve enzimatik olarak
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jelatinin hidrolizi olmak tizere 4 yontem bulunmaktadir. Geleneksel ve en fazla kullanilan
yontem olan filmlerin yakilmasi hem kotii kokuya neden olmakta hem de g¢evresel
kirlilige yol agmaktadir. Kimyasal yontemde amonyum tiyostilfat, sodyum tiyosiilfat,
nitrik asit, sodyum hidroksit, sodyum siyaniir gibi kimyasallar kullanilmaktadir. Bu
kimyasallardan bazilar etkisini ¢ok uzun siirede gostermekte, bazilar1 pahali, bazilari ise
calisan saglig1 ve ¢evre agisindan ¢ok biiylik tehlike olusturmaktadir. Enzimatik yontem
olan proteolitik olarak jelatinin par¢alanmasi yontemi hem giivenli olmasi, ¢evreye zarar
vermemesi gibi avantajlar saglamaktadir. Bu yontemde daha c¢ok bakteriyel alkalen

proteazlar kullanilmaktadir (Shankar ve ark. 2010).

Bacillus sp. B21-2, Bacillus sp. B189, B. cereus IND6, B. coagulans PB-77, B. subtilis
NS, Conidiobolus coronatus, Thermoactinomyces sp. RS1 kaynakli alkalen proteazlarin
kullanilarak rontgen filminden giimiisiin geri kazanildiginin bildirildigi birgok aragtirma

mevcuttur (Shankar ve ark. 2010, Verma ve ark. 2014, Nisha ve Divakaran 2014).

2.8.14. Atik yonetimi

Endiistriyel ve evsel atiklarin yonetiminde de enzimler (proteaz, lipaz, karbohidraz,
oksiderediiktaz) kullanilabilmektedir. Bu atiklar canlilar ve ekosistem icin tehlikeli ve
toksik olan bircok kimyasal madde icermektedir. Ozellikle toksik kirleticilerin (&rn.
fenol, aromatik amin, nitril vb. iceren) parcalanarak zararsiz iiriinlere doniismesi yani
detoksifikasyonu i¢in kullanilan ve genellikle mikrobiyal kaynakli olan bu enzimler

uygulamada bazen tek bazen de kombine olarak kullanilmaktadir (Singh ve ark. 2016).

2.8.15. Deri endiistrisi

Enzimler, deri endiistrisinde killarin, epidermis tabakasinin, yapisal olmayan artik
bilesenlerin, yagli bilesenlerin giderilmesini; atik miktarinda azalmay1 saglamaktadir.
Deri islemede kimyasal maddelerin yerine enzim kullanimina imkan vermeyen tek islem
tabaklamadir. Tabaklama 6ncesi islemlerde proteaz enziminin kullanimi 6ne ¢ikmaktadir.
Ciinkii dericilikte enzim kullaniminin temelini sama prosesi olusturmakta; 1slatma ve kil

giderimi gibi iki 6nemli proseste de proteazlar kullanilmaktadir.
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Islatmada notral proteazlar, kil gideriminde alkalen proteazlar, samada ise asidik
proteazlar kullanilmaktadir (Kallel ve ark. 2017). Proteazlar, kil ve diger istenmeyen
proteinlerin (kazein, elastin albiimin, globiilin) hidrolizini; protein yapisindaki kirlerin
yapisinin parcalanip giderilmesini; derideki killarin giderilmesini; deri liflerinin
acilmasini; derinin daha iyi su ¢ekerek sismesini ve yumusamasini (esnemesini); deri
endistrisi kaynakli hayvan atiklarinin bertarafinin saglanmasinda kullanilmaktadir
(Sanghi ve Singh 2012). Lipazlar ise deriye gomiilii haldeki yaglar1 gidererek derinin su
gecirmezligini arttirmaktadir (Puvanakrishnan ve ark. 2015). Pankreas preparatlardaki
karbohidrat sindirimini saglayan amilaz gibi enzimlerin deriye etkisinin olmadigi
diistiniilmiistiir; sonralar1 bu enzimlerin derinin yumusak ve esnek olmasini sagladigi; kil

giderimini destekledigi belirlenmistir (Hammami ve ark. 2017).

Dericilikte en fazla tripsin, kimotripsin, elastaz, papain, katepsin, pepsin, kollejenazlar
kullanilmaktadir. Deri islemede ilk Onceleri pankreatik tripsin kullanilmigtir ancak
sonralar1 yerini bakteriyel ve fungal proteazlar almistir (Thorstensen 1993). Giinlimiizde
derinin islenmesinde kullanilan ve Bacillus sp. kaynakli olan birgok ticari proteaz
bulunmaktadir. Ornegin PrimaTan® (Bacillus sp.), NovoBate® WB (Bacillus sp.),
Proleather® FG-F (Bacillus subtilis, optimum pH: 10.0) samada kullanilmaktadir.
Kirecleme asamasinda yardimci olarak Nue® (Bacillus sp., optimum pH: 12.0-13.0)
kullanilmaktadir. Sama ve kil gideriminde ise Thermoase® (Bacillus stearothermophilus,
optimum pH: 7.0-8.5) kullanilmaktadir (Schaechter 2009, Rampelotto 2016). Kil
gideriminde kullanilabilecegi kabul gérmiis ve en bilinen fungal proteaz enzimi
Aspergillus flavus kaynakli Clarizyme® adi ile patentlenmis alkalen proteazdir. Hatta bu
enziminin samada da kullanilabilecegi belirlenmis ve bu sayede ayn1 anda kil giderimi ve

samanin yapilabileceginin de miimkiin oldugu bildirilmistir (Anonim 2015a).

2.9. Dericilik
2.9.1. Dericilik tarihi

Hayvan derilerinin esneklik, dayaniklilik ve su gecirmez ozelliklerini korunmak ve
gelistirmek i¢in iglendigi deri sanayisinde Tiirkiye bugiin diinyanin en biiylik 11’inci

tedarik¢isi konumundadir (Anonim 2020d). Derinin tabaklanmasi ilk kez M.O. 7000-
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3300 yillart arasinda Giiney Asya Mehrgarh yerlileri tarafindan yapilmistir. Yazili olarak
ilk kez M.O. 3500 yillarinda yazildig: diisiiniilen Siimer tabletlerinde dericilikte feges,
idrar, palamut, nar kabugu, asma yapragi, lizim suyu, yag, siit, sarap, bira, sap
kullanildigindan bahsedilmistir (Akbulut 2012). Ibraniler tarafindan giiniimiize tasinan
yontemde ise killarin giderilmesi i¢in deri, idrar ve feceste ¢ignenmekte ve gevseyen
killar kazinarak uzaklastirllmakta; daha sonra hayvan beyni veya digkisina (genelde
giivercin ve kopek) batirilmakta; son olarak tabaklama ajani uygulanip gerdirilmektedir.

Gerilen deri, nemini kaybederek, tabaklama ajanini absorbe etmektedir (Anonim 2015b).

Dericilikte enzimin preparat seklinde kullanimi gergekte Otto Rohm ile baglamistir.
Ancak 1898 yilinda Joseph T. Wood adli derici, samada asil etkenin digkilar degil
diskilarin icerisindeki bakteri (aslinda enzim) oldugunu diisiinmiis ardindan Popp ve
Becker (1896) tarafindan izole edilmis Bacillus erodiens kiiltiiriinii, odun talas1 ve
amonyum Kklorid ile karigtirarak bir sama preparati elde etmistir. Enzim yerine bakteri
iceren bu preparati Erodin ismi ile piyasaya siirmiistiir (Wood 1912, Whitaker ve ark.
2002). Daha sonra 1910 yilinda Otto R6hm, samada kullanilmasi i¢in s1i8ir pankreasindan
izole ettigi enzimin patentini almis ve bu enzimin "Oropon" markasi ile ticari olarak
satigin1  gergeklestirmistir. Rohm, daha sonra bu enzimlerin kil gideriminde de
kullanilabilecegini diisiinmiis ve 1913 yilinda deriyi "Aranzyme" olarak adlandirilan

enzimle muamele etmis ve killarin kolayca dokiildiigiinti saptamigtir (R6hm 1913).

2.9.2. Deri ve bilesenlerinin yapisi

Hayvan derileri, % 60-65 su, % 25-33 protein, % 5-10 yag ve % 0,1-0,2 mineral
maddelerden olusmaktadir (Arunachalam ve Saritha 2009). Deri, epidermis ve dermis
olmak tizere 2 tabakadan olusmaktadir (Sekil 2.4A). Hayvan derisinde bu tabakalarda
daha ¢ok fibrilli yapiya sahip olan proteinler olan keratin, kollajen ve elastin, globiiler
yapiya sahip olan proteinler albiimin ve globiilin ayrica bir polisakkarit olan

glikozaminoglikan ve az miktarda yag bulunmaktadir (Lee 2017).

Epidermis, lifli yapiya sahip olan keratin proteininden olusmaktadir. Suda ¢éziinmeyen
keratin, deriye mekanik etkilere karst dayaniklilik saglamaktadir. Epidermisin {ist

katmani, kilin deri i¢indeki kisminin etrafin1 saran epidermis tabakasi ve ayrica kilin
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kiitikula ve korteks katmaninda bulunan hiicreler bol miktarda keratin igermektedir.
Ozetle, kil ve epidermisin biiyiikk bir boliimii keratin denilen fibriller proteinden
olusmaktadir. Enzimler, kil kokiindeki basal hiicrelerini ve derinin epidermis tabakasinin

malpighi tabakasi hiicrelerini pargalamaktadir (Sekil 2.4A) (Kamini ve ark. 1999).

Dermiste bulunan bag dokusu elemanlar fibriller (kollajen ve elastin), globiiler (albiimin,
globiilin) ve amorf (glikoprotein ve glikozaminglikan) olmak tizere 3’e ayrilmaktadir.
Aminoasitler, protein molekiilinde bir eksen boyunca dizildiginde fibrilli (lifli)
proteinler, aminoasitler protein molekiiliinde yumak seklinde dizildiginde ise globiiler
(kiiresel) proteinler olugmaktadir. Fibrilli proteinler suda ¢oziinmezken, globiiler
proteinler genellikle ¢oziinmektedir. Kollajen, her biri yaklasik olarak 1000 aminoasitten
olusan 3 polipeptid zincirinin birlesmesiyle olusmaktadir. Sert yapili kollajen, deriye
dayaniklilik, gerginlik, gerilmeye karst mukavemet saglamakta ve ana iskeleti
olusturmaktadir. Esnek yapili elastin ise kollajen lifleri arasinda ag olusturarak deriye
yumusaklik ve elastikiyet saglamaktadir. Glikozaminoglikanlar (asit mukopolisakkarit)
ise art arda tekrarlayan disakkarit tiniteleri igeren diiz karbohidrat zincirleridir; su tutarak,

elastin ve kollajen liflerinin arasin1 doldurmaktadirlar (Lee 2017).

Keratin, dimer denilen 2 adet a-heliks yapisindaki alt iiniteden meydana gelmektedir. Bu
2 alt iinite birbiri etrafinda sarilarak sarimli sarmal (coiled coil) olarak adlandirilan
keratinin dordiinciil yapisini meydana getirmektedir. Keratinini olusturan polipeptid
zincirinin yapisina katilan aminoasitlerin yaklasik olarak % 25°1 sistein iken, diger
aminoasitlerin ¢ogu hidrofobiktir. Bu hidrofobik aminoasitler, 2 alt {initenin birbirine
kenetlenmesini saglamaktadir. Ayrica 2 alt tinitede bulunan sistein aminoasitleri birbirine
distilfid baglari ile baglanmaktadir (Colak ve ark. 2008). Keratin yapisin1 oldukga zay1f
olan hidrojen baglarina, elektrostatik etkilesimler olan gii¢lii iyonik baglarina ve kimyasal

etkilere kars1 ¢ok direncli olan disiilfid baglarina bor¢ludur (Marmer ve Dudley 2005).

Disiilfid baglari, radikal grubunda tiyol (siilfidril, —SH) tasiyan iki sistein arasinda
kurulan ve bu sisteinlerin yapisindaki tiyol gruplarindan hidrojen kaybedilmesiyle olugsan
kovalent baglardir. Bu baglara ayni zamanda sistin baglari, sistin kopriileri, distilfid
kopriileri, disiilfiir kopriileri, ¢apraz baglar denilmektedir (Kvedar ve ark. 1991). Sistin,
iki sistein aminoasitinin ya da kalintisinin birbirine disiilfid bagiyla baglanmis halidir.

Siilfidril gruplar arasinda gerceklesen disiilfid baglari, yapinin saglamliginin artmasini
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saglamaktadir. Disiilfid baglar keratine su, seyreltik asit ve baz ile erimemek, ekstrem
asit ve baz ile sismeme, mekanik etkilere karsi dayaniklilik saglamaktadir. Keratinin
kuarterner yapisinin sabitlenmesini saglayan gii¢lerden biri olan disiilfid kopriilerinin
kirilmas: ile keratin pargalanmakta dolayisyla killar giderilmektedir. Disiilfid baglarinin
olusumu oksidasyon reaksiyonu iken, yikilmasi indirgenme reaksiyonudur. Bu sebeple
kil gideriminde daha ¢ok indirgen maddeler kullanilmaktadir. (Marshall ve ark. 1991).
Killar, epidermis gibi keratinden olugsmakta ve distan igeriye sirasiyla kiitikula, korteks
ve 0z olmak tizere 3 katmandan olusmaktadir (Sekil 2.4B). Kiitikula ve korteks keratinize

hiicrelerden olugurken, 6zdeki hiicrelerde tam bir keratinizasyon goriilmemektedir.

Kil givdesi

Stratum corneum (Korun)

¢ _Stratum lucidum
- —__Stratum granulosum

Stratum spinosum Strat albighi
Epidermis Stratum basale rasm marpigal
) Yag bezi
#"Kan damarlari
R d Medulla (07)
Kil folikiilii Korteks

Kiitikiila

Ter bezi kanah Hipodermis

Ter bezi

A
Sekil 2.4. Deri kesiti (A) ve kilin yapisi (B) (Anonim 2020e, Anonim 2020f).

2.9.3. Deri islenmesi

Derilerin siniflandirilmasi ve kirpilmasi; ham derilerin cins, 1rk, kalite, yore, cinsiyet
ve agirlik, kil boyu, konservasyon sekli gibi niteliklerine gore siniflandirilmasi ve

kullanilmayacak parcalarin kesilmesidir.

Konservasyon; ham derinin mikroorganizma faaliyetleri ile bozulmasini engellemek i¢in
uygulanan yontemdir. Bu amagla tuzlu suya yatirma, tuzlama ve kurutma yontemleri

kullanilarak derideki su miktar1 azaltilmaktadir (Dikmelik 2013).
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Islatma; islenecek deriden kan, idrar, diski, yag, toz, camur, tuz vb. ajanlarin giderilmesi,
derinin yumusamasi i¢in gerceklestirilmektedir. Ayrica derideki eriyebilen proteinlerin
bir kismi 1slatmada tuzlu su etkisi ile kendiliginden uzaklasmaktadir. Giiniimiizde bu
proteinlerin giderilmesi ic¢in 1slatmada nétral ve alkalen proteazlar kullanilmaktadir
(Sanghi ve Singh 2012). Proteazlar bu asamada epidermisin korun tabakasinin
par¢alanmasini saglamaktadir. Amilazlar ise hidrofil polisakkaritlerin giderilmesi igin
1slatmada kullanilmaktadir. Hidrofil polisakkaritler, islatmada siserek deri liflerin
acilmasini zorlastirmakta, agilmayan deri liflerinin arasinda hapsolan globiiler proteinler
deriden uzaklasamamakta ve trlin sertlesmektedir. Dolayisiyla amilazlar, derinin
yumusatilmasi i¢in kullanilmaktadir (Souza ve Gutterres 2012). Islatmada yaglarin

giderilmesini saglayan lipazlar da kullanilabilmektedir.

Kil giderimi; deriden killarin ve epidermisin giderildigi islemdir. Pratikte kire¢ ve
sodyum siilfiir (NazS, zirnik) kullanilmaktadir. Yiiksek konsantrasyondaki kire¢ ve
sodyum siilfiir asir1 alkali bir ortam yaratarak, killarin hamurlasmasina ve sonrasinda
kolaylikla kokiinden ayrilmasina sebep olmaktadir (Sanghi ve Singh 2012). Kil giderimi

islemine 2.9.4’de ayrintilartyla yer verilmistir.

Kireclik (kiregleme); alkali etkisi ile derinin yapisini olusturan kollajen proteininin
ozelliklerini degistirerek, kollajenin lifli olan yapisinin a¢ilmasini yani derinin siki olarak
dokunmus kollajen liflerinin birbirinden ayrismasinin saglanmasidir (Choudhary ve ark.
2004). Bu islemde kil giderimine de devam edilmekte; baz etkisi ile yaglar sabunlasarak
kire¢ sabunlarina doniismekte yani deriden giderilmektedir. Kollajen fibrilleri arasindaki
proteinlerin (globiiler vb.) hidrolizi saglanmakta; pargalanmis bu proteinler bir sonraki
asamada yikanarak giderilmektedir. (Bienkiewicz 1983, Anonim 2017a). Kiregleme

isleminde kireg, zirnik ve sodyum hidrosiilfit kullanilmaktadir.

Kire¢c giderme; deri liflerine baglanmis ve deri lifleri arasinda kalmis kireg
uzaklastirilmaktadir. Ciinkii kire¢ deriye sertlik vermekte; alkaliligiyle samada direng
olusturmaktadir. Bu islemle pH’s1 12.0-13.0 seviyelerine yiikselen derinin pH’s1 7.0-8.5
seviyelerine diistiriilmektedir (Akyiiz ve Bilek 2018). Kisacast pH samadaki enzimlerin
caligmasina uygun (notrale yakin) degerlere diisiiriilmektedir. Bu islemde asitler ve

asitleri tamponlamak i¢in tuzlar kullanilmaktadir (Essays 2018).
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Sama; enzim kullanimi esastir. Samada enzimatik, kimyasal ve fiziksel olmak tizere 3
islem gergeklesmektedir. Enzimatik islem, derideki kollajen haricindeki biitiin
proteinlerin (6rn. deriyi sertlestiren globiiler proteinler) proteazlarla uzaklastirilmasidir.
Boylece sama sonunda derinin i¢i bosaltilmis, deri lifleri agilmistir. Kimyasal islem,
kollajendeki hafif peptizlesmedir. Peptizlesme, kollajen liflerindeki polipeptid zincirleri
arasindaki c¢apraz baglarin lifin saglamligini etkilemeyecek kadar parcalanmasidir.
Capraz baglarin yikilmasi ile agiga ¢ikan polar gruplar, tabaklama ajanlarinin baglanacagi
odaklardir. Fiziksel islem ise sert ve siskin kollajen liflerinin samadan sonra yumusak ve
sigligi gitmis olmasidir (Wilson 1941). Samada hayvansal (domuz, dana pankreasi),
bitkisel (Papaya, Carica papaya), bakteriyel (Bacillus sp.) ve fungal (Aspergillus sp.)
enzimler kullanilmaktadir. Samada pH degeri, nétr veya hafif alkali olmalidir. Hayvansal
sama preparatinin optimal pH’s1 8.0-8.5; bakteriyel sama preparatinin 6.0-7.2; fungal
sama preparatinin ise 3.5-5.0°dir. Hayvansal sama maddesinin optimal pH’s1 hafif alkali
oldugundan samada genelde pankreas kullanilir. Samanin en 6nemli bileseni dana ve
domuz pankreasindan elde edilen ve optimum pH’s1 7.8-8.7 olan tripsindir. Sama
preparatlarinda tripsine ek olarak pankreas enzimlerinden optimal pH’s1 7.8-8.0 olan
kimotripsin, optimum pH’s1 8.5 olan elastaz (tripsin ve kimotripsinin parg¢alayamadigi

elastini pargalamaktadir) bulunmaktadir (Anonim 2012, Shotton ve Hartley 1973).

Yag giderme; derilerideki ham yaglarin giderilmesidir. Bu yaglarin giderilmemesi
derilerin goriiniimiinde bozulmalara sebep olmaktadir. Lipazlar, bakteriyel, fungal ve
pankreas kaynakli olabilmektedir (Cengiz 2002). Pankreas kaynakli lipazin optimum pH
degeri 8.0 oldugundan samada rahatlikla kullanilabilmekte ve bu islemin samada
yapilmasina olanak saglamaktadir. Konvensiyonel yontemde ise kerosen (gaz yagi),

stoddard ¢oziiciisii gibi toksik kimyasallar kullanilmaktadir (Thanikaivelan ve ark. 2004).

Piklaj (pikle, salamura); derinin tuz ve asit ¢ozeltisinde pH’s1 3.0-3.5 olana kadar
bekletilmesidir ve tabaklamaya hazirhiktir. Kire¢ kalintilar1 piklede giderilmektedir.
Ciinkii deride kire¢ varken ve deri asidik olmadan tabaklamaya gecilirse tabaklama ajani

sadece derinin yiizeyine baglanir ve deri igten bozulmaya baslar (Oncii 1968).

Tabaklama (sepileme); kollajen fibrilleri arasindaki baglar giiclendirilerek, derinin

yapisinin fiksasyonudur. Tabaklamada kollajen fibrilleri arasinda kimyasal baglar
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olusturulmaktadir. Bu sayede deri, ¢iiriimeye dayanikli olup, esnek yapisini korur. En

Oonemli sepi ajani bitkisel olarak tanen ve mineral olarak kromdur (Akbulut 2012).

Notralizasyon; derinin alkaliyle pH’s1 5.5 olana kadar muamelesidir. Ciinkii nétralize

olmamis deri boya ve yagi almamaktadir (Anonim 2017a).
Boyama; tabaklama materyali iizerine ¢esitli boyalarin sabitlenmesidir (Anonim 2014).

Yaglama; lifli yapiya baglanan ve lifli yapinin birbiri iizerinde hareketini kolaylastiran

yaglarla derinin muamele edilmesidir. Islem deriyi yumusatmaktadir (Dikmelik 2013).

Kurutma; deriden su ¢ekilerek, deri lifleri arasinda bulunan boya ve yagim, suyla

ilisiginin kesilip liflere baglanmasinin saglanmasidir (Oncii 1968).

Finisaj; renk, kusursuzluk vb. kalite kriterlerinin artmasi i¢in derinin kaplanmasidir.

2.9.4. Deriden kil giderimi

Deriden kilin giderilme mekanizmasi1 ve kullanilan kimyasallar; kil ¢ok yiiksek
oranda keratinden olustugundan keratinin pargalayarak kilin giderimini saglamaktadirlar.
Keratinin parcalanmasi ise disiilfid baglarinin par¢alanmasiyla gerceklestirilmektedir.
Distilfid baglari, bazik (kireg, kostik soda) ve indirgeyici (6rn. sodyum siilfiir) ajanlarla
pargalanmaktadir. Kil gidermede iki odaktaki disiilfid baglar: tahrip edilmektedir. Ilk
odak, epidermisle kilin birlestigi en zayif noktanin yani kilin kokiinii saran kil
folikiiliindeki epidermisin keratinindeki disiilfid baglaridir. Bu epidermisin tahribiyle kil
kokii gevsemektedir. Ikinci odak, dogrudan kildaki keratinin yapisindaki disiilfid
baglaridir. Ozellikle kil kokiindeki geng keratinize dokunun tahrip edilmesi ile killar
gevsemektedir (Essays 2018).

Kil gidermede cesitli kimyasallar kullanilmaktadir. Bunlar;

Kalsiyum hidroksit (Ca(OH)., sonmiis kireg); bazik oldugundan kil keratinindeki disiilfid
baglarini parcalamaktadir (Essays 2018).

Sodyum siilflir (NazS, zirnik); indirgeyici bir bilesik oldugundan keratindeki distilfiir
baglarin1 koparmaktadir. Suda ¢oziliniince sodyum hidroksit (NaOH, kostik soda) ve
sodyum hidrosiilfit (NaSH) olusturmaktadir. Sodyum hidroksit, pH nin yiikselmesine, pH
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yiikselmesi ise deride sismeye sebep olmaktadir. Zirnigin suda ¢oziiniip, hidrojen iyonlari
ile birlesmesiyle olusan siilfidril (-SH) iyonu ¢ok iyi kil gidermektedir. Ciinkii siilfidril
iyonu disiilfid baginin kirilmasi igin siilfiir kaynagidir (Dikmelik 2013).

Sodyum hidrosiilfit (NaSH, sodyum siilfidrat); indirgeyici oldugundan keratindeki
distilfiir baglarmi koparmaktadir (Ma ve ark. 2017). Az hidroksit iyonu agiga
cikardigindan sismeyi engellemekte; bazik ajan kostik sodayla killar1 iyi gidermektedir.

Deriden kilin giderilme yontemleri; banyo, badana ve enzimatik yontem olmak tizere

3 sekilde giderilmektedir.

Banyo yontemi; kilin dogrudan eritildigi bir yontemdir. Bu yontemde bazen kireg,
sodyum siilfiir (Na2S), sodyum hidrosiilfit bazen tek basina bazen de kombine edilerek
hazirlanan bir karisim kullanilir. Kireg, epidermisin yapisinin bozularak gevsemesini;
sodyum siilfiir, killarin eriyerek parcalanmasini; sodyum hidrosiilfit ise kil koklerinin
par¢alanmasini saglamaktadir (Anonim 2017a). Hazirlanan karisim dolap (banyo)
denilen kazanin icinde derilere uygulanmaktadir. Ozellikle yiinii degerli olmayan

biiyiikbas hayvanlarin derilerinde tercih edilmektedir (Dikmelik 2013).

Badana (boyama) yontemi; kil folikiiliindeki epidermal dokunun tahrip edildigi bir
yontemdir. En fazla tercih edilen bu yontemde su, kire¢ ve sodyum siilfiirden olusan
macun derinin et kismina siiriilmektedir. Deriye niifuz eden bu macun, kilin folikiiliindeki
epidermisi parcalamaktadir. Daha sonra killar cekilerek deriden uzaklastirilmaktadir.
Yiinleri degerli kiigiikbas hayvanlarin derilerinde; daha temiz ve yumusak bir deri

sagladig1 icin biiyiikbas hayvanlarin derilerinde tercih edilmektedir (Dikmelik 2013).

Enzimatik yontem; en zararsiz ve en eski metoddur. Terletme (mezamet), otolitik ve

dogrudan enzim olmak tizere 3’e ayrilmaktadir. Bunlar:

-Terletme yontemi: Kil gideriminde kullanilmis en eski metottur. Bu yontemde deriler,
karanlik ve nemli odalarda birakilmaktadir. Ciiriik¢iil bakterilerin sentezledigi proteazlar,
epidermis ve kilin keratinini par¢alanmaktadir. Epidermis yapisinda meydana gelen
gevseme ile killar ¢ekildiginde deriden ayrilmaktadir. Terletme odasinda fazla tutulan
derinin tahrip olmasi, az tutulan deriden killar ¢ekilirken deliklerin olusmasi, islemin

kontrol edilememesi gibi sebeplerden dolay1 pratikte kullanilmamaktadir (Essays 2018).
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-Otolitik yontem: Hiicrenin organellerinden biri olan lizozomlarda bulunan ve hiicre canli
iken inaktif formda bulunan katepsin adl1 proteolitik enzimin faaliyeti ile ger¢eklesen kil
giderimidir. Lizozomal kil giderminde proteinler kadar glikozaminoglikanlarin da

parcalanmasi, dolayisiyla derinin pargalanmasi yontemin dezavantajidir (Zhang 2019).

-Dogrudan enzim yontemi: Kimyasal maddeler yerine alkalen kosullarda aktivite
gosterebilen fungal ve bakteriyel proteazlarin kullanildigi bu yontemde killarin
giderilmesi genellikle 12-16 saat (maksimum 24 saat) siirmekte ve siire sonunda ise
mekanik yontemler kullanilarak killar ¢ekilmektedir. Diger enzimatik yontemlerin aksine
burada enzimler kontrol edilebilmektedir. Clinkii aktivitesi, optimal pH ve sicaklik aralig1
bilinen enzimler kullanilmaktadir (Ward 1985). Alkalen proteazlar, kil koklerinin
sismesini saglamakta ve sonrasinda kil kokiindeki proteinleri parcalayarak, kil deriden
kolaylikla ¢ikarilmasini saglamaktadir (Gupta ve ark. 2002). Kil gideriminde 6zellikle
alkalen proteazlarin kullanilmasinin sebebi, enzimlerin yardimci eleman olarak bazik bir
kimyasal olan kiregle kullanilmasidir. Bilinen alkalen proteazlarin biiyiik bir kismi
mikroorganizmalardan hatta 6zellikle de Bacillus cinsi suslarindan izole edilmistir (Wang
ve ark. 2006). Enzimatik kil giderimi aslinda proteolitik ve amilolitik enzimlerin etkisi
ile gerceklesmektedir. Fakat amilolitik enzimler sadece mukopolisakkaritlerin

par¢alanmasina yardimci oldugundan, etkisi aslinda azdir (Puvanakrishnan ve ark. 2012).

Enzimler deriye uygulanirken 3 yontem kullanilmaktadir. Bunlar banyo (dipping),
badana (painting), piiskiirtme (spraying) olarak adlandirilmaktadir (Puvanakrishnan ve
ark. 2012). Banyo yonteminde istenilen pH degerinde enzim ¢ozeltisinin bulundugu
kazanlara deriler daldirilmaktadir. Bu yontemin dezavantaji enzim ¢dzeltisinin
seyrelmesidir. Bu durum uygulama siiresinin uzamasina veya gereginden fazla enzim
kullanilmasina sebep olmaktadir. Derinin omurga ve boyun kisminda kil giderimi daha
uzun siirdiigiinden, bu yontemde bu bdlgelerde problem ¢ikma olasiligi yiiksektir. Badana
yonteminde, enzim ¢dzeltisi kaolin gibi inert bir malzemeyle karistirilarak macun haline
getirilir. Bu macun derinin et tarafina siiriilmekte, daha sonra deriler macunlu yiizleri
birbirine bakacak sekilde istiflenerek killarin gevsemesi beklenmektedir (Madhavi ve ark.
2011). En yeni teknik olan piiskiirtme (spraying) yonteminde ise enzim ¢dzeltisinin
derinin et tarafina basingli bir sekilde pilskiirtiilmektedir. Enzim c¢ozeltisi basingla

puskiirtiildiigli i¢in enzimin deriye giriskenliginin artmasi, konsantre enzim ¢ozeltilerinin
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bile piiskiirtiilebilir olmasi, kil gideriminin yavas oldugu bélgelere (boyun, omurga) daha

basingli piiskiirtme yapilabilmesi gibi avantajlara sahiptir (Puvanakrishnan ve ark. 2012).

Enzimatik kil gideriminde kullanilan ham enzim preparatindaki proteazlarin keratinaz
aktivitesinin olmast; kollejenaz aktivitesinden yoksun olmasi gerekmektedir. Buna ek
olarak, ham enzim preparatinin kondroitinaz, kitinaz, laminarinaz ve elastaz aktivitesine

sahip olan enzimleri icermesi kil gideriminde avantajdir (Khandelwal ve ark. 2015).

1975°den giiniimiize kadar pratikte enzim preparatlari kiregli ve kirecsiz olmak iizere
stilfiirle birlikte kullanilmaktadir. Yani enzimler halen daha kil gideriminde kimyasallara
yardimci eleman (kil kokleri ve derinin temizligi) olarak kullanilmaktadir. Bu islem i¢in
derinin yas agirlig1 dikkate alinarak, badana yonteminde %1-2 enzim, %5 kireg, %0,5-2
zirnik, %10-20 su kullanilarak macun elde edilmektedir. Banyo yonteminde ise %2

enzim, %5-10 kireg, %2 zirnik, %100 su kullanilmaktadir (Puvanakrishnan ve ark. 2012).

2.9.5. Deri endiistrisi ve cevre

Endiistriyel olarak en kirletici alanlardan olan deri endiistrisinde iiretimin biiyiik
boliimiinde toksik kimyasallar kullanilmakta ve sulu ortamda gerceklesmektedir.
Tiirkiye nin de "yiiksek derecede su sikintisi ¢eken tilkeler" arasinda oldugu g6z oniinde
bulunduruldugunda bu kadar fazla su kullanimin olmas1 endise vericidir (Anonim 2017b).
Deri tiretimindeki islemler, tabaklama Oncesi, tabaklama ve tabaklama sonrasi olmak
tizere 3 grupta toplanmaktadir. Toksik kimyasallarin ¢ogu tabaklama 6ncesi islemlerde
kullanilmakta; enzimler de en fazla tabaklama oncesinde kullanilmaktadir (Dettmer ve
ark. 2011). Geleneksel kil giderimi, deri iiretimi kaynakli kirliliginin ortalama % 80-

90'ma sebep oldugun i¢in iiretimin en kirletici asamasidir (Alessandro ve ark. 2003).

Diinyada 9 000 tabakhanede deri iiretiminin yapildigi tahmin edilmektedir (Anonim
2019¢). 1 ton ham deriden ortalama 0,15 ton islenmis deri elde edilmekte ve bunun i¢in
tabaklanma 6ncesi islemlerde 0,25 ton kat1 atik, 50 ton s1v1 atik olusmaktadir. Yillik 1,8
milyar m? islenmis deri piyasaya siiriilmekte ve bu islemde 2,4 milyon ton camurlasmis
atik ve 250 milyon ton s1v1 atik olustugu tahmin edilmektedir (Basheer ve Umesh 2018).
Uretilen her m? deri basma 0,3 ABD dolar1 atik isleme maliyeti bulunmaktadir
(Arunachalam ve Saritha 2009).
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Deri islemede atiklari tuz, kireg, stilfiirler, asitler, krom tuzlar1 ve boyalardir. Bunlardan

en tehlikelileri krom ve kil giderimininde de kullanilan kireg, siilfiir bilesikleridir.

-Siilfiir bilesikleri, notr ve asidik kosullarda hidrojen stilfiir (H2S) aciga ¢ikarmaktadir.
Renksiz ve ¢ok zehirli bir gaz olan hidrojen siilfiiriin tutugmasi, patlamasi kolaydir.
Dolayisiyla siilfiirlii atiklar, aritim tesisi ¢alisanlart (aritimi yapilirken) ve kanalizasyon
caligsanlar1 (aritim1 yapilmadan kanalizasyona verilmis ise) i¢in tehlikedir. Ayrica notr ve
asidik sartlardaki hidrojen siilfiir, kanalizasyondaki nemde c¢oziinmekte, daha sonra
kanalizasyondaki bakterilerin oksidatif faaliyeti ile siilfiirik asite donlismektedir. Siilfiirik
asit ise kanalizasyon duvarlarindaki aliiminyum ve demiri asindirarak par¢alanmasina

sebep olmaktadir (Anonim 2017a).

-Kireg¢ ise sodyum siilfiiriin ¢amurlagmasina sebep olarak tabakanelerde zaten yiiksek
olan kat1 atik miktarinin daha da artmasina sebep olmaktadir. Kirecin yarattigi diger
olumsuzluk ise yiiksek alkaliliktir. Kire¢ kullanilmadiginda atiklarin pH’s1 nétrale yakin

olacagindan, atiklarin aritimlarinin daha kolay ve ucuzdur (Dettmer ve ark. 2012a,b).

Enzimatik kil gideriminin bir¢ok avantaji bulunmaktadir (Sanghi ve Singh 2012). Bunlar;
-Cevre, insan ve c¢alisan sagligi agisindan tehlike olusturmamaktadir.

-Siilfiir, kire¢ ve kire¢ giderme (asit ve tuz) kimyasallarinin kullanimini azaltmaktadir.
-Kullanilan su miktarin1 azaltmaktadir.

-Atik sulardaki kirliligin karakteristikleri BOD ve COD degerlerini azaltmaktadir.
Geleneksel kil gideriminin tabakhane atiklarindaki Biyokimyasal Oksijen ihtiyact (BOD)
degerinin %84 {inden, Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 (COD) degerinin %75’inden, olusan
toksisitenin % 100’tinden sorumludur (Puvanakrishnan ve ark. 2012). Enzimatik kil
giderimi ise bu degerleri diisiirmektedir. Ornegin, B. subtilis proteazinin kullanildig: kil
gideriminde geleneksel yonteme gére BOD %63, COD ise %79 azalmistir (Senthilvelan
ve ark. 2012).

-Proseste olusan ve desarj edilmezse 6trofikasyona yol agan tuz miktarini1 azaltmaktadir.
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-Derinin kalite kriterlerinde artis saglamaktadir. Ornegin, enzimatik olarak killari
giderilmis deride kimyasal yonteme kiyasla deri daha temiz, pelt rengi daha beyaz,
plriizsiiz, yumusak ve ipeksi olmaktadir. Cilinkii kimyasal yontem deriyi sertlestirmekte
ve rengini ise koyu veya kirik beyaz yapmaktadir. Bu durumun enzimatik yontemde
killarin kirilmak yerine kdkten ¢iktigt yani deride kil kokii kalintis1 kalmadigi; geleneksel
yontemde ise kil kokii kalintisi kaldigi i¢in meydana geldigi bildirilmistir (Vanitha ve ark.

2014). Buna ek olarak derinin esneklik ve mukavemeti artmaktadir.

-Lekelenme olasiligin1 diisiirmektedir. Geleneksel yontemde deride siilfiir lekeleri ve

kireg lekeleri olugabilmektedir.
-Derinin yiizey alaninda daha iyi biiylime ve genisleme saglamaktadir.

-Deriyi daha porlu bir yapiya kavusturmaktadir. Bu durum derinin boya almasi

kolaylastirmaktadir (Hameed ve ark. 1999).

-Samada da ayn1 enzimler kullanilabilmektedir. Bu sayede tiretim siiresi %25 kisaltmakta

dolayistyla iiretim maliyeti de azaltmaktadir (Dettmer ve ark. 2012a,b).

-Kire¢ ve siilfiir gibi atik suda zehirli camur olugsmasina sebep olan kimyasallarin

azaltilmasini saglamaktadir. Bu sayede atik aritimi daha kolay ve ucuz olmaktadir.

-Siilfiirlii bilesiklerin ¢alisanlara verdigi zararlar1 ortadan kaldirmaktadir. Ornegin,
dericilik calisanlarinda akciger, yutak, girtlak, mesane, bobrek, karaciger, burun, dudak,
lenfoma kanserinin daha fazla goriildiigii ve kil gideriminde kullanilan sodyum stilfiir gibi
toksik kimyasallar sebebiyle birgok dliim vakasi rapor edilmistir (Macedo ve ark. 2005,
Nadeem ve ark. 2010).

-Siilfiir kaynakl1 zehirli gazlarin gevreye, atik aritim tesisine ve kanalizasyona verdigi

zararlar1 ortadan kaldirmaktadir.

-Killarin geri kazanimim saglamaktadir. Silfiir kullanimi azot bakimindan zengin bir
kaynak olan killarin hamurlagmasina sebep olmaktadir. Enzimatik kil giderimi bu
hamurlagsmay1 engelledigi i¢in, kaliteli olan yiin ve killarin iyi fiyattan satilabilmesine
imkan saglamaktadir. Bu sekilde geri kazanilmis olan killar sentetik fiber, biyogaz,
yangin sondiiriiciilerde kopiirme ajani, itfaiye personeli giysileri, ugaklarda i¢ doseme

vb. liretiminde; kil pargalar1 ise giibre, yem, aminoasit tiretiminde kullanilmaktadir.
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Son 60 yilda enzimlerin basari ile kullanildigini belirten birgok ¢aligsma yapilmistir. Fakat
dericilikte 6zellikle de kil gideriminde endiistriyel agidan kabul gorebilecek bir seviyeye
gelinememistir. Arunachalam ve Saritha (2009), bu durumu enzimatik kil gideriminin

sik1 kontrol gerektirmesi ve enzim maliyetinin tesvik edici olmamasina baglamaktadir.

2.9.6. Kil gideriminde bakteriyel proteazlar

Kil gideriminde kullanilan proteazlarin ¢ok biiylik bir bolimii Bacillus sp. ve
Streptomyces sp. kaynaklidir (Hosseini ve ark. 2016). Bir¢ok arastirmaci ¢esitli bakteriyel
suslardan (6rn. Bacillus subtilis DM-04, Bacillus subtilis MTCC 5333, Bacillus
lichenformis MTCC 5271, Bacillus pumilus, Alcaligens sp., Lactobacillus sp.,
Pseudomonas aeruginosa MTCC 5270) izole edilen proteazlarin termostabilite, yiiksek
aktivite, ¢oziiciilere kars1 stabilite gibi 6zellikleri tasidigi ve tek basina kil giderimini
sagladigindan tabakhanelerde kullanim potansiyelinin yiliksek oldugunu rapor etmistir
(Rai ve Mukherjee 2010). Kil gideriminde 6nemli olan bir diger bakteriyel cins ise
Streptomyces cinsidir. Kil gideriminde ise Thermoase® (Bacillus stearothermophilus,
optimum pH: 7.0-8.5) kullanilmaktadir (Schaechter 2009, Rampelotto 2016). Bunun
haricinde kil gideriminde Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus,
Bacillus mojavensis, Bacillus pumilus, Bacillus vallismortis, Conidiobolus coronatus,
Lactobacillus sp., Streptomyces fradiae, Streptomyces griseus, Streptomyces moderatus
kaynakli proteazlar kullanilmaktadir (Kamini ve ark. 1999, Choudhary ve ark. 2004,
Houde ve ark. 2004, Mehta ve ark. 2017, Basheer ve Umesh 2018).

2.9.7. Kil gideriminde fungal proteazlar

Kil gideriminde ozellikle Aspergillus cinsi kaynakli proteazlar dikkat ¢ekmektedir
(Shafique ve ark. 2019). Ciinkii kil gideriminde genellikle alkalen proteazlar
kullanilmaktadir. Samada da alkalen proteazlarin kullanilabilmesi sebebi ile iki islemin
ayn1 anda yapilabilmesi sagladig1 i¢in deri endiistrisi uygulamalarinda fungal kaynakl
enzimlerde daha ¢ok Aspergillus cinsi tercih edilmektedir. Literatiirde kireg ve siilfiir
kullanilmadan kil giderimini basarili sekilde gerceklestirildigi A. effusus, A. flavus, A.

fumigatus, A. parasiticus, A. tamari, A. terreus, A. ochraceus, A. oryzae, A. viridinutans,
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A. wentii, Penicillium griseofulvum, Rhizopus oryzae tiirlerinin proteazlarinin kullanildigi
calismalar mevcuttur (Souza ve ark. 2015, Cadirci ve ark. 2015, Yadav ve ark. 2019). Kil
gideriminde kullanilabilecegi kabul gormiis ve en bilinen fungal proteaz enzimi
Aspergillus flavus kaynakli Clarizyme® ad1 ile patentlenmis alkalen proteazdir. Hatta bu
enziminin samada da kullanilabilecegi belirlenmis ve bu sayede ayni anda kil giderimi ve

samanin yapilabileceginin de miimkiin oldugu bildirilmistir (Anonim 2015c).

2.9.8. Kil gideriminde bitkisel ve hayvansal proteazlar

Hayvan ve bitki kaynakli proteazlar kullanilarak derilerdeki killarin giderilmesinin
saglandigin1 ifade eden bir¢ok calisma mevcuttur. Ham pankreatik elastaz ile dana
derisinden killarin giderildigini rapor edilmistir (Burton ve Stadtman 1953). Ananas
(Ananas comosus) meyvesinden izole edilen bromelain kullanilarak derideki killarin
giderildigi rapor edilmistir (Puvanakrishnan ve ark. 2012). Proteazin yardimci eleman
olarak kullanildig1 bir kil giderimi ¢alismasinda ise Adenopus breviflorus meyvesinden
izole edilen proteaz kullanilarak derideki killarin 6 saatte giderildigi bildirilmistir. Daha
sonra aynt meyveden izole edilen noétral proteazla kire¢ ve siilfiir tamamen elimine

edilerek kil giderimi ve samanin tamamlanabilecegi rapor edilmistir (Rose ve ark. 2007).

2.10. Bacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

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

(eubakteria) domainine dahil edilmistir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Bacillus cinsinin taksonomik konumu (Dagmar 2004).

Domain Bacteria (Eubacteria = Gergek Bakteriler)
Sube Firmicutes

Stmif Bacilli

Takim Bacillales

Aile Bacillaceae

Cins Bacillus
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Bacillus, gergek bakteriler domainindeki en eski ve en fazla tiire sahip cinstir. Firmicutes
subesinde bulundugu icin biitiin tiirleri Gr(+) olarak boyanmaktadir. Cubuk (¢omak)
seklinde olan bu cinsin iiyeleri bazen tek baslarina bazen de ¢iftler ya da gruplar halinde
gelismektedir (Mounier ve ark. 2017). Genetik agidan bilinen Bacillus cinsi tiirlerinin
guanin ve sitozin bazlarinin %mol oran1 32-69 arasinda degismektedir. Genomlarinin

biiylikliigii ise 3.35-5.5 Mb araligindadir (Contesini ve ark. 2018).

Bacillus cinsi tiirlerin hiicre boyutlar1 genellikle 3-5 um x 1 pm araligindadir. Bacillus
cinsinin genelinde R tipi denilen kenarlar1 piirtiiklii, yiizeyi piirlizlii ve mat goriinlimde
olan koyu beyaz renkli koloniler goriilmektedir (Lu ve ark. 2018). Cogu mezofildir yani
gelisimleri igin genellikle 35-37°C sicakligi tercih etmektedir. Gelisimleri i¢in genellikle
en uygun pH degeri nétral degerlerdir. Aerobik veya fakiiltatif anaerobik solunum yapan
tiirlere sahiptir (Claus ve Berkeley 1986). Uyeleri katalaz (+) olan bu cinsin baz tiirleri
(6rn. B. subtilis) hareketli peritrik kamgis1 sayesinde hareket edebilirken, bazi tiirleri (6rn.

B. anthracis) hareketsizdir (Guttenplan ve ark. 2013).

Toprak, deniz ve gol sedimenti, tuz batakligi, termal su, kanalizasyon, digki gibi
neredeyse tiim ortamlarda bulunmaktadirlar. Serbest yasayan veya patojen olan tiirleri
icermektedir. Genellikle nemi, oksijeni ve organik madde igerigi iyi topraklarin ilk 10-15
cm’lik kisimda bulunmaktadirlar. Topragin sartlarina gore degismekle birlikte genellikle

1 g toprakta yaklasik olarak 10° -10° tane bakteri bulunmaktadir (Y1lmaz 2003).

Bacillus cinsinin karakteristik Ozelliklerinden birisi olduk¢a dayanikli yapiya sahip
endosporlar1 iiretmeleridir. Bu endosporlar elipsoit, oval, yuvarlak, silindirik, bobrek
veya muz seklinde olup, hiicre icerisinde sentral, subterminal veya terminal olarak
yerlesmektedir. Endospor yapisinin bazen vejetatif hiicreden genis olabildigi de
gorilmektedir (Silva ve ark. 2013). Bacillus cinsi, endospor yapisini olusturmalari
sayesinde genis bir ¢evreye yayilmaktadir. Genellikle prototrof (6rn. B. subtilis) olduklari
halde, oksotrof (B. polymyxa) tiirleri de vardir. Cogu saprofit olarak beslenen bu
mikroorganizmalarin yag ve protein gibi besinleri par¢alama yetenegi ¢ok gelismistir. B.
anthracis, B. cereus, B. pumilus tiirleri hari¢ neredeyse tamami insan ve hayvanlar igin

zararsizdir (Borsa ve ark. 2016).

Cok sayida endiistriyel enzimi liretmelerine ek olarak antibiyotik de tiretmeleri Bacillus

cinsinin énemli olmasinim bir diger sebebidir. Ornegin, B. licheniformis (basitrasin) ve B.
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subtilis (basitrasin, basilisin, subtilin), B. polymyxa (polimiksin) ve B. brevis (gramisidin,
tirosidin) tarafindan {iiretilen antibiyotikler ila¢ olarak kullanilmaktadir (Yang ve Yousef
2018). Ayrica B. subtilis tarafindan tiretilen itiirin bitki patojeni funguslar ile miicadelede
kullanilmaktadir (Kim ve ark. 2010). B. cereus tarafindan iiretilen zwittermisin, bitkilerde

hastalik olusturan bazi bakterilere kars1 kullanilmaktadir (Shafi ve ark. 2017).

Baz1 Bacillus tiirleri logaritmik artis fazinda polihidroksi alkanoat sentezlemektedir, bu

biyolojik olarak bozunabilir plastik iiretiminde kullanilmaktadir (Zaki 2018).

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

daha fazla kullanilmasina yol agmaktadir (Sewalt ve ark. 2016).

2.11. Bacillus Cinsi Proteazinin Genel Ozellikleri

Proteaz enzimlerinin yaklagik olarak % 70’1 Bacillus cinsi kullanilarak elde edilmektedir
(Johnevelsy ve Naik 2001). Bacillus cinsine ait gogu bakteri, proteaz enzimini logaritmik

artis fazi sonrasinda yani duragan fazda sentezlemektedir (Ahmetoglu ve ark. 2015).

Bacillus cinsi ekstraseliiler proteazlarin ¢ogunun serin, sistein ve metallo oldugu rapor
edilmistir. Bu proteazlarin optimal sicaklik degerinin 37-60°C; optimal pH degerinin ise
genellikle pH 6.0-10.0 arasinda oldugu bildirilmistir (Cizelge 2.5). Baskin olarak alkalen

proteaz iireten bu cins noétral proteazlar da tiretmektedir (Contesini ve ark. 2018).

Bacillus proteazlari 8-90 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Kato ve ark. 1992, Devanadera
ve ark. 2016). Fakat bunlarin ¢ogunlugu 50 kDa veya daha diisiik molekiiler agirliga
sahiptir (Vijayaraghavan ve ark. 2012). Bacillus sp. alkalen proteazlar1 genellikle 15-38
kDa molekiiler agirliga sahiptir (Adinarayana ve ark. 2003, Ali ve ark. 2016). Fakat bazi

Bacillus sp. alkalen proteazinin 8 kDa oldugu saptanmistir (Devanadera ve ark. 2016).
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Bacillus subtilis proteazlart genellikle 18-35 kDa molekiiler agirliga sahiptir. Fakat B.
subtilis (natto) proteazinin molekiiler agirligi 90 kDa, B. subtilis USTCMS 1011 alkalen
proteazinin molekiiler agirligi 8 kDa’dur (Kato ve ark. 1992, Devanadera ve ark. 2016).

Bacillus subtilis metalloproteazlari ise 20-30 kDa molekiiler agirliga sahiptir (Park 2004).

Cizelge 2.5. Bazi1 Bacillus suslarinin proteazlarinin karakteristik 6zellikleri.

) Optimal Optimal Mo{ekiiler

Organizma pH Slfgglk ?Eg;n)k Kaynak
Bacillus sp. SM2014 10 60 71 Jain ve ark. 2012
Bacillus sp. HD292 9.5 70 30 Putatunda ve ark. 2018
Bacillus sp. SB12 9 37 41 Briki ve ark. 2016
Bacillus sp. KG5 7 45 48 Ahmetoglu ve ark. 2015
B. subtilis BUU1 11 50 32 Uttatree ve Charoenpanich 2016
B. subtilis USTCMS 1011 11 40 8 Devanadera ve ark. 2016
B. subtilis DM-04 10.5 45 33,1 Rai ve Mukherjee 2009
B. subtilis BLK-1.5 10 50 38 Ali ve ark. 2016
B. subtilis PE-11 10 60 15 Adinarayana ve ark. 2003
B. subtilis (ATCC6633) 10 50 36 Chatterjee ve ark. 2015
B. subtilis W 10 50 38,5 Vijayaraghavan ve ark. 2012
B. subtilis DM-04 10 37 33,1 Rai ve Mukherjee 2009
B. subtilis K-1 10 50 42 Singh ve ark. 2017
B. subtilis AKALY 9 40 40 Hakim ve ark. 2018
B. subtilis FBL-1 9 45 37,6 | Siveark. 2018
B. subtilis VSG-4 9 50 24 Giri ve ark. 2011
B. subtilis GACASS 9 50 41 Sathishkumar ve ark. 2015
B. subtilis DR8806 8 45 37 Farhadian ve ark. 2015
B. subtilis 8 57 15 Hussain ve ark. 2017
B. subtilis USTCMS 1011 8 30 65,4 Devanadera ve ark. 2016
B. subtilis M-11 8 50 32 Sahin ve ark. 2015
B. subtilis (ATCC6633) 7 50 20 Chatterjee ve ark. 2015
B. subtilis KT004404 6 55 28,2 Rehman ve ark. 2017
B. alkalitelluris TWI3 10 60 42,6 Anandharaj ve ark. 2016
B. alveayuensis CAS 5 9 50 33 Annamalai ve ark. 2014
B. amyloliquefaciens 7 50 36,8 Wang ve ark. 2013
B. cereus AT 8 50 46 Vijayaraghavan ve ark. 2014
B. cereus VITSNO4 8 30 32 Sundararajan ve ark. 2011
B. koreensis BK-P21A 9 60 48 Anbu 2013
B. megaterium RRM2 10 60 27 Rajkumar ve ark. 2011

53



Bacillus proteazlari gida, ilag, deterjan ve deri endiistrilerinde, atik aritimi, oligopeptit
sentezi gibi alanlarda kullanilmaktadir (Briki ve ark. 2016). Bacillus cinsi iiyeleri
endiistride en fazla talep goren proteazlar olan notral ve alkalen proteazlari
iiretebilmektedir (Contesini ve ark. 2018). Urettikleri proteazlarin aktivitesinin, sicaklik
ve pH degerlerine olan tolerans ve stabilitesinin yiiksek olmasi da yine endiistriyel acidan
tercih edilmelerini saglamaktadir (Briki ve ark. 2016). Buna ek olarak baz: tiirleri yiiksek
kapasitede protein sekresyonu yapabilmektedir. Ornegin besiyerine litrede 20 gramdan
fazla protein sekresyonu yaptigi rapor edilmis Bacillus tiirleri bulunmaktadir (Harwood
2008). Kisacast aktivitesi yiiksek, pH ve sicaklik gibi gesitli fiziksel etkenlere karsi
toleransi ve stabilitesi yiliksek proteaz enzimi tiretmeleri Bacillus cinsinin proteaz tireticisi

olarak tercih edilmesine neden olmaktadir (Thangam ve Rajkumar 2000).

Bacillus subtilis ise hizli tiremesi, farkli 6zellikte bir¢ok ekstraseliiler proteaz liretmesi ve
GRAS mikroorganizmalar grubunda olmasiyla proteaz iiretimi i¢in en fazla tercih edilen
kaynaklardandir. Ayrica iyi standardize olmus biyokimyasal protokollerin varlig1 proteaz

tiretiminde daha fazla kullanilmasina yol agmaktadir (Farhadian ve ark. 2015).

Bacillus kaynakli bazi ticari proteaz enzimlerine Cizelge 2.6’da yer verilmistir.

Cizelge 2.6. Bacillus kaynakli bazi ticari proteaz enzimleri (Schaechter 2009, Lassoued
ve ark. 2015, Minh 2015, Anonim 2016, Rampelotto 2016, Kalia ve Saini 2017).

Organizma Ticari Uriin
Bacillus sp. BakeZyme® B500BG, Biotouch® ROC, Brewers Compass®, Durazym®,
Enzeco® High Alkalen, Fermgen®, Nue®, NovoBate® WB, Novozyme®
539HPF, Ovozyme®, Protamex®, Properase®, Proleather®, Savinase®,
Thermoase®, Maxacal®, Maxatase®, Maxapem®, Primatan®, Protosol®,
Wuxi®
B. amyloliquefaciens Neutrase®, FNA®, Protin® SD-NY10

B. alcalophilus Porperase®, Opticlean®
B. clausii Everlase®, Kannase®

B. halodurans Esperase®

B. lentus BLAP® S, BLAP® X, Purafect®, PurafectOxP®, FN4®
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Cizelge 2.6. Bacillus kaynakli bazi ticari proteaz enzimleri (Schaechter 2009, Lassoued
ve ark. 2015, Minh 2015, Anonim 2016, Rampelotto 2016, Kalia ve Saini 2017) (devam).

Organizma Ticari Uriin
B. licheniformis Alcalase®, Biofeed Pro®, Enzeco® Alkalen, Enzeco® Nétral, Godo-Bap®,
Novozyme® 243, Proteinase®, Protex® 6L,  Protin® SD-AY10F,
Ronozyme®, ProAct®, Versazyme®
B. polymyxa Dispase I®, Dispase 11®

B. stearothermophilus | Protease S®

B. subtilis Bioprase®, Bioprase® SP-10, Bioprase® conc., Corolase® 7089, Enzeco®
Nétral, Protease N®, Protease 899%, Optimase®, Protex® 30L, Multifect® PR
30L
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Calismada Bursa Uludag Universitesi, Biyoloji Béliimii, Biyoteknoloji ve Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’nda bulunan Tirkiye’nin farkli illerinden toplanmis toprak
orneklerinden daha 6nceden izole edilmis ve en iyi proteaz enzimi aktivitesine sahip yeni

izolat Bacillus subtilis E6-5 susu kullanilmistir (Demirkan ve ark. 2020).

3.2. Yontem
3.2.1. Bakterinin korunmasi ve gelistirilmesinde kullanilan besi ortamlar:

Calismada kullanilan B. subtilis E6-5 susunun saklanmasi (kiiltiir saklama ortami),
gelistirilmesi (6n inkiibasyon ortami) i¢in Cizelge 3.1’°de verilen igerikleri farkli olan besi
ortamlari kullanmilmistir. Kiiltiir saklama ortami ve bakteri gelistirme ortaminin
hazirlanmasinda kullanilan maddeler miktarina uygun olarak hazirlanmis, besiyelerinin
pH’s1 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH kullanilarak pH 7.0’ye ayarlanmis ve sonrasinda 121
°C'de 1,5 atm basing altinda 15 dk. otoklavlanarak sterilizasyonu saglanmistir. Uzun
stireli depolama igin B. subtilis E6-5 susu, %80’lik steril gliserol i¢eren eppendorf

igerisinde -20 °C’de muhafaza edilmis ve stoklar dort ayda bir yenilenmistir.

3.2.2. Proteaz iiretim ortaminin belirlenmesi ve bakteri inkiibasyon kosullar

Proteaz potent B. subtilis E6-5’nin enzim {iretim kapasitesinin belirlenmesi amaciyla 3
farkl icerikli besi yeri kullanilmistir (Cizelge 3.1). Kiiltiir saklama besi yerindeki stok
kiiltiirden steril 6ze ile alinmis olan bakteri kiiltiirii ve icerisinde 30 mL bakteri gelistirme
ortam1 (Cizelge 3.1) bulunan 100 mL’lik erlene ekim yapilmis ve 37 °C’de, 150 rpm
calkalama hizinda 18 saat inkiibe edilmistir. 18 saatlik bakteri kiiltiiriiniin ODsgo (600 hm
dalga boyundaki absorbans) degeri spektrofotometrik (Beckman Coulter DU 700) olarak
Olclilmiis ve steril % 0,9’luk NaCl c¢ozeltisi kullanilarak 0,3 olarak ayarlanmustir.
Spektrofotometrik dlgtimlerde kor olarak % 0,9°luk NaCl ¢6zeltisi kullanilmistir. 600 nm
dalga boyundaki absorbans degerinin 0,3 olmas1 B. subtilis tiirii icin 0,3-1,5x10’
hiicre/mL olarak kabul edilmektedir (Arrieta ve ark. 2006). 600 nm dalga boyundaki
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absorbans degeri 0,3 olan kiiltiirden steril kosullar altinda igerisinde 150 mL proteaz
tiretim besi ortamlar1 (Cizelge 3.1) bulunan 500 mL’lik erlenlere % 1 oraninda agilanmis
ve 37°C’de 150 rpm’de 72 saat inkiibe edilmistir. Ureme ve enzim aktivite tayinleri 16.,
24.,40., 48., 64. ve 72. saatlerde yapilmis ve proteaz iiretiminin maksimum gerceklestigi

besi yeri, bakterinin iireme grafigi ve maksimum enzim {iretim zamani belirlenmisgtir.

Proteaz lretim ortamlar1 hazirlanirken kullanilan maddeler miktarina uygun olarak
tartilmis ve pH’lar1 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH kullanilarak ayarlanmis, ardindan 121
°C'de 1,5 atm basing altinda 15 dk. otoklavlanarak sterilize edilmistir. Otoklav sirasinda
yiksek  sicaklikla ~aminoasit ve sekerler arasinda Maillard reaksiyonu
gerceklesebilmektedir. Bu reaksiyonla olusan karamelizasyonun engellenmesi i¢in glikoz
iceren besi yerine glikoz, otoklav sonrasinda ve besi yeri soguduktan sonra por ¢ap1 0,45
um olan membran filtre kullanilarak eklenmistir. Skim milk i¢eren besi yerinde ise skim
milk, diger ortam bilesenlerinden ayri otoklavlanmis ve otoklav sonrasinda 50 °C’ye

kadar sogumus olan skim milk ve diger bilesenler steril kosullar altinda birlestirilmistir.

Cizelge 3.1. Bacillus subtilis E6-5 susunun korunmasi, gelistirilmesi ve proteaz
tiretiminde kullanilan besi ortamlari.

' Kiiltiir Bakteri Proteaz Uretim | Proteaz Uretim | Proteaz Uretim
I¢erik Saklama | Gelistirme Ortam 1 Ortam 2 Ortam 3
(g/L) Ortam Ortam (Qadar ve ark. (Sevinc ve (Goko6z 2016)
2009) Demirkan 2011)
Nutrient Broth 13 13 - -
Glikoz 1
Fruktoz 1
Gliserol 1
Pepton 10
Maya Oziitii 0,2
Skim Milk 10,2
Tripton 10,2
MgS0O4.7H20 0,1 0,1 0,1
CaCl2.2H20 0,1 0,1 0,1
K2HPO4 0,5 0,5 0,5
NaCl 8
Agar 20
pH 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0
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3.2.3. Bakteri iiremesinin olciilmesi

Bakteri tiremesinin belirlenmesi amaciyla besi yerinin bulanikligi spektrofotometrik
olarak Ol¢tilmistiir. B. subtilis E6-5 susunun Cizelge 3.1°de verilen besi ortamlarinda
3.2.2°de belirtilen sekilde inkiibasyona birakilmasinin ardindan 16., 24., 40., 48., 64. ve
72. saatlerde besi ortamlarindan 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerin 600 nm dalga
boyundaki absorbans degeri spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir. Olciimlerde kor
olarak icerisinde herhangi bir hiicre bulunmayan yani asilanmamais ve steril besi ortamlari
kullanilmistir. 600 nm'deki absorbans degerlerinin okunmastyla bakterinin tireme miktari
belirlenmistir (Sarikaya 1995). Elde edilen OD degerlerinin zamana karsit degisimi

grafiklendirilerek bakterinin besi yerindeki lireme (gelisme) egrisi elde edilmistir.

3.2.4. Tirozin kalibrasyon (standart) egrisi ve hazirlanmasi

Standart egri, derigimi bilinen tirozin ¢dzeltisi kullanilarak, 6rneklerde proteaz enzimi
etkisi ile agi8a ¢ikan tirozin miktariin hesaplanabilmesi i¢in olusturulmustur. Bu amagcla
0-60 pg/mL tirozin igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Yonteme gore 2 U/mL enzim

aktivitesi ile 1 pg/mL tirozin agi8a ¢ikarilmaktadir (Keay ve Wildi 1970).

Yontemde 0,2 M HCI, 0,4 M Na2COs, 1/3 oraninda seyreltilmis Folin-Fenol reaktifi ve
substrat olarak % 0,006’lik (w/v) tirozin ¢ozeltisi kullanilmistir. Tirozin ¢ozeltisinin
hazirlanmasinda ¢éziicii olarak 0,2 M HCI kullanilmustir. Oncelikle biitiin deney tiiplerine
konulacak olan % 0,006 (w/v) tirozin ¢ozeltisi ve 0,2 M HCI c¢ozeltisi miktarlar
hesaplanmigtir. Ardindan deney tiiplerine hesaplanan miktarlarda olacak sekilde % 0,006
(w/v) tirozin ¢ozeltisi ve 0,2 M HCI ¢6zeltisi eklenerek tirozin derigimi 0-60 pg/mL olan
cozeltiler elde edilmistir. Daha sonra hizli bir bigimde ilk deney tiipiine 5 mL 0,4 M
Na,CO3 ¢ozeltisinden ardindan 1 mL 1/3 oraninda seyreltilmis folin-fenol reaktifi
cozeltisi eklenmis ve sonraki deney tiiplerinde de ayni islem tekrarlanmistir. Ardindan
biitiin deney tiipleri vortekslenmis ve 20 dk. karanlik bir ortamda bekletilmistir. Siire
sonunda spektrofotometrik (Beckman Coulter DU 700) yontem kullanilarak 6rneklerin

660 nm dalga boyundaki absorbans degeri, kore kars1 okunmustur.
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Tirozin derisimine karsi, 660 nm’deki absorbans degerleri kullanilarak ¢izilen grafikte
lineer regresyon metodu kullanilmis, standart egri grafigi dogrusunun denklemi ve
regresyon katsayist hesaplanmistir. Buna gore dogrunun denklemi y = 0,011x + 0,0139
iken regresyon katsayis1 R?= 0,9969°dur (Sekil 3.1).

0,3
0,7

0,6

=
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OD660 nm
=

03

y =0,011x + 0,0139
R?=10,9969

1] 10 20 a0 40 50 60 70

Tirozin Derigimi (pg/mL)

Sekil 3.1. Tirozin kalibrasyon (standart) grafigi ve denklemi.

3.2.5. Proteaz aktivitesinin olciilmesi

B. subtilis E6-5 susunun proteaz enzimi aktivitesi 1938 yilinda Anson tarafindan 6ne
stiriilmiis olan metodun Keay ve Wildi (1970) tarafinda modifiye edilmesi ile
olusturulmus olan metod ile hesaplanmistir. Proteaz enzimi aktivitesinin belirlenmesi

amaciyla oncelikle ¢ozeltiler hazirlanmigtir.

Substrat ¢ozeltisi i¢in 2 g kazein 20 mL 0,1 M NaOH c¢ozeltisi icerisinde siirekli
karistirilarak kaynayana kadar 1sitilmis, ardindan karigima 80 mL 0,05M sodyum-fosfat
tampon c¢ozeltisi eklenmistir. pH degerinin 7.0 olarak ayarlanmasinda 1/3 oraninda

seyreltilmis fosforik asit kullanilmistir. Substrat ¢ozeltisi taze olarak hazirlanmistir.

0,1 M sodyum hidroksit (NaOH) ¢6zeltisi i¢in 250 mL distile su igerisinde 1 g NaOH

¢Ozlilmiistiir.

1/3 oraninda seyreltilmis fosforik asit (HsPO4) ¢ozeltisi i¢in 2 birim distile su {izerine 1

birim fosforik asit eklenmistir.
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0,4 M trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 6,53 g TCA tartilmis ve 100

mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. TCA ¢ozeltisi, giinliik (taze) olarak hazirlanmistir.

0,4 M sodyum karbonat (Na2CO3) ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 4,23 g Na,CO3 tartilmis

ve 100 mL distile su icerisinde ¢oziilmiistiir.

1/3 oraninda seyreltilmis folin-fenol reaktifi ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 2 birim distile
su tizerine 1 birim folin-fenol reaktifi eklenmistir. Giinliik olarak taze hazirlanan ¢6zelti,

1siktan etkilenmemesi icin folyo ile kaplanmis sisede ve karanlikta muhafaza edilmistir.

0,05 M sodyum-fosfat tampon ¢6zeltisinin (pH 7.0) hazirlanmasi igin A ve B ¢ozeltileri
hazirlanmistir. pH degerinin 7.0 olmasi i¢in A ¢ozeltisinden 75,7 mL, B ¢ozeltisinden ise
48,4 mL alinarak balon jojede karistirilmis ve son hacim 250 mL olacak sekilde karisima

distile su eklenmistir.

A) 0,05 M NaxHPO4.7H20 ¢ozeltisi igin 2,01 g NaoHPO4.7H20 tartilmis ve 150 mL

distile su igerisinde ¢Oziilmiistiir.

B) 0,05 M NaH2P04.2H.0 ¢ozeltisi igin 0,78 g NaH2PO4.2H20 tartilmis ve 100 mL

distile su icerisinde ¢ozlilmiistiir.

Proteaz enzimi aktivitesi igin B. subtilis E6-5 susunun Cizelge 3.1°de verilen besi
ortamlarinda 3.2.2°de belirtilen sekilde inkiibasyona birakilmasinin ardindan 16., 24., 40.,
48., 64. ve 72. saatlerde besi ortamlarindan 10 mL 6rnek alinmis, +4 °C’de 10 dk. santrifiij
edilerek (6000 devir/dk.) bakteri hiicrelerinin bulundugu alttaki pelet kismi ile enzim
igeren istteki sivi kisim (slipernatant) birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Siipernatant
ham enzim kaynagi olarak kullanilarak Cizelge 3.2.’de de 6zet seklinde verilen proteaz

aktivite tayin basamaklar1 uygulanmistir.

-Aktivite tayini i¢in 1 ornek ve 1 kontrol (kor) olmak iizere 2 adet deney tiipi
kullanilmistir. Ornek tiipiine 1 mL substrat ¢dzeltisi, kor tiipiine 2 mL 0,4 M TCA
cozeltisi konulmus ve tiipler 37 °C’lik su banyosunda 10 dk. bekletilerek reaksiyon

sicakligina getirilmistir.

-Ornek tiipiine 1 mL enzim ¢dzeltisi, kor tiipe ise 1 mL 0,05 M sodyum-fosfat tampon

¢ozeltisi ilave edilmis ve tlipler 37 °C’de 10 dk. inkiibe edilmistir.
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-Inkiibasyon siiresi sonunda 6rnek tiipiine 2 mL TCA ¢ozeltisi, kor tiipiine ise 1 mL
substrat ¢ozeltisi eklenmis ve vortekslenen tiipler 37°C’de 20 dk. bekletilmistir. Daha

sonra piitiirlii yapiin giderilmesi i¢in 6000 rpm’de 10 dk. santrifiijlenmistir.

-Santrifiij sonrasinda siipernatant ve pellet kismin ayrismasi saglanmistir. Ardindan
stipernatanttan 1 mL alinmig ve tlizerine 1 mL 1/3 oraninda seyreltilmis olan folin-fenol
reaktifi ¢Ozeltisi ve 5 mL 0,4 M NaCOs ¢ozeltisi eklenerek vortekslenmis ve 20 dk.
karanlik ortamda bekletilmistir. Siire sonunda 6rnegin 660 nm dalga boyundaki absorbans

degeri, spektrofotometre (Beckman Coulter DU 700) kullanilarak koére kars: okunmustur.

Cizelge 3.2. Proteaz aktivite tayini basamaklari.

Ornek Tiipii Kontrol (Kor) Tiipii

1 mL substrat ¢ozeltisi 2 mL 0,4 M TCA ¢ozeltisi
37°C’deki su banyosunda 10 dk. bekletilir.

1 mL enzim ¢ozeltisi 1 mL 0,05 M Na-P tamponu

Vorteksle karistirilir ve 37°C’deki su banyosunda 10 dk. bekletilir.

2 mL 0,4 M TCA ¢ozeltisi 1 mL substrat ¢ozeltisi
Vorteksle karistirilir ve 37°C’de 20 dk. bekletilir.

Piitiirlii yapinin giderilmesi i¢in 6 000 rpm’de 10 dk. santrifiijlenir.

Siipernatanttan 1 mL alinir.

Stipernatanta 1 mL 1/3 oraninda seyreltilmis folin-fenol reaktifi ¢ozeltisi ve

5 mL 0,4 M Na,COs ¢ozeltisi eklenir.

Vorteksle karigtirilir ve 20 dk. karanlik ortamda bekletilir.

Orneklerin 660 nm dalga boyundaki absorbans degeri kore karst okunur.

Kore karsi okunan absorbans degeri ve standart egri grafigi denklemi kullanilarak
serbestlesen tirozin aminoasiti miktart hesaplanmistir. Keay ve Wildi (1970) tarafindan
One siiriilmiis olan yonteme gore 1 ug/mL tirozin, 2 IU/mL enzim aktivitesine karsilik
gelmektedir. Bir iinite (IU, U) enzim, bir dakikada 1 pumol substratin doniisiimiinii

katalizleyen enzim miktaridir.
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3.2.6. Proteaz iiretimi iizerine besinsel faktorler ve metal iyonlarimn etkisi

Bakterilerin bulunduklar1 besi yerine bagli olarak gelisim ve enzim iiretim kapasiteleri
farkli olabilmektedir. Bu ¢alismada, besinsel parametrelerin (karbon ve azot kaynaklari)
ve metal iyonlarinin proteaz liretimi {izerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla, temel besi
yerindeki karbon, azot ve metal kaynaklar ¢ikarilarak yerine ayni1 oranda olmak {izere

farkli karbon, azot ve metal kaynaklar1 denenmistir.
Karbon kaynaklar1 olarak glikoz, gliserol, fruktoz, siikroz, nisasta, maltoz kullanilmistir.

Organik azot kaynaklar1 skim milk (yagsiz siit tozu), maya Oziitii, pepton, corn steep

liquor (musir 1slatma surubu), tripton ve inorganik azot kaynaklar1 olarak (NH4)2HPOQg,
KNOs3, (NH4)2NO3, (NH4)2SO4 kullanilmistir.

Metal iyonlari olarak MnSOa, LiSO4, FeSQO4, BaCl,, CaClz, MgSO4, KCI, NaCl ve CuSO4

kullanilmastir.

Bakteri asilama ve iiretimi 3.2.2’de belirtilmistir. Uretimler maksimum enzim iiretiminin
saptandig1 saate kadar yapilmis, 6rneklerde lireme ve aktivite tayini yapilmistir. Deneyler

3 kez tekrarlanmus, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler kullanilmistir.

3.2.7. Proteaz uiretimi uizerine fiziksel faktorlerin etkisi

Fiziksel faktorler bakterinin {iremesi ve enzim {iretimi iizerinde oldukga etkili oldugundan
calismada sicaklik, pH, ¢alkalama hizi, inokiilasyon miktar1 ve inokiilasyon yas1 gibi

fiziksel parametrelerin proteaz iiretimi iizerine etkisi aragtirilmistir.

Sicakligin etkisini belirlemek i¢in 3.2.2°de belirtilen bakteri inkiibasyon kosullarindaki
sicaklik derecesi 37 °C yerine 35, 40, 45, 50, 55, 60 °C degerleri kullanilmistir.

pH degerinin etkisini belirlemek amaciyla, temel besi yerinin pH degeri 7.0 yerine 4.0,

5.0, 6.0, 8.0 gibi farkli degerler kullanilmistir.

Havalandirmanin (c¢alkalama hizinin) arastirilmast i¢in 3.2.2°de belirtilen inkiibasyon
kosullarindaki inhiibatoriin ¢alkalama hizi olan 150 rpm yerine durgun ve 50, 100, 200,
250 rpm hizlar kullanilmistir.
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Inokiilasyon miktarmin etkisinin arastirilmasi igin 3.2.2°de belirtilen inokiilasyon miktari

olan % 1 yerine % 2, 3, 4 ve 5 kullanilmistir.

Inokiilasyon yasinin etkisinin arastirilmasi igin 3.2.2°de belirtilen inokiilasyon yas1 olan

18. saat yerine 24., 48. ve 72. saat kullanilmustir.

Calismalarda temel besi yeri kullanilmig, lretimler maksimum enzim {iretiminin
saptandig1 saate kadar yapilmis, bu saatte alinan 6rneklerde bakteri liremesi ve aktivite
tayini gerceklestirilmistir. Boylece proteaz iiretimi i¢in optimal kosullar saptanmistir. Her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama degerler kullanilmistir.

3.2.8. Maksimum proteaz iiretimi icin modifiye ortamin hazirlanmasi

Maksimum proteaz iiretiminin saptandig1 besinsel ve fiziksel faktorler kombine edilmis,
olusturulan bu yeni modifiye ortam ve kosullarda proteaz veriminin arttirilmasi
amagclanmistir. Uretim maksimum enzim {iretiminin saptandig1 saate kadar yapilmis, bu
saatte alinan Ornekte bakteri liremesi ve enzim aktivite tayini yapilmistir. Deney 3 kez

tekrarlanmis ve ¢izelgede ortalama deger verilmistir.

3.2.9. Proteaz enziminin kismi saflastirilmasi

B. subtilis E6-5 susu proteazinin kismi olarak saflastirilmasi i¢in modifiye besi yerinde
maksimum enzim iiretim zamanina kadar tiretilen kiiltiir ortam1 +4 °C ve 6000 rpm’de 15
dk. santrifiij edilmistir. Siipernatant yani ham enzim 4 adimda (amonyum siilfat
coktlirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi) kismi olarak
saflagtirillmistir. Her bir saflagtirma adiminda elektroforez, aktivite tayini ve protein tayini

i¢cin 6rnek alinmistir. Kismi saflagtirma islemleri +4 °C’de gergeklestirilmistir.
Amonyum stilfat ((NH4)2SO.) ¢oktlirmesi;

Ham enzim % 80’lik amonyum siilfat ile ¢Oktiiriilmiistiir. Bu amagla 100 mL ham enzim
icin 52,3 g amonyum siilfat havanda ezilerek toz haline getirilmistir. Ham enzim
icerisinde manyetik balik olan bir behere, beher ise buz dolu bir kap icerisinde olacak

sekilde manyetik karistirici lizerine konulmustur. Yavas hizda calistirilan manyetik
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karistirict iizerindeki ham enzime azar azar amonyum siilfat eklenmistir. Islem sonunda
beher parafilm ile sarilarak +4 °C’de manyetik karistirict ile karistirilir vaziyette 1 gece
bekletilmistir. Daha sonra ¢ozelti, +4 °C’de, 10000 rpm’de 30 dk. santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonrasinda elde edilen pellet tlizerine 15 mL 0,05 M sodyum-fosfat tampon

¢ozeltisi eklenmis ve nazikge pipetaj edilerek pelletin ¢oziinmesi saglanmustir.
Diyaliz;

Protein ¢ozeltisindeki tuzlarin uzaklastirilmasi ig¢in yar1 gecirgen seliilloz membran
(Sigma-Aldrich  D9652, MW cut-off 14 kDa, 33 mm) kullanilarak diyaliz
gerceklestirilmistir. Bu amagla 15 cm diyaliz tiipii kesilmis ve kullanimdan 2 giin
oncesinde yumusamasi i¢in 0,05 M sodyum-fosfat tampon ¢ozeltisine konulmustur. Tek
tip gozenek biiyiikliigiinliin saglanmasi ve agir metallerin giderilmesi i¢in kullanimin
hemen oncesinde diyaliz tiipii distile su ile yikanmistir. Bir ucu sikica baglanmis olan
diyaliz tiipline protein ¢ozeltisi konulmus ve sodyum-fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde
ylizebilmesi i¢in biraz hava boslugu birakilarak diger ucu da baglanmistir. Diyaliz tiipii,
icerisinde 750 mL 0,05 M sodyum-fosfat tampon ¢6zeltisi ve manyetik balik olan beherin
icerisine, beher ise manyetik karigtirici tizerine konulmustur. Diyaliz prosesi +4°C’de ve
yavas hizda gergeklestirilmistir. Tampon ¢ozeltisi 4 saatte bir degistirilmistir. Diyalize
tamponda tuz tespit edilmeyene kadar devam edilmistir. Tamponda amonyum siilfatin
tespiti i¢in tampon ¢ozeltisinden 15-20 mL alinmis ve iizerine sirasiyla 1-2 damla 0,1 N
HCI ve 1-2 damla doygun BaCl; ¢6zeltisi eklenmis, karisimda bulaniklik (BaSOa katisi)

goriilmeyene kadar diyaliz islemi devam ettirilmistir (Trautwein ve Kuhlmann 1982).
Ultrafiltrasyon ile diyalizatin konsantre edilmesi;

Diyalizat ultrafiltrasyon (Merck™ Centriprep™ Centrifugal Filter Units, MW cut-off 10
kDa) tiipiine aktarilmis ve ultrafiltrasyon +4°C ve 5 000 rpm’de 15 dk. olmak iizere

protein ¢ozeltisinin hacmi 5 mL olana kadar siirdiiriilm{istir.
Jel filtrasyon kromatografisi;

Enzimin daha ileri derecede saflastirilmasi igin proteinleri molekiiler biiyiikliigline gore
ayrilmasini saglayan jel filtrasyon kromatografisi yontemi kullanilmistir. Bacillus cinsi
proteazlarin molekiiler agirligi 871 kDa arasinda fakat daha ¢ok 30-40 kDa arasinda

oldugundan kolon dolgu materyali olarak molekiil kiitlesi 3-80 kDa arasinda olan
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proteinleri ayirabilen Sephadex® G-75 kullanilmustir. Cap1 3 ¢cm, uzunlugu 20 cm olan
kolonun hacmi 141 cm?® olarak hesaplanmustir. 1 g Sephadex® G-75 maddesi yaklasik
olarak 12-15 mL su tuttugu i¢in 11 g Sephadex® G-75 maddesi tartilmis, igerisinde 250
mL 0,05 M sodyum-fosfat tamponu bulunan behere konulmus ve nazikge karistirtlmistr.
Ardindan +4 °C’de 1 gece boyunca bekletilerek jelin sismesi saglanmis ve sisen jel,
kolona doldurulmus ve sodyum-fosfat tampon c¢ozeltisi ile kolon dengelenmis yani
kolondan ¢ikan tampon ¢ozeltisi pH degeri 7.0 olana kadar kolon, tamponla yikanmis ve
ardindan kolon 1 gece +4 °C’de bekletilmistir. Kolona dikkatlice enzim 6rnegi konulmus
ve ornek jel i¢ine girdikten sonra ayni tamponla jel eliie edilmistir. Kolondan tamponunun

akis hiz1 2 mL/dk. olarak ayarlanmig ve fraksiyonlar manuel olarak elle toplanmaistir.

3.2.10. Protein miktar1 tayini

Ham enzim ve her bir saflagtirma basamaginda elde edilen 6rneklerde Lowry Metodu
kullanilarak protein miktarlar tayin edilmistir (Lowry ve ark. 1951). Bunun amagla stok

BSA (Bovine Serum Albumin) ve farkli ayiraclar (A, B, C, D, E) hazirlanmistir.

Stok sigir serum alblimini ¢6zeltisinin hazirlanmasi i¢in 0,15 g BSA tartilmis ve 10 mL
distile suda ¢oziilmiistiir. BSA igerigi 15 mg/mL olan bu ¢ozeltiden 1 mL alinarak 100
mL’ye distile suyla tamamlanmistir. Bu sayede BSA icerigi 150 pg/mL olan stok ¢ozelti

elde edilmistir.

Ayrrag A; % 3’liikk Na,COgs ¢ozeltisidir. Bu amagla 3 g Na,COstartilmis ve 100 mL 0,1M

NaOH ¢ozeltisinde ¢oziilmiistiir.

Ayira¢ B; % 1°lik CuS0O4.5H20 c¢ozeltisidir. Bu amagla 0,1 g CuSO4.5H20 tartilmis ve

10 mL distile su icerisinde ¢oziilmiistiir.

Ayirag C; % 2’lik K-Na-Tartarat ¢ozeltisidir. Bu amagla 0,2 g K-Na-Tartarat tartilmis ve

10 mL distile su icerisinde ¢oziilmiistiir.

Aywra¢ D; A, B ve C ayrraclan kullanilarak hazirlanmaktadir. Giinliik olarak taze

hazirlanan D ayiract i¢in A:B:C ayiraglariin orani 50:1:1°dir.

Ayrrag E; 1/2 oraninda seyreltilmis folin-fenol reaktifi ¢ozeltisidir. 1 birim distile su ve

1 birim folin-fenol reaktifiyle taze olarak hazirlanmis ve karanlikta muhafaza edilmistir.
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Orneklerdeki protein miktarinin hesaplanabilmesi igin derisimi bilinen (0-150 pg/mL)
sigir serum albiimin proteini (BSA, Bovine Serum Albumin) ¢ozeltileri kullanilarak
standart egri olusturulmustur. BSA ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda stok BSA ve distile su
kullanilmistir. Deney tiiplerine ilk olarak 0-150 pg/mL BSA igeren c¢ozeltiler
konulmustur. Daha sonra D ayiracindan 5’er mL konulmus ve vortekslenen tiipler 10 dk.
karanlikta bekletilmigstir. Siire sonunda hizli bir bicimde deney tiiplerine 0,5 mL E
ayiracindan eklenmis ve vortekslenen deney tiipleri 20 dk. karanlikta bekletilmistir.
Ardindan spektrofotometrik (Beckman Coulter DU 700) yontem kullanilarak drneklerin
546 nm dalga boyundaki absorbans degerleri, kore karst okunmustur. BSA derisimine
karsi, 546 nm’deki absorbans degerleri kullanilarak ¢izilen grafikte lineer regresyon
metodu kullanilmis, standart egri grafiginin dogrusunun denklemi ve regresyon katsayisi
hesaplanmistir. Buna gore dogrunun denklemi y = 0,0018x + 0,0014 iken regresyon
katsayis1 R? = 0,9968’dir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. BSA kalibrasyon (standart) grafigi ve denklemi.

Ham enzim ve saflastirma basamaklar sirasinda toplanan enzim 6rneklerindeki protein
miktarinin tayin edilmesi i¢in 1 adet kor ve 5 adet enzim Ornegi (amonyum siilfat
coktiirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi) olmak tizere toplam 6

adet deney tiipii kullanilmistir. Spektrofotometrenin okuma araliginin disinda absorbans
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veren enzim Orneklerinin diliie edilmesinde distile su kullanilmistir. Deney protokolii
geregi kor tiipiine 1 mL distile su, ornek tiiplerine ise 1 mL enzim 6rnegi konulmustur.
Daha sonra biitiin deney tiliplerine D ayiracindan 5’er mL konulmus ve vortekslenen
tiipler 10 dk. karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda hizli bir bi¢imde biitiin deney
tiiplerine 0,5 mL E ayiracindan eklenmis ve vortekslenen deney tiipleri 20 dk. karanlikta
bekletilmistir. Ardindan spektrofotometrik (Beckman Coulter DU 700) yontem
kullanilarak orneklerin 546 nm dalga boyundaki absorbans degerleri, kore karsi
okunmustur. Kore karst okunan absorbans degeri ve standart egri grafigi denklemi
kullanilarak orneklerdeki protein miktar1 hesaplanmistir. Deney 3 kez tekrarlanmis ve

degerlerin ortalamasi kullanilmistir.

3.2.11. Saf proteaz enziminin karakterize edilmesi

Saflagtirilan proteaz enziminin karakterize edilmesi amaci ile enzim aktivitesi iizerine
sicaklik ve stabilitesinin, pH ve stabilitesinin ve potansiyel bilesiklerin etkisi
arastirilmistir. Enzimin kinetik Ozellikleri olan Vmax Ve Km degerleri saptanmistir.

Enzimin molekiiler agirligi tespit edilmis ve zimogram analizi de yapilmistir.

3.2.12. Saf enzimin aktivitesi iizerine sicakhgin etkisi

Saf proteaz enziminin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi arastirilmistir. Enzimin optimum
sicaklik degerinin tespiti i¢cin 3.2.5’te belirtilmis olan proteaz enzimi aktivitesinin
Ol¢iilmesi protokolii uygulanmis fakat inkiibasyon sicakligi olarak 37°C yerine 35, 40,

45, 50, 55, 60, 65, 70, 80 °C kullanilmistur.

Enzimin optimum sicaklik degerindeki stabilitesinin tespiti i¢in 3.2.5’te belirtilmis olan
proteaz enzimi aktivitesinin Ol¢lilmesi protokolii uygulanmis fakat inkiibasyon sicakligi
olarak optimum sicaklik degeri, inkiibasyon siiresi olarak ise 10 dk. yerine 20 dk., 30 dk.,
60 dk., 90 dk., 2 sa., 2,5 sa., 3 sa., 4 sa., 5 sa. ve 6 sa. kullanilmistir. Optimal sicaklik
degerinde inkiibasyon siiresi 10 dk. olan enzimin aktivite degeri % 100 olarak kabul

edilerek % bagil aktivite degerleri hesaplanmistir (Pant ve ark. 2015).

Her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama degerler verilmistir.
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3.2.13. Saf enzimin aktivitesi iizerine pH degerinin etkisi

Saf proteaz enzimin aktivitesi tlizerine pH degerinin etkisi arastirilmistir. Enzimin
optimum pH degerinin tespiti i¢in 3.2.5’te belirtilmis olan proteaz enzimi aktivitesinin
Olciilmesi protokolii uygulanmig fakat protokolde kullanilan pH degeri 7.0 olan sodyum
fosfat tampon ¢ozeltisi yerine tampon olarak pH 2.0 ve 3.0 i¢in glisin-HCI; pH 4.0, 5.0
ve 6.0 i¢in sodyum asetat; pH 8.0 i¢in sodyum fosfat; pH 9.0 ve 10.0 i¢in glisin-NaOH

kullanilmis ve enzimin optimum pH degeri belirlenmistir (Stoll ve Blanchard 1990).

Enzimin optimum pH degerindeki stabilitesinin tespiti i¢in 3.2.5’te belirtilmis olan
proteaz enzimi aktivitesinin Ol¢lilmesi protokolii uygulanmis fakat tampon olarak
optimum aktivite goriilen pH degerinde kullanilan tampon kullanmilmistir. Ayrica
inkiibasyon siiresi olarak ise 10 dk. yerine 20 dk., 30 dk., 60 dk., 90 dk., 2 sa., 2,5 sa., 3
sa., 4 sa., 5 sa. ve 6 sa. kullanilmistir. Optimal pH degerinde ve inkiibasyon stiresi 10 dk.
olan enzimin aktivite degeri % 100 olarak kabul edilerek biitiin 6rneklerin % bagil

aktivitesi hesaplanmistir (Pant ve ark. 2015).

Her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.14. Saf enzimin aktivitesi iizerine potansiyel bilesiklerin etkisi

Saf proteaz enziminin aktivitesi lizerine farkli metal iyonu, tuz, ylizey aktif madde ve
rediikleyici bilesiklerin etkisi arastirilmistir. Proteaz enzimi aktivitesinin Olc¢lilmesi
protokolii uygulanmis fakat protokolde kullanilan sodyum fosfat tampon ¢ozeltisine
derisimi 1 ve 5 mM olacak sekilde MnSOs, MgSOs, FeSOs4, ZnSO4, CuSOa4, CaCly,
LiSO4, BaCl,, NaCl, KCI, SDS, EDTA, 2-B-merkaptoetanol eklenmistir. Dolayisiyla
substrat ¢ozeltisinde potansiyel bilesiklere maruz kalarak inkiibe edilen enzimin aktivite
tayini yapilmistir. Potansiyel bilesiklere maruz kalmamis enzimin aktivitesi % 100 olarak

kabul edilmis ve buna gore % bagil aktivite degerleri hesaplanmis ve grafiklendirilmistir.

Deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.
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3.2.15. Saf enzimin kinetik parametreleri

Saf proteaz enziminin Vmax ve Km degerleri farkli konsantrasyonlarda hazirlanan substrat
cozeltileri kullanilarak ¢izilen Lineweaver—Burk grafigi ile tespit edilmistir. Substrat

olarak farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kazein ¢ozeltileri kullanilmustir.

Deney 3 kez tekrarlanmus, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.16. Molekiiler agirhigin tespiti

SDS-PAGE yontemi; proteaz enziminin molekiiler agirhiginin belirlenmesinde

kullanilmistir (Laemmli 1970).
Kullanilan ¢ozeltiler ve jellerin hazirlanmasi;
a) Tris-HCI (0,5 M, pH: 6.8) tamponu

Yiikleme (y1gma, stacking) jelinin ve 6rnek tamponunun hazirlanmasinda kullanilmistir.
Bu amagla 6,05 g Tris Base tartilmis, 80 mL distile su igerisinde ¢6ziilmiis daha sonra saf
HCI kullanilarak pH 6.8 olarak ayarlanmis ve hacim 100 mL olacak sekilde distile su
eklenmistir. pH’s1 kontrol edilmis ve koyu sisede +4°C’de muhafaza edilmistir.

b) Tris-HCI (1,5 M, pH: 8.8) tamponu

Ayirma (separating, running) jelinin hazirlanmasinin  kullamilmistir.  Cozeltinin
hazirlanmasi i¢in 18,17 g Tris Base tartilmis, 80 mL distile su igerisinde ¢6ziilmiis daha
sonra saf HCI kullanilarak pH 8.8 olarak ayarlanmis ve hacim 100 mL olacak sekilde

distile su eklenmistir. pH’s1 kontrol edilmis ve koyu sisede +4°C’de muhafaza edilmistir.
¢) % 30’1uk (w/v) akrilamid ¢6zeltisi

28,8 g akrilamid ve 1,2 g metilenbisakrilamid tartilmis ve bir miktar distile su ile
¢ozdiiriilmiistiir. Toplam hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmis ve Whatman®

Grade 1 (11 pm) filtre kagidi ile siiziilmiistiir. Koyu sisede +4°C’de muhafaza edilmistir.
d) % 20’lik (w/v) SDS ¢ozeltisi

2 g SDS tartilmig ve bir miktar distile su ile ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra toplam hacim

distile su ile 10 mL’ye tamamlanmustir.
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e) % 10’luk (w/v) Amonyum Persiilfat (APS) ¢ozeltisi

1 g APS bir distile miktar su ile ¢ézdiiriilmiistiir. Daha sonra toplam hacim distile su ile

10 mL’ye tamamlanmistir. Cozelti kullanilmadan hemen 6nce hazirlanmistir.
f) Yiiritme (running, elektrot) tamponu

1,21 g Tris Base ve 5,76 g glisin tartilmig, 1000 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir.

Daha sonra ¢ozelti icerisine 1 g SDS konulmus ve ¢ok kisa bir siire karistirilmistir.
g) Ornek tamponu

Orneklerin jele yiiklenmesi i¢in hazirlanan bu tampon, 4 mL distile su, 1 mL Tris HCI
(0,5M, pH 6.8), 0,8 mL gliserol, 1,6 mL % 10’luk SDS ¢d6zeltisi, 0,2 mL % 0,05’1ik
Bromfenol Blue ¢dzeltisi ve 0,4 mL 2-B-merkaptoetanol icermektedir. Ornek tamponu
folyoya sarili olarak +4 °C’de muhafaza edilmistir. % 10’luk (w/v) SDS ¢ozeltisi igin 1
g SDS tartilmis, bir miktar distile su ile ¢6zdiiriilmistiir. Daha sonra toplam hacim distile
su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. % 0,05’lik (w/v) Bromfenol Blue ¢6zeltisi i¢in 0,05 g
Bromfenol Blue tartilmis, bir miktar distile su ile ¢6zdiiriilmiistiir. Daha sonra toplam

hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
h) Boyama ¢6zeltisi

Jelin boyanmasi i¢in hazirlanan bu ¢ozelti, alkol icerdigi ve bu alkoliin ugmasi thtimaline
kars1 taze hazirlanmistir. Bu amacla 0,75 g Coomassie Brilliant Blue R, 125 mL
izopropanolde ¢ozlilmiistiir. Daha sonra karisima 325 mL distile su ve 50 mL asetik asit
eklenmis ve manyetik karistirict yardimiyla 1yi sekilde karismasi saglanmistir. Cozeltide

boya bulundugu i¢in 151k gérmeyecek sekilde muhafaza edilmistir.
1) Yikama ¢ozeltisi

Boyanin jelden uzaklastirilmasi i¢in hazirlanan bu ¢ozelti, alkol icerdigi ve bu alkoliin
ucgmasi ihtimaline olarak taze hazirlanmistir. Yikama ¢ozeltisi, S00 mL distile su, 100 mL

asetik asit ve 400 mL izopropanol ile hazirlanmistir.

j) Yikleme (y1gma, stacking) ve ayirma (separating, running) jeli olmak iizere 2 farkli jel
hazirlanmistir (Cizelge 3.3). Akrilamid orani yilikleme jelinde %3, ayirma jeli ise

%10’dur. APS ve TEMED polimerlesmeyi sagladigi icin jellere en son eklenmistir.
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Cizelge 3.3. SDS-PAGE yontemi i¢in hazirlanan jellerin icerikleri.

Yiikleme (Yigma, Ayirma (Running,
Lo Stacking) Jeli Separating) Jeli
Icerik (% g)) b (% 10%)
Tris HCI (0,5M, pH 6.8) 2,5mL -
Tris HCI (1,5M, pH 8.8) - 5mL
%30’1uk (w/v) Akrilamid 1,1mL 6,8 mL
dH:0 6,1 mL 8 mL
%20’lik (w/v) SDS 50 pL 100 pL
APS (100 mg/mL) 50 pL 100 pL
TEMED 10 uL 10 pL

SDS-PAGE islemi; Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad, USA) dikey elektroforez sistemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Cam plakalar % 70’lik etanol ¢ozeltisi ile temizlenmis
ve daha sonra distile sudan gecirilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Jel dékme
standina silikon yastiklar yerlestirilmistir. Uzun olan ve spacer denilen ¢ikintiy1 igeren
uzun cam plaka ve kisa cam plaka, ¢ergeveye yerlestirilmis ve diiz bir zeminde camlar
cergeveye sikistirilmistir. Bu ¢erceve, jel dokme standina mandallar kullanilarak
sikistirtlmistir. Daha sonra bu yapiya tarak oturtulmus ve tarak diginin 1 cm alt1 kalemle

isaretlenmistir ve tarak ¢ikartilmistir.

Cizelge 3.3’te belirtilmis olan ayirma jeli hazirlanmistir. En son igerisine sirasiyla APS
ve TEMED eklenmis olan jel ¢ozeltileri hafifce karistirilmis ve hi¢ zaman kaybetmeden
cam plakalar arasina kalemle isaretlenen yere kadar dokiilmiistiir. Jelin {izerine izopropil
alkol dokiilerek, tist yiizeyin diizgiin bir sekilde donmasi igin yaklasik olarak 1 saat
beklenmistir. Donan jeldeki izopropil alkoliin giderilmesi i¢in iizerine distile su dokiilerek
yice yikanmig; ardindan kurutma kagidiyla jelin {izerindeki fazla su da giderilmistir.
Ardindan Cizelge 3.3’te belirtilmis olan yiikleme jeli hazirlanmis, son olarak igerisine
sirastyla APS ve TEMED eklenmis ve hafifce karistirilmis olan jel hi¢ zaman
kaybetmeden cam plakalar arasina ayn1 yontemle dokiilmiis, donmas1 beklenmeden tarak
cam plakalar arasima yerlestirilmistir. Donma tamamlandiktan sonra tarak dikkatlice
cikarilmis ve bu sekilde 6rneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur. 2 mL’lik
ependorf tiipiine saflastirilmis enzim orneklerinden 75 pL konulmus ve iizerlerine 175
uL 6rnek tamponu eklenmistir. Hafifce pipetaj edilerek karismasi saglanan 6rnekler 5 dk.
boyunca kaynar suda kaynatilmistir. Kaynayan Ornekler, jeli eritme riskine kars1 5 dk.

oda sicakliginda bekletilmistir.
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Kaset olarak adlandirilan 2 cam plaka ve jelden olusan yapi, tank icerisine Ozenle
yerlestirilmistir. Tank, yiiriitme (running, elektrot) tamponu ile doldurulmustur.
Molekiiler agirligin tespit edilebilmesi i¢in birinci kuyucuga 5 pL marker (Prestained
Protein Marker 11-190 kDa, Cell Signaling Technology, USA), diger kuyucuklara ise 10
pL érnek yiiklenmistir. Tanka 80 V akim verilerek elektroforeze baglanmistir. Ornekler,
ayirma jeline gectigi zaman akim 150 V olarak ayarlanmis ve izleme boyasi jelin 1 cm
altina ulastiginda elektroforez islemi sonlandirilmistir. Elektroforez sonrasinda kasetten
cikarilan jel, boyama ¢ozeltisinde 1 gece 50 rpm’de ¢alkalanmistir. Boyanmis olan jelin
yikanmasi islemine gecilmistir. Bu amagla yikama c¢ozeltisi igerisine alinan jelden
boyanin giderilmesi saglanmistir. Bu islem 50 rpm’de 3 saat siirmiis olup her saat jelin
bulundugu yikama ¢ozeltisi degistirilmistir. Ardindan jel yikama ¢dzeltisinden ¢ikarilmis

ve orneklerin molekiil agirliklari, standartlar baz alinarak belirlenmistir.

3.2.17. Zimogram analizi

Zimografi, enzimin substratina dayali olarak hidrolitik enzimlerin tespiti i¢in kullanilan
elektroforetik bir tekniktir. Bu ¢caligmada da jelde proteazlarin aktivitesini saptamak i¢in
gerceklestirilmis olan zimogram analizi Vijayaraghavan ve arkadaslar1 (2014) tarafindan
gergeklestirilmis yonteme gore yapilmistir. Ancak yontemde substrat olarak kullanilan
kazein yerine ¢alismada jelatin kullanilmistir (Cizelge 3.4). Buna ek olarak yontemde
denatiire edici ajan (2-B-merkaptoetanol) ve kosullar (kaynatma) kullanilmamaistir.
Zimografide elektroforez iglemi sonuna kadar biitiin basamaklar SDS-PAGE yonteminde
verilen sekilde gerceklestirilmistir. Farkli olarak ornekler kaynatilmamis ve ayirma
jelinde sisteme 100 V akim verilmistir. Elektroforezden sonra SDS’in jelden
uzaklastirilmasi iglemine gecilmistir. Bu amagcla kasetten ¢ikarilan jel, 200 mL 0,05 M
sodyum-fosfat tamponu (pH 7.0) bulunan kapta 5 dk. 50 rpm’de ¢alkalanmis ve en distile
sudan gecirilmistir. SDS giderme tamponu (% 1°lik Triton X-100 ¢dzeltisi) bulunan kapta
90 dk. 50 rpm’de calkalanmis ve Triton X-100’iin giderilmesi i¢in distile su ile
yikanmistir. Daha donra jelin boyanmasi i¢in jel, boyama ¢ozeltisi i¢erisinde 50 rpm’de
2 saat ¢alkalanmistir. Boyanmis jelin yikanmasi i¢in yikama ¢ozeltisi igerisine alinan jel,
10 dk. 50 rpm’de calkalanmis ve aralikli olarak jelin bulundugu yikama ¢dzeltisi yenisi

ile degistirilmistir. Jelde agik zonlar belirginlesene kadar 50 rpm’de ¢alkalamaya devam
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edilmis ve bu sayede jel lizerinde aktif bantlarin goriiniir hale gelmesi saglanmistir. Daha
sonra jel, yikama ¢ozeltisinden ¢ikarilmis ve seffaflasan zonlarin molekiil agirhigi,

standart proteinler baz alinarak belirlenmistir.

Zimografide, jelin i¢ine substrat olarak hazirlanan jelatin ¢ozeltisi (5 mg/mL) i¢in 10 mL
distile suya 0,05 g jelatin konulmus, jelatin eriyene kadar alevde 1sitilmistir. Ornek
tamponu 2-B-merkaptoetanol igermemekte; boyama ve yikama ¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda metanol kullanilmaktadir. SDS giderme tamponu ise SDS denatiire edici
ajaninin jelden uzaklagtirilip, enzimin tekrar fonksiyonel hale gelmesini saglamaktadir.
Bu amagla kullanilan %1°lik (v/v) Triton X-100 noniyonik deterjaninin hazirlanmasi i¢in

2 mL Triton X-100 tizerine Na-P tamponu (0,05M) eklenerek 200 mL’ye tamamlanmuistir.

Cizelge 3.4. Zimogram analizi i¢in hazirlanan jellerin icerikleri.

fcerik Yiikl_eme (Y}gma, Aylrn_la (Run_ning,
Stacking) Jeli (% 3) | Separating) Jeli (% 10)
Tris HCI (0,5M, pH 6.8) 2,5 mL -

Tris HCI (1,5M, pH 8.8) - 5mL
% 30’luk (w/v) Akrilamid 1,1 mL 6,8 mL
dH-0 6,1 mL 6 mL
Jelatin (5 mg/mL) - 2mL
% 20’lik (w/v) SDS 50 uL 100 pL
APS (100 mg/mL) 50 uL 100 pL
TEMED 10 pL 10 pL

3.2.18. Ham enzimin depolanma stabilitesinin belirlenmesi

Ham enzimin depolanma sicakligina bagli olarak stabilitesini saptamak amaciyla
modifiye ortamda inkiibe edilmis olan kiiltiir, +4 °C ve 6 000 rpm 10 dk. santrifiij
edilmistir. Stipernatant, ham enzim olarak kullanilmigtir. Ham enzimin ilk aktivitesi tayin
edildikten sonra 50 mL oda sicakliginda (20 °C), 50 mL +4 °C’de, 50 mL -20°C’ de olmak
tizere 3 gruba ayrilmistir. Her 15 giinde bir enzim Orneklerinin aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.
Proteaz aktivitelerindeki degisim, baslangi¢ aktivitelerine (%100) gdre hesaplanarak

bagil aktivite (%) olarak verilmistir.
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3.2.19. Deriden kil giderimi (dehairing)’nde proteaz uygulamasi

Yeni izolat B. subtilis E6-5 susundan izole edilen ham ve konsantre proteaz enziminin
keci, koyun ve dana deri orneklerindeki killar1 giderme potansiyeli arastirilmistir. Buna
ek olarak kimyasal madde kullanilarak da kil giderimi gergeklestirilmis ve sonuglar
enzimatik islem ile karsilastirilmistir. Bu amagla Bursa’da bulunan Kum Gida Akgalar
Mezbahasi’ndan koyun, keg¢i ve dana derileri temin edilmistir. Deriler kil ylikiiniin fazla
oldugu sirt kismindan alinmistir. Derilerden kil giderme isleminde Zambare ve
arkadaslar1 (2007) tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir. Buna gore tuzlanmis
deriler dncelikle musluk suyu ile yikanmis ve derilerden 3x5cm? pargalar kesilmistir.

Tim islemler agz1 agik petride ve oda sicakliginda (20 °C) gergeklestirilmistir.

Konsantre enzim uygulanan deri 6rnekleri, igerisinde 10 mL konsantre enzim bulunan
petrilere derilerin, killi yiizii petri tabanina bakar vaziyette konulmustur. Ham enzim
uygulanan deri 6rnekleri ise igerisinde 50 mL ham enzim bulunan petrilere batirilmistir.
Kimyasal madde uygulanan deri 6rnekleri igerisinde 50 mL kimyasal karisim bulunan
petrilere batirilmistir. Bu 3 deney grubundaki deriler killar tamamen giderilene kadar oda
sicakliginda (20 °C), agz1 agik sekilde inkiibe edilmis ve belirli araliklarla derilerdeki
killar c¢ekilerek killarin dokiiliip dokiilmedigi kontrol edilmistir. Tamamen killar
giderilmis olan deri 6rnegi zaman kaybetmeden sirasiyla ¢cesme suyu ve distile su ile
yikanmis ve histolojik analiz i¢in hazirlanmistir. Kontrol olarak hazirlanmis olan deri
orneklerindeki killar ise jilet yardimiyla traglanmig ardindan zaman kaybetmeden

sirastyla cesme suyu ve distile su ile yikanmis ve histolojik analiz i¢in hazirlanmstir.

Kimyasal yontem ile kil giderimi i¢in karisim hazirlanmistir. Bu amagla 100 mL ¢esme
suyu, 10 g kire¢ ve 2 g zirnik (sodyum siilfiir, Na2S.7H20) karigtiritlmistir. Zirnik ciltte

tahrise sebep olabilecegi i¢in eldiven ile ¢alisilmistir.

3.2.20. Derilerin histolojik analizi

Enzimatik ve kimyasal yolla killar1 giderilmis olan deri 6rnekleri ve kontrollerinin
histolojik analizi yapilmistir. Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’'nda gerceklestirilmis olan incelemede derinin kil

gbzeneklerinde kil kalintisinin, kollajen yapisinda hasarin olup olmadig: tespit edilmistir.
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Bu amagla killar1 enzim (6809 U/mL), kimyasal madde (kire¢ ve zirnik), jilet (kontrol)
ile giderilmis olan deri drneklerinden 1cm?’lik parcalar kesilmis, yikanmis ve %10’luk
tamponlu noétral formalin soliisyonunda 24 saat fikse edilmis (Sivasubramanian ve ark.
2008). Fiksasyon sonrasinda artan oranda etanol serilerinden gecilerek dehidratasyonu
(suyunu kaybetmesi) saglanmis, ardindan parafilm bloklara gomiilmiis, parafilm
bloklardan mikrotomla 5 pm kalinliginda seri kesitler alinmis ve kesitler lamlara
yerlestirilip 1 gece bekletilmistir. Sirasiyla deparafinizasyonu (parafilmden arindirma) ve
azalan oranda etanol serilerinden gecirilerek rehidratasyonu saglanan kesitler,
Crossman’in (1977) iclii boya teknigi ile boyanarak incelenmis ve kesitlerin
fotomikrograflart gekilmistir. Crossman’in (1977) liglii boya tekniginde anilin mavisi,
fosfotungustik asit ve Haris’in hematoksileni kullanilmigtir. Anilin mavisi, bag dokusunu
mavi; fosfotungustik asit, sitoplazmay1 pembe; Haris’in hematoksileni ise niikleusu koyu

mavi veya siyah boyamuistir.

% 10’luk tamponlu nétral formalin i¢in 20 mL % 37-40’lik formalin, 180 mL distile su,
0,8 g NaH2PO4 ve 1,3 g Na;HPO4 karistirilmis ve +4°C’de muhataza edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Proteaz Uretim Ortaminin Belirlenmesi

Bacillus subtilis E6-5 susunun proteaz iiretim ortamini belirlemek {izere denemeye alinan
3 farkli igerikli besi yerlerinde 16., 24., 40., 48., 64. ve 72. saatlerde lireme ve enzim
aktivite tayinleri yapilmistir. Enzim iiretimini maksimum gerceklestirdigi besi ortami
belirlenmis ve en iyi besi yeri, 3 numaral1 besi yeri olarak saptanmistir (Cizelge 4.1). Bu
besi yerinde maksimum enzim aktivitesi 360 U/mL olarak 40 saatte elde edilirken,
maksimum tireme ODggo 2,0 olarak 40 saatte elde edilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil
4.2). Daha sonraki ¢alismalara se¢ilen bu temel besi yeri ile devam edilmistir.

Cizelge 4.1. Bacillus subtilis E6-5’in 3 farkli besi yerindeki iireme ve proteaz
tiretimlerinin karsilastirilmasi.

Besi yeri 1 Besi yeri 2 Besi yeri 3
Inkiibasyon (Qadar ve ark. 2009) (Sevinc ve Demirkan 2011) (Gokoz 2016)
Siiresi (sa.) ODs0o U/mL ODs0o U/mL ODs0o U/mL
16 0,2 47 0,4 66 1,3 150
24 0,3 54 0,5 76 15 292
40 03 60 0,6 95 2,0 360
48 0,4 69 0,6 115 1,9 324
64 0,4 72 0,7 131 1,8 199
72 0,3 68 0,6 128 1,7 176
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Sekil 4.1. Bacillus subtilis E6-5’in farkli igerikli besi yerindeki iiremelerinin
karsilastirilmasi.

76



==i==Besi yeri 1 ==Besiyeril == Resi yeri 3
400

350

300

150

200

Enzim Aktivitesi (U/mL)

>

L]

o ————

16 4 40 48 64 T2
Inkiibasyon Siiresi (sa.)

Sekil 4.2. Bacillus subtilis E6-5’in farkli i¢erikli besi yerindeki proteaz iiretim
kapasitelerinin karsilastiriimasi.
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Sekil 4.3. Bacillus subtilis E6-5’in Besi yeri 3 (Cizelge 3.1)’de proteaz iiretim kapasitesi
ve lireme degerlerinin zamana bagli degisimi.
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4.2. Proteaz Uretimi Uzerine Besinsel Faktorler ve Metal Iyonlarimin Etkisi

Enzim tiretimi ortamda bulunan besinsel faktorlere bagl oldugundan dolayi, temel besi
yerindeki karbon (C), azot (N) ve metal iyonu kaynaklar1 yerine farkli karbon, azot ve

metal iyon kaynaklar1 denenmistir.

Karbon kaynaklarmin bakteri {ireme ve proteaz enzim iretimi iizerine etkilerini
aragtirmak amaciyla 5 farkli karbon kaynagi kullanilmistir. Cizelge 3.1°de igerigi verilen
temel enzim iretim ortaminda karbon kaynagi olarak kullanilan Gliserol yerine, ayni
oranda (%0,1) karbon kaynagi olarak Glikoz, Fruktoz, Siikroz, Nisasta ve Maltoz
kullanilmistir. Bakteri tiretimi 3.2.2°de belirtildigi gibi yapilmis olup, bakteri maksimum
enzim iiretiminin elde edildigi 40 saat siiresince inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda

alian orneklerde tireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmigtir (Cizelge 4.2, Sekil 4.4).

Bacillus subtilis E6-5’in proteaz enzim iiretimi agisindan karbon kaynagi tercih siralamasi
sirayla Siikroz > Nisasta > Fruktoz > Glikoz > Gliserol (Kontrol) > Maltoz olarak
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada maksimum enzim iiretiminin elde edildigi Siikroz
iceren ortamdaki enzim {liretimi (474 U/mL), kontrol ortamina gére (360 U/mL) %32
oraninda artmugtir. Karbon kaynagi olarak Nisasta kullaniminin enzim {iretimini %27
arttirdig, Maltoz kullaniminin ise %22 oraninda azalttig1 saptanmistir (Cizelge 4.2, Sekil
4.4).

Bakteri liremesi agisindan ise karbon kaynag tercih sirast Nisasta = Fruktoz > Siikroz =

Gliserol (Kontrol) > Glikoz > Maltoz olarak saptanmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.4).

Cizelge 4.2. Farkli karbon kaynaklarinin iireme ve proteaz iiretimi iizerine etkisi.

Karbon Kaynaklari ODeoo U/mL Bagil Aktivite (%)
Gliserol (Kontrol) 2,0 360 100
Glikoz 1,9 392 109
Fruktoz 2,1 420 117
Siikroz 2,0 474 132
Maltoz 18 282 78
Nisasta 2,1 456 127
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Sekil 4.4. Farkli karbon kaynaklarinin {ireme ve proteaz iiretimi iizerine etkisi.

Azot kaynaklarmin Bacillus subtilis E6-5 susunun iiremesi ve proteaz enzim iretimi
lizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla Cizelge 3.1°de igerigi verilen temel enzim {iretim
ortaminda organik azot kaynagi olarak kullanilan Tripton ¢ikarilarak yerine, ayni oranda
(%1,02) organik azot kaynaklari olan Skim milk (yagsiz siit tozu), Maya 0ziitii, Pepton,
Corn steep liquor (musir 1slatma surubu); inorganik azot kaynaklari olan (NHs)2HPOg,

(NH4)2NOs3, (NH4)2S04, KNO3 kullanilmustir.

Bakteri retimi 3.2.2°de belirtildigi gibi yapilmis olup, bakteri maksimum enzim
tiretiminin elde edildigi 40 saat siiresince inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda alinan
orneklerde lireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir. Denemeye alinan organik azot
kaynaklar1 varliinda enzim tiretiminde bir artis gozlenmezken, inorganik azot kaynaklari

varliginda dramatik diigiigler saptanmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.5).

Bacillus subtilis E6-5 susunun enzim iiretimi agisindan azot kaynagi tercihi sirasiyla
Tripton (Kontrol) > Maya oziitii > Pepton > Corn steep liquor > Skim milk olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.5).

Bakteri iiremesi agisindan ise azot kaynagi tercih siras1 Tripton (Kontrol) > Corn steep

liquor > Maya 6ziitli > Pepton > Skim milk olarak saptanmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.5).
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Cizelge 4.3. Farkli azot kaynaklarinin {ireme ve proteaz {iretimi iizerine etkisi.

Azot Kaynaklari ODs0o U/mL Bagil Aktivite (%)
Tripton (Kontrol) 2,0 360 100
Pepton 1,2 212 59
Maya Oziitii 1,3 229 64
Skim Milk 1,1 66 18
Corn Steep Liquor 1,5 185 51
(NH4)2HPO4 0,1 7 2
(NH4)2NOs 0,1 1 0,3
(NH4)2S04 0,1 2 0,5
KNOs3 0,1 1 0,3
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Sekil 4.5. Farkl1 azot kaynaklarinin {ireme ve proteaz tiretimi lizerine etkisi.

Metal iyonlarmin B. subtilis E6-5 susunun gelisimi ve proteaz liretimi {izerine etkisini
aragtirmak {izere yapilan ¢aligmalarda temel besi yeri olan kontrol ortamindaki %0,01
CaClz + %0,01 MgSQOg4 yerine toplam %0,02 oraninda MnSOa, LiSO4, FeSO4, BaCly,
KCI, NaCl, CaClz, MgSO4 ve CuSO; gibi farkli metal iyonlari kullanilmistir. Ayrica ayni

metal iyonlar1 %0,01 oraninda da denemeye alinmistir.
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Bakteri iretimi 3.2.2°de belirtildigi gibi yapilmis olup, bakteri maksimum enzim
tiretiminin elde edildigi 40 saat siiresince inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda alinan

orneklerde iireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.6).

Elde edilen sonuglara gore en yiiksek enzim iiretimi %0,01 oraninda CaCl; varliginda
%13 oraninda bir artisla elde edilmistir. Bacillus subtilis E6-5 susunun enzim {iretimi
acisindan metal kaynagi tercihi sirasiyla %0,01 CaCl, > %0,01 CaCl; + %0,01 MgSO4
(Kontrol) > %0,01 BaCl, > %0,02 CaCl; olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.6).
Denemeye alinan metal iyonlarinin enzim iiretimi iizerine inhibitdr etki yarattig1 6zellikle

CuSOg4’1n giiclii bir inhibitdr etkisinin oldugu saptanmistir (Cizelge 4.4).

Kontrol temel besi yerinde birlikte bulunan CaCl, ve MgSO4 ayr1 ayr1 denemeye

alindiginda, MgSO4 varliginda enzim iiretiminin diistiigi saptanmistir (Cizelge 4.4).

Bakteri tarafindan ikinci tercih edilen %0,01 BaClz, %0,01 CaCl, ve %0,01 MgSOs ile
ayri1 ayri tekrar kombine edildiginde (Cizelge 4.5), %0,01 BaCl, + %0,01 CaCl, varliginda
enzim aktivitesi 507 U/mLolarak saptanmis ve enzim iiretiminde %41’lik bir artig

saptanmistir.

Cizelge 4.4. Metal iyonlarmin iireme ve proteaz liretimi tizerine etkisi.

Metal % 0,01 Metal Iyonu % 0,02 Metal Iyonu
Kaynaklar1 ODsoo | U/mL | Bagil Aktivite | ODgoo U/mL Bagil Aktivite

(%) (%)

CaCl, + MgSO4 * 2,0 360 100 - - -
BaCl, 19 292 81 1,8 135 38
KCI 1,7 129 36 1,7 134 37
NaCl 1,7 126 35 18 135 38
LiSO4 1,7 139 39 1,7 129 36
MnSO4 18 144 40 18 186 52
CuSOq4 0,1 1 0,3 0,1 1 0,3
FeSO4 18 133 37 1,7 121 34
MgSOs 19 141 39 17 122 34
CaCl 2,2 407 113 1,8 259 72

*Kontrol ortam1 % 0,01 CaCl, ve % 0,01 MgSO.icermektedir.
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Sekil 4.6. Farkli metal iyonlarinin iireme ve proteaz iiretimi tizerine etkisi.
Cizelge 4.5. Kombine metal iyonlarinin iireme ve proteaz iiretimi iizerine etkisi.
Metal Iyonlar ODsoo U/mL Bagil Aktivite (%)
%0,01 CaCl, + %0,01 MgSO4 (Kontrol) 2,0 360 100
%0,01 CaCl, + %0,01 CaCl. 2,1 259 72
%0,01 BaCl, +%0,01 MgSO. 1,8 138 39
%00,01 BaCl, + %0,01 CaCl, 2,2 507 141

4.3. Proteaz Uretimi Uzerine Fiziksel Faktorlerin Etkisi

Fiziksel faktorler bakterinin iremesi ve enzim iiretimi iizerinde oldukea etkili oldugundan

baz fiziksel parametreler arastirilmistir.

Sicakligin B. subtilis E6-5’in iiremesi ve proteaz enzim iiretimi iizerine etkisinin
arastirtlmas1 amaciyla 35, 37 (Kontrol) 40, 45, 50, 55 ve 60 °C sicaklik degerleri
kullanilarak optimum sicaklik degeri saptanmistir. Bakteri tiretimi 3.2.2°de belirtildigi
gibi yapilmis olup, bakteri maksimum enzim fretimin elde edildigi 40 saat siiresince

inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda alinan Orneklerde iireme ve proteaz aktivite
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tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.7). Yapilan calismada maksimum enzim
tiretiminin 35°C’de oldugu ve bu sicaklikta enzim aktivitesinin 401 U/mL oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.6). Kontrol (37°C’de 360 U/mL) ile kiyaslandiginda %11°lik bir
artisla enzim iiretimi elde edilmistir. Sicakligin her 5 derece artmasi ile bakteri iiremesinin
orantil1 olarak azaldig1 ve buna bagh olarak enzim iiretiminin de azaldig1 saptanmustir.
Ozellikle yiiksek sicakliklarda gerek iiremede gerekse enzim iiretiminde dramatik

diisiisler goriilmistiir (Cizelge 4.6, Sekil 4.7).

Cizelge 4.6. Sicaklik degerinin lireme ve proteaz iiretimi {izerine etkisi.

Sicaklik Degeri (°C) ODeéoo U/mL Bagil Aktivite (%)

35 2,2 401 111
37 (Kontrol) 2,0 360 100
40 1,6 241 67
45 0,7 180 50
50 0,4 141 39
55 0,1 7 2

60 0,1 5 1
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Sekil 4.7. Sicaklik degerinin iireme ve proteaz {iretimi iizerine etkisi.
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pH’nin bakteri liremesi ve enzim aktivitesi iizerine etkisinin aragtirilmasi amaciyla 4.0,
5.0, 6.0, 7.0 (Kontrol), 8.0 ve 9.0 pH degerleri kullanilarak optimum pH degeri
saptanmigstir. Bakteri iiretimi 3.2.2°de belirtildigi gibi yapilmis olup, bakteri maksimum
enzim Uretimin elde edildigi 40 saat siiresince inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda
alian 6rneklerde iireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.7, Sekil 4.8).
Yapilan calismada maksimum bakteri liremesi ve enzim {iretiminin pH 8.0°de elde
edildigi ve bu pH’da enzim iiretiminin kontrole gore %21 oraninda arttig1 belirlenmistir
(Cizelge 4.7). Diisiik pH’larda ise iireme saptanmis, ancak enzim {iiretiminde oldukca

fazla diisiisler gozlenmistir.

Cizelge 4.7. pH degerinin lireme ve proteaz liretimi tizerine etkisi.

pH Degeri ODsoo U/mL Bagil Aktivite (%)
4.0 15 62 17
5.0 1,7 81 23
6.0 1,9 249 69
7.0 (Kontrol) 2,0 360 100
8.0 2,3 435 121
9.0 2,0 318 88
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Sekil 4.8. pH degerlerinin iireme ve proteaz iiretimi lizerine etkisi.
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Havalandirmanin bakteri liremesi ve enzim aktivitesi iizerine etkisinin arastirilmasi
amaciyla inkiibatoriin ¢alkalama hiz1 0, 50, 100, 150 (Kontrol), 200 ve 250 rpm seklinde
degistirilmesi ile optimum rpm degeri saptanmistir. Bakteri iiretimi 3.2.2°de belirtildigi
gibi yapilmis olup, bakteri maksimum enzim {iretimin elde edildigi 40 saat siiresince
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda alinan &rneklerde iireme ve proteaz aktivite
tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.9). Yapilan calismada en yiiksek enzim tiiretimi
icin gerekli calkalama hizi kontrol olarak kullanilan 150 rpm olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.8, Sekil 4.9). Bu degerin altinda ve istiindeki rpm’lerde enzim iiretimleri
gozlenmis ancak yiiksek miktarda bir artis olmamistir. Diisiik rpm’lerde enzim tiretimi

ile bakteri liremesinin paralel olmadig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.8. Calkalama hizinin {ireme ve proteaz iiretimi lizerine etkisi.

Calkalama Hiz1 (rpm) ODsoo U/mL Bagil Aktivite (%)
0 (Durgun) 0,4 253 70
50 0,7 289 80
100 15 299 83
150 (Kontrol) 2,0 360 100
200 19 277 77
250 18 248 69
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Sekil 4.9. Calkalama hizinin ireme ve proteaz {iretimi iizerine etkisi.
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Inokiilasyon miktarinin bakteri {iremesi ve proteaz iiretimi {izerine etkisini belirlemek
amaciyla, bakterinin optik yogunlugu ODsgo 0,3 olan 6n inkiibasyon kiiltiirlinden % 1
(Kontrol), 2, 3, 4 ve 5 kullanilarak optimum inokiilasyon miktar1 saptanmistir. Bakteri
tretimi 3.2.2°de belirtildigi gibi yapilmis olup, bakteri maksimum enzim {iretimin elde
edildigi 40 saat siiresince inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda alinan 6rneklerde tireme
ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.9, Sekil 4.10). Yapilan ¢alismada
maksimum enzim iiretiminin elde edildigi inokiilasyon miktar1 %4 olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.9, Sekil 4.10). Enzim tiretimi kontrole gore %20 oraninda bir artis gdstermistir.
Ayrica %3 inokiilasyonda % 13’liik ve % 5 inokiilasyonda ise %12’lik bir enzim {iretim
artist saptanmistir (Cizelge 4.9). Yiiksek inokiilasyon miktarinin enzim tiretimde etkili

oldugu, ancak bakteri liretimde fazla bir etkisinin olmadig1 ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 4.9. Inokiilasyon miktarmin iireme Ve proteaz iiretimi {izerine etkisi.

Inokiilasyon Miktar1 (%) ODsoo U/mL Bagil Aktivite (%)
1 (Kontrol) 2,0 360 100
2 2,0 366 102
3 2,0 408 113
4 2,1 433 120
5 2,0 404 112
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Sekil 4.10. Inokiilasyon miktarnin {ireme ve proteaz iiretimi iizerine etkisi.
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Inokiilasyon yasinin bakteri iiremesi ve enzim {iretimi iizerine etkisinin arastirilmasi
amaciyla bakterilerin 18 (Kontrol), 24, 48 ve 72 saat seklindeki inokiiliim yaslari
kullanilarak optimum inokiilasyon yasi saptanmistir. Bakteri tiretimi 3.2.2°de belirtildigi
gibi yapilmis olup, bakteri maksimum enzim {iretimin elde edildigi 40 saat siiresince
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda alinan &rneklerde iireme ve proteaz aktivite
tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.11). Yapilan caligmada maksimum enzim
tiretiminin elde edildigi inokiilasyon siiresi 72. saat olarak belirlenmistir (Cizelge 4.10,
Sekil 4.11). Bu inokiilasyon siiresinde enzim iiretimi kontroliin 2,1 katina c¢ikmistir
(Cizelge 4.10). Denemeye alinan tiim inokiilasyon yaslarinda yiiksek enzim iiretimi

saptanirken, bakteri iiremesi ile paralel olmadig: belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Inokiilasyon yasini iireme ve proteaz iiretimi iizerine etkisi.

Inokiilasyon Yas1 (Saat) ODs0o U/mL Bagil Aktivite (%)
18 (Kontrol) 2,0 360 100
24 2,0 411 114
48 1,9 573 159
72 14 760 211
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Sekil 4.11. Inokiilasyon yasmin {ireme ve proteaz iiretimi iizerine etkisi.
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4.4. Modifiye Ortamda Bakteri Uremesi ve Enzim Uretimi

En yiiksek proteaz iiretiminin saptandigi besinsel (karbon ve azot kaynaklari, metal
iyonlar1) ve fiziksel faktorler (pH, sicaklik, c¢alkalama hizi, inokiilasyon yasi,
inokiilasyon miktar1) bir araya getirilerek yeni bir modifiye ortam olusturulmustur. Bu

ortamda enzim veriminin arttirilmasi yoluna gidilmistir.

Karbon kaynagi olarak %0,1 Siikroz, azot kaynagi olarak %1,02 Tripton ve metal iyonu
olarak %0,01 BaCl> ve %0,01 CaCl; kullanilarak, inokiilasyon yasi 72 saat olan kiiltiirden
%4 oraninda asilanma yapilmis ve tiretim 35°C, pH 8.0, 150 rpm’de 40 saat boyunca
yapilmistir (Cizelge 4.11). Yapilan ¢alisma sonucunda modifiye ortamda enzim aktivitesi
1810 U/mL olarak saptanmistir. Bu ortamdan elde edilen deger kontrol (360 U/mL) ile
kiyaslandiginda 5 kat enzim tiretimi elde edilmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Bazal ve modifiye ortamin kapasitesinin karsilastirilmas.

Bazal Ortam Modifiye Ortam
U/mL | ODeoo U/mL | ODsoo
(Gokoz 2016)

%0,1 Gliserol

%1,02 Tripton

% 0,01 CaCl:

% 0,01 MgSO4

%0,05 K2HPO4

%0,1 Siikroz

%1,02 Tripton

%0,01 CaCl;

% 0,01 BaCl:

%0,05 K2HPO4

360 2,0 1810 1,2
pH 7.0 pH 8.0
37°C 35°C
150 rpm 150 rpm
%1 Asilama %4 Asilama

On Inkiibasyon 18 sa.

On Inkiibasyon 72 sa.
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4.5. Bacillus subtilis E6-5 Proteaz Enziminin Saflagtirilmasi

Proteaz enziminin saflastirilmas1 amaciyla bakteri modifiye ortamda tiretilmistir. Bakteri
tiretimi 3.2.2°de belirtildigi gibi yapilmis olup, bakteri maksimum enzim iiretimin elde
edildigi 40 saat siiresince iiretilmistir. Uretim sonunda kiiltiir ortami +4 °C’de sogutmali
santrifiijde 6000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve Siipernatant ham enzim ¢ozeltisi
olarak kullanilmistir. Ham enzim ¢ozeltisi sirastyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz,
ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi olmak iizere 4 adimda saflastirilmistir.
Saflastirma adimlarinda elde edilen fraksiyonlarda enzim aktivite ve protein tayini
yapilmustir. Saflik ise SDS-PAGE ile kontrol edilmistir.

%80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda elde edilen soliisyon 10 000 rpm’de ve
+4 °C’de 30 dk. boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen pellet 0,05 M sodyum-fosfat
(pH 7.0) tamponunda ¢oziilmiis ve diyaliz tiipiine konularak 1 gece boyunca ayni
tampona kars1 +4°C’de diyaliz edilmistir. Amonyum siilfat tuzlarinin tamamen uzaklasip
uzaklagsmadiginin tespiti ise 3.2.9°da belirtilen sekilde yapilmistir. Diyalizat
ultrafiltrasyon tiipii ile santrifiij edilerek konsantre edilmistir. Elde edilen konsantre
ornek, proteinlerin molekiiler biiyiikligiine gore ayrilmasini saglayan jel filtrasyonuna
uygulanmistir. Jel ayni tamponla eliie edilerek ve 2 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanmis
ve fraksiyonlarin hem SDS-PAGE -elektroforezi gerceklestirilerek safliklart kontrol
edilmis hem de enzim aktivite tayini yapilmistir. Saflik ve enzim aktivitesi gosteren
fraksiyonlar bir araya toplanmistir. Proteaz enziminin saflastirma basamaklar1 ¢izelge

4.12°de verilmistir. Enzim 6,1 kez saflastirilmistir.

Cizelge 4.12. Proteaz enziminin saflagtirma basamaklari.

. Toplam Toplam Spesifik .
Hacim o ) o Verim? Saflik?
Saflastirma Basamagi Aktivite Protein Aktivite
(mL) (%) (Kez)
V) (mg) (U/mg)
Ham enzim 100 181 000 353 512 100 1
Amonyum Siilfat Coktiirmesi 15 56 475 53 1059 31,2 2,1
Diyaliz 14 48 874 32 1507 27 2,9
Ultrafiltrasyon 5 36 825 16 2271 20,3 4.4
Jel Fil K fisi
el Filtrasyon Kromotografisi 6 29 168 9 3122 16,1 6.1
Sephadex® G-75

Verim, toplam aktivite iizerinden hesaplanmistir.

2Saflik, spesifik aktivite {izerinden hesaplanmustir.
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4.6. Saf Enzimin Karakterizasyonu
4.6.1. Saf enzim aktivitesi iizerine sicakhigin etkisi ve sicaklik stabilitesi

Saf proteaz iizerine sicaklik derecelerinin etkilerini belirlemek igin 35, 37 (Kontrol), 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 80 °C’lerde aktivite tayini yapilmis ve enzimin optimum sicaklik
degeri belirlenmistir. Kontrol olarak kullanilan 37°C sicaklik derecesindeki sonug %100
kabul edilerek, farkli sicakliklardaki aktivite degerleri % bagil aktivite olarak
hesaplanmistir. Enzimin optimum sicakligi 60°C olarak belirlenmistir (Cizelge 4.13,
Sekil 4.12). Bu sicaklik degerinde saf enzimin aktivitesi ham enzimin aktivitesinin 2,38
katina ¢ikmustir. 40-65 °C arasi yiiksek sicakliklarda enzim aktivite degerlerinde artis

goriilmiistiir. 70 ve 80 °C’de ise enzimin denatiire olmustur.

Cizelge 4.13. Sicakligin proteaz aktivitesi iizerine etkisi.

Sicaklik Degeri (°C) Bagil Aktivite (%)
35 86
37 (Kontrol) 100
40 127
45 167
50 218
55 227
60 238
65 217
70 59
80 19

—m—Bagil Aktivite (%)

Bail Aktivite (%)

s 37 40 45 50 55 60 65 70 80
Kontrol
Sicakhk (°C)

Sekil 4.12. Sicakligin proteaz aktivitesi iizerine etkisi.
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Enzimin maksimum aktivite gosterdigi 60°C’de stabilitesine bakilmis ve enzim ¢ozeltisi
su banyosunda 10 dk. (Kontrol), 20 dk., 30 dk., 60 dk., 90 dk., 2 sa., 2,5 sa., 3 sa., 4 sa.,
5 sa. ve 6 sa. siire ile tutulmustur. Elde edilen sonuglara gore saf enzimin 60. dakikaya
kadar aktivitesini korudugu saptanmistir. Siirenin artmasi ile enzim aktivitesinde diisiis
gozlenmistir. Ayrica enzimin 90. dakika sonunda aktivitesinin %84’iinii korudugu
saptanmustir (Cizelge 4.14, Sekil 4.13). Siirenin artmasi ile enzim aktivitesini kademeli

olarak kaybetmistir.

Cizelge 4.14. Proteaz enziminin sicaklik stabilitesi.

Inkiibasyon Siiresi (dk. - sa.) Bagil Aktivite (%)
10 dk. (Kontrol) 100
20 dk. 100
30 dk. 100
60 dk. 100
90 dk. 84

2 sa. 55
2,5 sa. 48
3 sa. 45
4 sa. 35
5sa. 30
6 sa. 26

—=— Bagil Aktivite (%)

o

Bagal Aktivite (%)
)

10 dk. 20 dle. 30 dke. &0 dk. 0 dlk. 2 za. 1.5 za, 3 za 4 za. £ za 6 za.
(Kontrol)
Siire

Sekil 4.13. Proteaz enziminin sicaklik stabilitesi.
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4.6.2. Saf enzim aktivitesi iizerine pH degerinin etkisi ve pH stabilitesi

Saf proteaz enziminin aktivitesi lizerine pH degerinin etkisinin arastirilmasi i¢in pH’s1
2.0-10.0 olan substrat ¢ozeltileri kullanilarak aktivite tayin edilmistir. Yapilan ¢alismalar
sirasinda pH 7.0’de elde edilen sonuglar kontrol olarak kabul edilmis ve diger sonuglar
buna gore % bagil aktivite olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.15 ve Sekil 4.14’te goriildiigii

gibi enzimin optimum pH degerinin 7.0 oldugu belirlenmistir. Enzimin pH 8.0 ve 9.0

degerlerinde de aktivitesini yiiksek oranda korudugu saptanmustir.

Cizelge 4.15. pH’nin proteaz aktivitesi lizerine etkisi.

pH Degeri Bagil Aktivite (%)
2.0 16
3.0 17
4.0 52
5.0 70
6.0 82
7.0 (Kontrol) 100
8.0 98
9.0 90
10.0 83

100

w
=]

60

40

Bagil Aktivite (%)

~#—Bal Aktivite (%)

3.0 4.0

5.0

6.0

pH

7.0 8.0 9.0
(Kontrol)

Sekil 4.14. pH’nin proteaz aktivitesi lizerine etkisi.
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Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH 7.0’de stabilitesine bakilmis ve enzim ¢ozeltisi
su banyosunda 10 dk. (Kontrol), 20 dk., 30 dk., 60 dk., 90 dk., 2 sa., 2,5 sa., 3 sa., 4 sa.,
5 sa. ve 6 sa. siire ile inkiibe edilmistir. Enzim 60 dk. boyunca aktivitesini korurken,
siirenin artmasi ile enzim aktivitesinde oransal bir diisiis gdzlenmistir. Buna ek olarak 4
saat sonunda ise aktivitesinin %85’ini, 6 saat sonunda ise %70’ini korudugu saptanmistir

(Cizelge 4.16, Sekil 4.15).

Cizelge 4.16. Proteaz enziminin pH stabilitesi.

Inkiibasyon Siiresi (dk.- sa.) Bagil Aktivite (%)
10 dk. (Kontrol) 100
20 dk. 100
30 dk. 100
60 dk. 100
90 dk. 96

2 sa. 94
2,5 sa. 92
3sa. 90
4 sa. 86
S sa. 79
6 sa. 70

= Bagil Aktivite (%)
120

100 [ 3 o

80

60

Bagil Aktivite (%)

40

0
10 dk. 20 dk. 30 dk. 60 dk. 90 dk. 2 sa. 2,5 sa. 3 sa. 4 sa. 5sa. 6 sa.
(Kontrol)
Siire

Sekil 4.15. Proteaz enziminin pH stabilitesi.
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4.6.3. Saf enzim aktivitesi iizerine potansiyel bilesiklerin etkisi

Saf proteaz enziminin aktivitesi iizerine metal iyonu, tuz ve rediikleyici bilesiklerin
etkisini saptamak amaciyla enzimin 1 ve 5 mM olacak sekilde MnSO4, MgSO4, FeSOa,
ZnS0g4, CuSO4, CaCly, LiSO4, BaCl,, NaCl, KCI, SDS, EDTA, 2-B-merkaptoetanol ile
inkiibe edilerek aktivite tayini yapilmistir. Aktiviteleri % bagil aktivite olarak

hesaplanmustir.

5 mM konsantrasyonundaki potansiyel bilesikleri varliginda enzim aktivitesinin 1 mM’a
gore daha fazla artt1g1 saptanmistir. MnSOa, CaClz, ve KCl bilesiklerinin enzim aktivitesi
tizerine etkili bir sekilde aktivator etki yaptig1 ve enzim aktivitesini sirasiyla, %53, %46
ve %40 oraninda arttirdigi belirlenmistir. ZnSO4 ve anyonik bir deterjan olan SDS ve

selatlayict ajan EDTA ise enzim aktivitesini inhibe etmistir (Cizelge 4.17, Sekil 4.16).

Cizelge 4.17. Enzim aktivitesi iizerine potansiyel bilesiklerin etkisi.

Bagil Aktivite (%)
Potansiyel Bilesik 1mM 5mM

Kontrol* 100 100
KCI 119 140
NaCl 102 101

BaCl, 88 72
CaCl, 128 146
CuSO4 60 42
FeSO4 72 58
LiSOq 103 111
MgSO, 111 117
MnSO, 116 153
ZnS0Oq4 45 7

SDS 46 28

EDTA 2 1
2-B-merkaptoetanol 58 32

* Kontrol potansiyel bilesik icermemektedir.
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1] M 15mM

e = = = = o=
= 2 2 5 =2 =

Bagil Altivite (%)
=,
[—1

el

S S8y &
¢ A R G G S ¢ ¢
Potansivel Bilesikler §

Sekil 4.16. Enzim aktivitesi lizerine potansiyel bilesiklerin etkisi.

4.6.4. Kinetik parametreler

Saf proteaz enziminin Km ve Vmax degerleri farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kazein
cozeltileri kullanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk denklemi grafigi ile tespit edilmistir.

Enzim aktivitesi standart deney kosullarinda 6l¢tilmiistiir (Cizelge 4.18).

Proteazin maksimum hizini (Vmax) Ve Michaelis-Menten sabitesini (Km) saptamak igin,
1/[S]’e kars1 1/V olacak sekilde Lineweaver-Burk y = ax + b dogrusu grafiginden
yararlanildi (Sekil 4.17). Bu grafikten elde edilen dogrunun denklemi ise y= 0,0003 x +
0,0003 olarak, tamamlayicilik katsayis1 (R?) ise R? = 0,9944 olarak saptanmustir.

Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vmax degerini verdiginden, 1/Vmax
degeri 0,0003 olarak bulunmus dolayisiyla Vmax degeri 3333 U/mL olarak hesaplanmuistir.
Denklemde dogrunun yatay ekseni kestigi nokta -1/Km degerini verdiginden, -1/Kn, degeri
-1 olarak bulunmus dolayisiyla Km degeri 1 mM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.17).
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Cizelge 4.18. Enzimin aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi.

Substrat Derisimi Enzim Aktivitesi
(mM) (U/mL)
0 0
0,47 590
0,94 1059
14 1468
1,8 1855
2,3 2166
2,8 2226
3,3 2226
3,7 2226
4,2 2226
4,7 2226
0,0012 -
0,001 - y=0,0003x + 0,0003

R?=0,9944

-a 0,0008 -
~
= 0,006
<
™
0,0004
5 1000
500
0,0002 | 00
o1 1 3 4 5
(5] (mM)
T e T T T T 1
1 05 0 05 1 13 2 23

1/[S] mpr!

Sekil 4.17. Proteaz aktivitesi tizerine substrat konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver-
Burk ve Michaelis-Menten Grafigi).
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4.6.5. Molekiiler agirhgn tespiti

Saf proteaz enziminin molekiiler agirligini belirlemek amaciyla, elektroforez jeline enzim
ornegi yaninda molekiiler agirliklar: bilinen standart protein ¢dzeltisi de uygulanmis ve
elektroforez islemi sonucunda olusan bantlarin (Sekil 4.18) goreceli hareketlilik degerleri
(Rf) hesaplanmistir. Standart protein ¢ozeltisi olarak Prestained Protein Marker (11-190
kDa, Cell Signaling Technology, USA) kullanilmistir.

Proteinin aldig1 yol (cm)

izleme boyasinin aldig1 yol (cm)

Standart proteinlerin goreceli hareketlilik degerleri ve molekiil agirliklari ile standart bir
egri grafigi elde edilmistir (Sekil 4.18). Elde edilen grafigin analizi yapilarak, 6rnegin
molekiiler agirligi saptanmistir. Ham enzim, Amonyum stilfat ¢oktiirmesi, Diyalizat,
Ultrafiltrasyon ve Jel filtrasyon kromotografisi sonucunda adim adim saflastirilan enzim
orneginin molekiil agirligmin aynm oldugu, Sekil 4.18’de goriildiigii gibi tek bir bant
halinde bir sirada yerlestigi saptanmistir. Koyu bant halinde goriilen enzimin molekiiler

agirliginin ise yaklagik 51.5 kDa oldugu tespit edilmistir.

Diger yandan enzimin zimogram analizi substrat (jelatin) iceren SDS-PAGE ile
gerceklestirilmistir.  Proteotilik  hidrolizin  oldugu bantlar, zimogram jellerinde
boyanmamis bolgeler olarak goriintiilenmistir. Zimogram analizi  giiglii proteolitik
aktivitenin 51.5 kDa ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Ancak zimogram tizerinde
silik olarak ¢oklu bantlar da tespit edilmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18. SDS-PAGE ve zimogram analizi jellerinin profili.

1. Standart proteinler (Marker), 2. Ham enzim, 3. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi pelleti, 4.
Diyaliz, 5. Ultrafiltrasyon, 6. Jel filtrasyon kromotografisi, 7. Zimogram analizi.

97



4.7. Ham Enzimin Depolanma Stabilitesinin Belirlenmesi

Ham enzimin depolanma sicakligini saptamak iizere bakteriden iiretilen ham enzimin
aktivitesi tayin edildikten sonra enzim ornekleri 50 mL olacak sekilde oda sicakliginda
(RT) , +4 °C’de ve -20 °C’de olmak iizere 3 gruba ayrilmis ve her 15 giinde bir
aktivitelerine bakilarak depolanma stabilitesi belirlenmistir. Ham enzimin ilk aktivitesi %
100 olarak kabul edilerek % bagil aktiviteler hesaplanmistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.19).
Yapilan ¢aligmada -20 °C’de depolanan enzimin aktivitesinin 3. ay sonunda % 83’{ind,
6. ay sonunda ise % 57’sini korudugu tespit edilmistir. +4 °C’de depolanan enzimin
aktivitesinin 2. ay sonunda % 55’ini, 3. ay sonunda ise % 33’iinii korudugu belirlenmistir.
Oda sicakliginda depolanan enzimin ise aktivitesinin 1. ay sonunda % 42’sini korundugu
saptanmistir. Ayrica oda sicakliginda 3 ay 15 giinde; +4°C’de ise 5. ayda enzimin inhibe

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.19, Sekil 4.19).

Cizelge 4.19. Ham enzim depolanma stabilitesi.

Zaman -20 °C +4 °C Oda Sicakligi (RT)
(Gtin) Bagil Aktivite (%) | Bagil Aktivite (%) Bagil Aktivite (%)

15 100 100 100

30 99 91 42

45 94 72 22

60 89 55 19

75 87 47 6

90 83 33 2

105 79 21 -

120 75 8 -

135 70 3 -

150 68 - -

165 60 - -

180 57 - -
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—#-20°C  =4=+°C Oda Sicaklig (20°C)

120

100

Bagil Aktivite (%o)
2

20

15 30 45 60 75 %0 105 120 135 150 165 180
Depolanma Siiresi (Giin)

Sekil 4.19. Ham enzim depolanma stabilitesi.

4.8. Deriden Kil Giderimi (Dehairing)’nde Proteaz Potansiyelinin Arastirilmasi

Yeni izolat B. subtilis E6-5 susundan iiretilen ham ve konsantre edilen proteaz enziminin
ke¢i, koyun ve dana deri 6rneklerindeki killar1 giderme potansiyeli aragtirilmistir. Diger
yandan kimyasal madde kullanilarak da kil giderme islemi yapilmis ve sonuglar

enzimatik islem ile karsilagtirilmistir.

Bu amagla dana, koyun ve kegi derileri kullanilmistir. 3.2.19°da belirtilen enzimatik ve
kimyasal islemler gerceklestirilmistir. Enzimatik kil gideriminde, aktivitesi 1810 U/mL
olan ham enzim ve aktivitesi 6809 U/mL olan konsantre enzim kullanilmistir. Elde edilen

sonuclar Cizelge 4.20’de verilmistir.

Yapilan ¢alismalarda dana, koyun ve kegi deri 6rneklerinin hepsinde ortak bir durum
gbzlenmistir. Enzim uygulamasi ile killar1 giderilmis olan derilerin hepsinin kimyasal
uygulamast ile killar1 giderilmis olan derilere gére daha yumusak, ipeksi, esnek, beyaz ve
lekesiz oldugu saptanmistir. Kimyasal madde ile muamele edilmis derilerin ise ¢ok sert,
sik1 ve killart cekilirken tam olarak kokten gelmedigi icin koyu renkli ve pek temiz

olmayan bir yiizeye sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve 4.22).
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Cizelge 4.20°de belirtildigi gibi dana derisinde konsantre enzim kullanimu ile killarin 6.
saate dokiilmeye basladigi ve 24. saatte tamamen dokiildigi saptanirken, kimyasal
islemde ise yine 6. saatte killarin dokiilmeye basladig1 ancak tamamen dokiilmenin 42.
saate gerceklestigi belirlenmistir. Ham enziminde etkili oldugu ancak kil dokme siiresinin
uzadig1 gozlenmistir. Enzim ile killar1 giderilmis olan dana derisinin daha beyaz, lekesiz
oldugu, kimyasal islem uygulanmis olan dana derisinin ise koyu renkli ve pek temiz

olmayan bir yiizeye sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.20).

Cizelge 4.20°de belirtildigi gibi keci derisinde konsantre enzim kullanima ile killarin 12.
saate dokiilmeye basladigi ve 18. saatte tamamen dokiildiigii saptanirken, kimyasal
islemde ise yine 12. saatte killarin dokiilmeye bagladigi ancak tamamen dokiilmenin 36.
saate gergeklestigi belirlenmistir. Ham enziminde etkili oldugu ancak kil dokme siiresinin
uzadig1 gézlenmistir. Enzim ile killar1 giderilmis olan keci derisinin daha beyaz oldugu,
kimyasal islem uygulanmis olan ke¢i derisinin ise kirik beyaz oldugu Sekil 4.21°de
goriilmektedir. Orneklerin her ikisinin de uygulama oncesinde 3x5 cm? oldugu dikkate
alindiginda enzim kullanilan derinin yapisinin agildigi, kimyasal kullanilan derinin ise

yapisinin sikilagip kiiciildiigli keci derisinde net bir bicimde goriilmektedir.

Cizelge 4.20°de belirtildigi gibi koyun derisinde konsantre enzim kullanim ile killarin
12. saate dokiilmeye basladig1 ve 24. saatte tamamen dokiildiigii saptanirken, kimyasal
islemde ise yine 12. saatte killarin dokiilmeye bagladig1 ancak tamamen dokiilmenin 42.
saate gergeklestigi belirlenmistir. Ham enziminde etkili oldugu ancak kil dokme siiresinin
uzadig1 gozlenmistir. Enzim ile killar1 giderilmis olan koyun derisi ve kimyasal islem
uygulanmis koyun derisi ise Sekil 4.22°de gériilmektedir. Orneklerin her ikisinin de
uygulama oncesinde 3x5 cm? oldugu dikkate alindiginda enzim kullamlan derinin
yapisinin agildigl, kimyasal kullanilan derinin ise yapisinin sikilagip kiigiildiigii koyun

derisinde net bir bigimde goriilmektedir.
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Cizelge 4.20. Enzimatik ve kimyasal islemler ile kil giderim siiresinin belirlenmesi.

Enzimatik Islem Kimyasal Islem
Siire
(Saat) Ham Enzim Konsantre Enzim Kire¢ ve Sodyum
(1810 U/mL) (6809 U/mL) Siilfiir
Dana | Keci | Koyun | Dana | Keci | Koyun | Dana | Keci | Koyun
3] - - - + - - + - -
12 - - - + + + + + +
18 + - + + ++ + + + +
24 + + + ++ ++ + + +
30 + + + + + +
36 + + + + ++ +
42 + + + ++ ++
48 + ++ +
60 ++ ++

- Killar ¢ekildiginde heniiz dokiilmeye baslamamustir.
+  Killar ¢ekildiginde dokiilmektedir.
++  Derideki killar tamamen dokiilmiistiir.
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Sekil 4.20. Dana derisinde enzimatik ve kimyasal kil giderimi.
(A1) Enzimatik uygulama oncesi dana derisi,

(A2) Enzimatik uygulama sonrasi dana derisi,

(B1) Kimyasal uygulama 6ncesi dana derisi,

(B2) Kimyasal uygulama sonrast dana derisi.
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Sekil 4.21. Keg¢i derisinde enzimatik ve kimyasal kil giderimi.
(A1) Enzimatik uygulama 6ncesi keci derisi,

(A2) Enzimatik uygulama sonras1 kegi derisi,

(B1) Kimyasal uygulama dncesi kegi derisi,

(B2) Kimyasal uygulama sonrasi kegi derisi.
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Sekil 4.22. Koyun derisinde enzimatik ve kimyasal kil giderimi.
(A1) Enzimatik uygulama oncesi koyun derisi,

(A2) Enzimatik uygulama sonrasi koyun derisi,

(B1) Kimyasal uygulama dncesi koyun derisi,

(B2) Kimyasal uygulama sonrasi koyun derisi.
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4.9. Histolojik Analiz

Enzimatik ve kimyasal muamele sonucu elde edilen dana, koyun ve ke¢i 6rnekleri ve
kontrollerinin histolojik analizi yapilmistir. Bu amagla killar1 enzim (6809 U/mL),
kimyasal madde (kire¢ ve zirnik), jilet (kontrol) ile giderilmis olan deri 6rnekleri %10’1uk
tamponlu notral formalin soliisyonunda 24 saat fikse edilmis ve 3.2.20°de belirtilen
sekilde hazirlanmis ve incelenmistir. Crossman (1977)’1n tiglii boya teknigi ile boyanarak
incelenmis olan deri kesitlerinde epidermis, glandiiler (salg1 bezi) yapilari, kan damarlari
ve kil folikiilleri histolojik olarak belirlenmistir. Buna ek olarak kil folikiillerinde kil

kalintisinin, kollajen yapisinda hasarin olup olmadigi tespit edilmistir.

Yapilan histolojik incelemede;

Enzimle muamele edilen hi¢bir hayvan derisi kesitinde epidermis, salgi bezi, kil folikiili,
kil kalintisina rastlanmamustir (Sekil 4.23B, Sekil 4.24B, Sekil 4.25B). Sadece dana derisi
kesitinde kan damar1 gézlenmistir (Sekil 4.23B).

Kimyasalla muamele edilen tiim hayvan derisi kesitlerinde salgi bezi, kil folikiilii ve kil
kalintis1 gozlenmistir (Sekil 4.23C, Sekil 4.24C, Sekil 4.25C). Kimyasalla muamele

edilen keci derisinde bunlara ek olarak kan damar1 gézlenmistir. (Sekil 4.24C).

Kontrol grubunda ise salgi bezi, kan damari, kil folikiili, kil kalintis1 ve kil gévdesine ek

olarak epidermis yapis1 da gozlenmistir (Sekil 4.23A, Sekil 4.24A, Sekil 4.25A).

Enzim ile muamele sonucunda kollajen yapisindaki bozulmalarin en fazla koyun
derisinde (Sekil 4.25B), en az ise dana derisinde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.23B).
Dolayisiyla enzimatik uygulama sonucunda hayvan derisinde meydana gelen bozulmanin

Koyun > Keci > Dana seklinde gergeklestigi gézlenmistir.
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Sekil 4.23. Dana derisi kesitlerinin fotomikrograflari.
(A) Kontrol,

(B) Enzimatik yontem ile kil giderimi gergeklestirilmis deri kesiti,
(C) Kimyasal yontem ile kil giderimi gergeklestirilmis deri kesiti.

Kollajen dokusu yildiz ile gosterilmistir. Bar 100 um.
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- Sunboi

Sekil 4.24. Keci derisi kesitlerinin fotomikrograflari.
(A) Kontrol,

(B) Enzimatik yontem ile kil giderimi gergeklestirilmis deri kesiti,
(C) Kimyasal yontem ile kil giderimi gerceklestirilmis deri kesiti.

Kollajen dokusu yildiz ile gdsterilmistir. Bar 100 um.
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Epidermis

Sekil 4.25. Koyun derisi kesitlerinin fotomikrograflari.
(A) Kontrol,

(B) Enzimatik yontem ile kil giderimi gergeklestirilmis deri kesiti,
(C) Kimyasal yontem ile kil giderimi gergeklestirilmis deri kesiti.

Kollajen dokusu yildiz ile gdsterilmistir. Bar 100 um.
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5. TARTISMA ve SONUC

Canlilar tarafindan sentezlenen ve hiicrelerde metabolizma faaliyetlerinin
gergeklestirilmesini saglayan enzimler, artik giinliik ve ekonomik hayata girmistir. Antik
caglardan glinlimiize kadar yedigimiz yiyeceklerden, giydigimiz kiyafetlere, tipta teshis
ve tedaviden, kozmetige, temizlikten ¢evre kirliligi ile miicadeleye kadar ¢ok genis bir
yelpazede kullanilmaktadir. Enzimlerin islem siiresi, maliyeti, etkinligi ve en 6nemlisi
cevre dostu olmasi gibi nitelikleri sayesinde endiistriyel uygulamalarda kullanim sayisi

her gecen giin daha da artmistir (Arunachalam ve Saritha 2009).

Proteolitik enzimlerin ticari Onemi biiyiiktiir ve diinyada ticari olarak iiretilen
enzimlerinin %60-65'ini proteazlar olusturmaktadir (Puvanakrishnan ve ark. 2012).
Mikroorganizmalarin ¢ogunun proteaz Urettigi bilinmektedir. Ticari olarak iiretilen
proteazlarin %70’inden fazlasini bakteriyel proteazlar olusturmaktadir (Contesini ve ark.
2018). Bakteriler igerisinde de sporlu olmalari, hizli cogalmalart ve GRAS (Generally
Recognized As Safe; Genel olarak giivenilir kabul edilen) statiisiinde olmalar1 sebebi ile
proteaz iiretiminde genellikle Bacillus sp. suslari kullanilmaktadir. Bacillus sp. suslari
tarafindan iiretilen proteazlarin veriminin yiiksek olmasi ve dlgeklenebilir olmasi yani
kullanim kapasitesindeki artisin performansi etkilememesi 6zelligine sahip olmasi ticari

acgidan kullanilmasinin 6niinii daha da agmistir (Anonim 1999).

Proteazlarin kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Gida, deri, deterjan ve kozmetik endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bilinen en kirletici sektdrlerden biri olan deri sektdriinde
geleneksel (konvansiyonel) yontem olarak adlandirilan ve kireg, zirnik (Sodyum siilfiir,
NazS) gibi kimyasal maddeler kullanilarak yapilan kil giderimi islemi, deri iiretimi
kaynakl1 kirliliginin ortama olarak %80-90'ma sebep oldugu i¢in iiretimin en kirletici
asamasi olarak kabul edilmektedir. Diger yandan kullanilan kimyasallar deri sektoriinde
calisanlar icin ciddi saglik sorunlarina yol agmaktadir. Bu negatif durumlardan dolay1 son
yillarda kimyasal islemler yerine enzimatik islemlerin kullanilmasi énem kazanmustir.
Dericilikte enzim kullaniminin temelini sama islemi olusturdugu ve islatma ve kil
giderimi gibi diger iki 6nemli islemde de proteazlar kullanildig: i¢in deri islemede en
onemli enzim grubu proteazlardir. Islatmada nétral proteazlar, kil gideriminde alkalen
proteazlar, samada ise asidik proteazlar kullanilmaktadir (Sanghi ve Singh 2012). Basta

kil giderimi olmak iizere tabaklama haricindeki biitiin islemlerin tamamen enzimlerle
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gerceklestirilmesini kolaylastiracak adimlarin atilmasi ¢evre agisindan ¢ok Onemlidir

(Madhavi ve ark. 2011).

Proteaz iiretimine yonelik ¢alismalar da gegmisten gliniimiize devam etmekte ve enzim
tiretiminin arttirilmasina yonelik yeni aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Endiistriyel
uygulamada spesifik 6zellikte enzimlere ihtiya¢ duydugundan spesifik 6zellikte proteaz
iireten mikroorganizmalarin belirlenmesi gerekmektedir. Diger yandan, yiiksek verimde
enzim tireten mikroorganizmalarin izolasyonu kadar enzim tdretim kapasitelerinin
gelistirilmesi i¢in de optimal ortam kosullarin ve iiretimi arttirmaya etki eden cesitli

faktorlerin belirlenmesine yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir.

Bu ¢alismada Bursa Uludag Universitesi, Biyoloji Boliimii, Biyoteknoloji ve Molekiiler
Biyoloji Laboratuvari’nda daha 6nceden topraktan izole edilmis olan ve iyi bir proteaz
enzimi tretimine sahip yeni izolat Bacillus subtilis E6-5 susu kullanilmistir (Demirkan
ve ark. 2020). Bu bakterinin en iyi gelistigi besi yeri saptanmis ve bu besi yerinin besinsel
ve fiziksel optimizasyonu sonucu yeni bir modifiye ortam gelistirilmistir. Enzim
saflastirilarak karakterize edilmistir. Ayrica enzimin deri sanayiinde, kil gidermede

potansiyel giicli arastirilmistir.

Proteaz enzim iiretiminin tesvik edilmesi, bakterinin bulundugu ortamdaki besi
maddelerine bagli oldugundan farkli icerikli 3 besi yeri kullanilmis ve en iyi enzim
tiretimi Gokoz (2016) tarafindan 6nerilen besi yerinde elde edilmistir. Bu besi yerinde
enzim iiretimi 40. saatte 360 U/mL olarak saptanmistir. Ureme de 40. saatte elde
edilmigtir. B. subtilis E6-5 susunun iireme grafigi incelendiginde maksimum enzim
dretiminin logaritmik fazin sonunda oldugu ve duragan fazda da devam ettigi
saptanmistir. En yiiksek iireme OD’si ise 40. saatte 2.0 olarak bulunmustur. Enzim

iretiminin ve bakteri liremesinin paralel oldugu belirlenmistir.

Maksimum enzim iiretiminin 24 veya 48 saat gibi kisa siirelerde gerceklesmesi
biyoteknolojik uygulanabilirlik a¢isindan avantajdir (Ahmetoglu ve ark. 2015). Bu agidan

Bacillus subtilis E6-5 susunun maksimum proteaz iiretiminin 40. saatte olmas1 6nemlidir.

Mikroorganizmalarin iirettigi enzim miktari, susun genetik yapisina, biiylime ortaminin
kompozisyonuna ve sartlarina baghdir (Nadeem ve ark. 2010). Basta fermantasyon

parametrelerinin optimizasyonu olmak {izere enzimlerin daha diisiik maliyetli olarak
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tiretimi acisindan gesitli stratejiler gelistirilmektedir. Cilinkii enzim {iretim maliyetinin
yaklasik olarak %30-40'inin biiylime ortaminin maliyetinden kaynaklandigr tahmin
edilmektedir (Vijayaraghavan ve ark. 2014). Bu maliyetin diisiiriilmesi inkiibasyon
zamani, ortam pH ve sicakligi, inokiilum yasi, inokiilum miktari, inorganik ve organik
azot ve karbon kaynagi gibi cesitli parametrelerin denenmesi ile elde edilmeye

calisilmaktadir (Chatterjee ve ark. 2015).

Bu caligmada da besinsel faktorler ele alinmis ve en iyi karbon kaynagi Siikroz olarak
bulunmustur. Siikroz bulunan besi yerinde proteaz tiretimi temel besi yerine gore %32
oraninda artig gostermistir. En iyi azot kaynagi olarak temel besi yerindeki azot kaynagi
olan Tripton bulunmustur. Denemeye alinan organik azot kaynaklar1 varliginda enzim
tiretiminde bir artis gozlenmezken, inorganik azot kaynaklari ((NH4)2HPOs, KNOs,
(NH2)2NOs, (NH4)2S0s) varliginda dramatik diisiisler saptanmistir. Inorganik azot
kaynagi varliginda proteaz liretiminin ¢ok diigmesinin nedeni, besi ortaminda bulunan

diger bilesenlerle amonyum tuzlarinin negatif etkilesime girmesi olarak diisiiniilebilir.

Metal iyonun etkisini saptamak {izere yapilan ¢aligmalarda en yiiksek enzim iiretimi
%0,01 CaCl, varhiginda %13 oraninda bir artisla elde edilmis ve %0,01
konsantrayonunun %0,02°’den daha iyi oldugu gozlenmistir. %0,01 BaClz varlig1 da
enzim tretimi lizerine etkili oldugundan, %0,01 BaCl,, temel besi yerinde bulunan %0,01
CaCl2 ve %0,01 MgSOs ile ayri ayri tekrar kombine edildiginde %0,01 BaClz + %0,01
CaCl> kombinasyonunda enzim aktivitesi 507 U/mL olarak saptanmis ve enzim
tretiminde %41°lik bir artis saptanmistir. Diger yandan kontrol ortaminda birlikte
bulunan CaCl, ve MgSO4 ayr1 ayr1 denemeye alinmig, ancak enzim tiretiminde MgSOg4

tek basina kullanildiginda verimli bir etkiye sahip olmadig1 saptanmistir.

Fermantasyon kosullarinin etkisi de arastiritlmig ve B. subtilis E6-5 igin optimal degerler
saptanmustir. Sicaklik 35°C olarak saptanmig ve bu sicaklikta enzim {iretiminde %11°lik
artis gozlenmistir. Yiiksek sicakliklarda gerek lremede gerekse enzim iiretiminde
dramatik diistisler saptanmistir. pH degeri 8.0 olarak bulunmus ve enzim tiretiminde
%21°1ik bir artis elde edilmistir. Alkali pH’da enzim {iretiminin arttig1 belirlenmistir.
Havalandirma etkisinde ise 150 rpm ¢alkalama hizinda en iyi enzim iiretimi saptanmistir.

%4 inokiilasyon miktart ile %20 oraninda bir artisla enzim iretimi elde edilmistir.
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Yapilan calismada maksimum enzim iiretiminin elde edildigi inokiilasyon yas1 72. saat

olarak belirlenmistir. Bu inokiilasyon saatinde enzim tiretimi 2,1 katina ¢ikmustir.

Cesitli arastirmacilar da farkli bakteriyel suslar kullanarak proteaz iiretimi iizerine
besinsel ve fiziksel faktorlerin etkilerini aragtirmislardir. Bu aragtirmalar neticesinde

birbirinden farkli sonuglar rapor etmislerdir.

Joo ve Chang (2005), Bacillus sp. 1-312 susunun maksimum proteaz tiretimini pH 11.0

ve 32°C’de 48. saatte gergeklestirdigini bildirmistir.

Qadar ve arkadaslar1 (2009), Bacillus sp. PCSIR EA-3 susunun maksimum proteaz
tiretimini glikoz (karbon kaynagi) ve pepton (azot kaynagi) igeren besiyerinde pH 7.0 ve

35°C’de 48. saatte gergeklestirdigini bildirmistir.

Das ve Prasad (2010), Bacillus subtilis susunun maksimum proteaz tiretimini dekstroz
(karbon kaynagi) ve pepton (azot kaynagi) iceren besiyerinde pH 8.0 ve 37°C’de 48.

saatte gergeklestirdigini rapor etmistir.

Sundararajan ve arkadaslar1 (2011), Bacillus cereus VITSNO4 susunun maksimum

proteaz iiretimini soya ve kazeinli besiyerinde 16. saatte gerceklestirdigini saptamistir.

Ravishankar ve arkadaslar1 (2012), Bacillus subtilis AKRS3 susundan maksimum proteaz
uretimini ksiloz (karbon kaynagi), sigir ekstrakti (azot kaynagi) ve NaCl (metal iyonu)

igeren besiyerinde pH 9.0 ve 37°C’de 24. saatte gergeklestigini rapor etmistir.

Helal ve arkadaslar1 (2012), Bacillus subtilis susunun maksimum proteaz liretimini seker
kamis1 pekmezi (karbon kaynagt), misir 6zii konsantresi (azot kaynagi) i¢eren besiyerinde

pH 10.0 ve 37°C’de 48 saatte gergeklestirdigini saptamistir.

Vijayaraghavan ve arkadaglar1 (2012), Bacillus subtilis VV susunun maksimum proteaz
iiretimini maltoz (karbon kaynagi) ve iire (azot kaynagi) iceren besiyerinde pH 10.0 ve

30-40°C’de 72. saatte gerceklestirdigini bildirmistir.

Agasthya ve arkadaslar1 (2013), Bacillus thuringiensis susunun maksimum proteaz

tiretimini pH 8.0 ve 47 °C’de gerceklestirdigini bildirmistir.
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Vijayaraghavan ve arkadaslar1 (2014), Bacillus cereus AT susunun maksimum proteaz
iretimini maltoz (karbon kaynag1), maya 6ziitii (azot kaynagi) igeren besiyerinde pH 9.0

ve 37°C’de 72. saatte gergeklestirdigini saptamistir.

Uddin ve arkadaslar1 (2014), Bacillus sp. susunun maksimum proteaz iiretimini pH 8.5

ve 60°C’de 26. saatte gergeklestirdigini bildirmistir.

Nisha ve Divakaran (2014), Bacillus subtilis NS susunun maksimum proteaz {iretimini
glikoz (karbon kaynagi), sigir ekstrakti (azot kaynagi) ve MgClz (metal iyonu) iceren
besiyerinde pH 9.0 ve 40°C’de 48. saatte gergeklestirdigini bildirmistir.

Pant ve arkadaslar1 (2015), Bacillus subtilis susunun maksimum proteaz {iretimini
galaktoz (karbon kaynagi) ve pepton (azot kaynagi) iceren besiyerinde pH 10.0 ve
45°C’de 36. saatte gerceklestirdigini rapor etmistir.

Ahmetoglu ve arkadaglar1 (2015), Bacillus sp. KGS5 susunun maksimum proteaz tiretimini
laktoz (karbon kaynagi), sigir ekstrakti (azot kaynagi) ve CaClz (metal iyonu) iceren
besiyerinde pH 7.0 ve 40-45°C’de 24. saatte gergeklestirdigini rapor etmistir. Buna ek
olarak karbon kaynagi olarak glikoz, metal iyonu olarak NaCl, MgCl2, MnCl

kullaniminin enzim tiretimini inhibe ettigini rapor etmistir.

Briki ve arkadaglar1 (2016), Bacillus sp. SB12 susunun maksimum proteazin nisasta
(karbon kaynagi), maya Oziitii ve pepton (azot kaynagi) i¢eren besiyerinde pH 9.0 ve

37°C’de gerceklestirdigini bildirmistir.

Anandharaj ve arkadaslar1 (2016), Bacillus alkalitelluris TWI3 susunun maksimum
proteaz tiretimini laktoz (karbon kaynagi) ve skim milk (azot kaynagi) igeren besiyerinde

pH 8.0 ve 40°C’de gerceklestirdigini bildirmistir.

Baweja ve arkadaslar1 (2016), Bacillus pumilus MP27 susunun maksimum proteaz
iretimini bugday samani (karbon kaynagi) ve pepton (azot kaynagi) iceren besiyerinde

pH 9.0 ve 30°C’de 48. saatte gergeklestirdigini bildirmistir.

Ali ve arkadaslar1 (2016), Bacillus subtilis BLK-1.5 susunun maksimum proteaz

iiretimini 37 °C ve pH 10.0 degerinde gergeklestirdigini bildirmistir.
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Devanadera ve arkadaslar1 (2016), Bacillus subtilis USTCMS 1011 susunun maksimum
notral proteaz iiretimini dekstrin (karbon kaynagi) ve maya 6ziitii (azot kaynagi) iceren

besiyerinde 37 °C ve pH 7.0 degerlerinde 72. saatte iirettigini saptamistir.

Devanadera ve arkadaslar1 (2016), Bacillus subtilis USTCMS 1011 susunun maksimum
alkalen proteaz iiretimini ise dekstrin (karbon kaynagi) ve maya 6ziitii (azot kaynagi)

iceren besiyerinde 30°C ve pH 9.0 degerlerinde 72. saatte iirettigini saptamistir.

Kim ve arkadaslar1 (2016), Bacillus subtilis FBL-1 susunun maksimum proteaz tiretimini
fruktoz (karbon kaynagi) ve maya oziitii (azot kaynagi) iceren besiyerinde pH 6.0 ve

37°C’de 36. saatte gergeklestirdigini bildirmistir.

Rehman ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis KT004404 susunun maksimum proteaz
iiretimini dekstroz (karbon kaynag1), pepton (azot kaynagi) ve malt 6ziitii (azot ve karbon

kaynagi) iceren besiyerinde pH 6.0 ve 55°C’de 48. saatte gerceklestirdigini bildirmistir.

Hussain ve arkadaglar1 (2017), Bacillus subtilis susunun maksimum proteaz tiretimini
maltoz (karbon kaynagi) ve pepton (azot kaynagi) iceren besiyerinde gergeklestirdigini
bildirmistir. Pepton ve maltozun B. subtilis tarafindan kolayca metabolize edilebildigi igin
maksimum {iretimi sagladig1 ifade edilmistir. Buna ek olarak azot kaynagi olarak
kullanilan amonyum nitratin (NHsNO3) B. subtilis gelisimini dolayisiyla enzim iiretimini

baskiladigin bildirmistir.

Bashir ve arkadaslar1 (2018), Bacillus licheniformis susunun maksimum proteaz {iretimini

pH 7.5 ve 40°C’de 48. saatte gergeklestirdigini saptamistir.

Bhunia ve arkadaslar1 (2010), Bacillus licheniformis NCIM-2042 susunun proteaz
iiretiminde magnezyum iyonunun etkili oldugu rapor etmislerdir. Benzer bir sonug, Uyar

ve arkadaslar1 (2011) tarafindan da Bacillus cereus CA15 igin saptanmuistir.

Tambekar ve Tambekar (2013), Bacillus pseudofirmus, Cohnella thermotolerans ve
Bacillus odyssey ile yaptiklar1 calismada Mg?*, Ca?*, Cu?* ve Mn?* iyonlarinin izolatlarmn

proteaz iiretimini tizerindeki arttirict etkisini bildirmistir.

Mothe ve Sultanpuram (2016), MgCl> ve CaCly varligimin Bacillus caseinilyticu’in
proteaz liretimini arttirirken, ZnCly, FeCl, ve CuCl; gibi diger metal tuzlarinin ise proteaz

tiretiminde minimal etkiye sahip olduklarini saptamislardir.
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Asha ve Palaniswamy (2018), Bacillus cereus FT 1 susunun Mn?** iyonu varliginda

proteaz liretiminin biiyiik 6l¢iide arttigin1 belirtmislerdir.

Kalsiyum iyonu ig¢eren besi yerinde genellikle proteaz iiretimi artmaktadir. Bunun sebebi
bakterinin enzim sekresyonunda kalsiyum iyonlarini kullanmasi olabilir (Ahmetoglu ve

ark. 2015).

Farkli metaller, efektor olarak hareket etme yeteneklerinde farkli davranislar sergilerler.
Metalik kofaktorler enzimatik reaksiyonda onemlidir, ¢linkii bunlarin varligr veya
yoklugu enzim aktivitesini diizenler. Esansiyel besin kaynagi ile birlikte spesifik metalik
iyonun varlig1 enzim aktivitesini inhibe edebilir veya arttirabilir. Bu nedenle ¢alismalarda
da, iiretim ortamindaki metal iyonlarmin takviyesi degerlendirilmektedir (Sirohi ve

Prakash 2015).

Enzim iiretimi fizyolojik mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir. Besi yerindeki
glikoz gibi bazi katabolitler, hidrolitik enzim iiretimini baskilayabilmektedir. Dolayisiyla
cesitli karbon kaynaklarinin da enzim iiretimini baskilamasi katabolik represyon

mekanizmasinin gerceklesmesi olabilir (Zambare ve ark. 2011).

Ekstrem sicaklik degerlerinde maksimum proteaz iiretimini gergeklestiren Bacillus
suslart da mevcuttur. Bacillus sp. susunun maksimum proteaz iretimini 60°C’de

gerceklestidigi belirtilmistir (Uddin ve ark. 2014).

Bacillus hiicreleri aerobik bir ortamda {iiredikleri igin, iyi bir havalandirma proteaz
tiretimini de arttirir, bu nedenle ¢alkalama da 6nemli bir faktordiir (Ebrahimpour ve ark.
2008). Bacillus sp. suslar1 kullanilarak gergeklestirilen ¢alismalarda optimal ¢alkalama
hizi genellikle 150 rpm olarak gosterilmistir. Bacillus sp. BGS (Moorthy ve Baskar 2013),
B. subtilis GA CAS8 (Sathishkumar ve ark. 2015), Bacillus sp. SB12 (Briki ve ark. 2016),
B. alkalitelluris TWI3 (Anandharaj ve ark. 2016), B. pumilus MP 27 (Bejewa ve ark.
2016), B. subtilis KT004404 (Rehman ve ark. 2017) suslarinin maksimum proteaz
tiretimini 150 rpm ¢alkalma hizinda gerceklestirdigi rapor edilmistir. Fakat farkliliklar da
goriilmektedir. Joo ve Chang (2005), Bacillus sp. 1-312 susunun 250 rpm, Pant ve
arkadaglar1 (2015) ise B. subtilis susunun 180 rpm ¢alkalama hizinda maksimum proteaz

tiretimini gerceklestigini rapor etmistir.
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Inokiilum miktar1, enzim iiretiminde énemli ve cok degisken olan unsurlardan biridir.
Rehman ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis KT004404 susunun maksimum proteaz
tretimini %1 inokilum kullanildiginda, Nadeem ve arkadaslari (2010), Bacillus
licheniformis N-2 susunun maksimum proteaz iiretimini %1 inokiilum kullanildiginda,
Vijayaraghavan ve arkadaslart (2012) ise Bacillus subtilis VV susunun maksimum
proteaz iiretimini %25 inokiillum kullanildiginda gergeklestirdigini rapor etmistir.
Vijayaraghavan ve arkadaslar1 (2014), Bacillus cereus AT susunun maksimum proteaz
tiretimini %6 inokiilum kullanildiginda, Ozdenefe ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis
susundan alkalen proteazin liretimini %5 inokiilum kullanildiginda, Bashir ve arkadaslar1
(2018), Bacillus licheniformis susunun maksimum proteazin iiretimini %]1,5 inokiillum

kullanildiginda gergeklestirdigini bildirmistir.

Inokiilum yas1 da enzim iiretiminde diger unsurlar kadar 5nemli ve degisken bir faktordiir.
Ozdenefe ve arkadaglar1 (2017), Bacillus subtilis susundan alkalen proteazin tiretimini 4
saatlik inokiilum yasinda, Loperena ve arkadaslart (1994), Bacillus sp. susunun
maksimum proteaz iiretimini 12 saatlik inokiilum yasinda, Nadeem ve arkadaslar1 (2010)
ise Bacillus licheniformis N-2 susunun maksimum proteaz iiretimini 24 saatlik inokiillum

yasinda elde edildigini rapor etmistir.

Bu calisma ve diger arastirmacilarin ¢alisma sonuglarindan da anlasilacagi tizere farkli
mikroorganizmalarla yapilan proteaz liretim verimlerindeki farkliliklar, kiiltiir ortami
bilesiminin yan1 sira bakteri susu 6zelliklerine baglanabilir. Ayrica, proteaz aktivitenin
6l¢iilmesinin, ayn1 zamanda substrata ve test reaksiyonunun deneysel kosullarina da bagl
oldugundan farkli sonuclar elde edilebilir. Diger yandan, besinsel ve fiziksel faktorlerin
proteaz liretimine olan etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda farkli sonuglarin alinmasi

mikroorganizmalarin kullandig1 metabolik yollarin farkli oldugunu da géstermektedir.

Yaptigimiz ¢aligmada en yiiksek enzim firetiminin gozlendigi besinsel ve fiziksel
faktorler bir araya getirilerek olusturulan modifiye edilen ortamda B. subtilis E6-5 susu
enzim iiretimi acgisindan degerlendirilmis olup, proteaz enziminin aktivitesi 1810 U/mL
olarak bulunmustur. Bu besi yerinde elde edilen deger kontrol (360 U/mL) ile

kiyaslandiginda 5 kat fazla enzim tiretimi saglanmistir.
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Enzimlerin ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmast yani karakterizasyonu enzim hakkinda
onemli bilgiler vermektedir. Bu bilgiler endiistride kullanilacak enzimler i¢in oldukca
degerlidir. Enzimin karakterizasyonunda bazi1 parametreler dikkate alinmaktadir. Bunlar,

sicaklik, pH, metal iyonlar1, kinetik 6zellikler olan Km Ve Vmax molekiiler agirliktir.

pH, sicaklik, iyonik gii¢, mikrocevrede bulunan tuz, iyon ve bilesiklerin yapisit gibi
faktorler enzimin ii¢ boyutlu yapisini etkileyebilmektedir. Bu sebeple her enzimin
optimum aktivite gosterdigi bir sicaklik ve pH degeri vardir. Bu degerlerin bilinmesi,
enzimin endiistriyel alanlarda aktif olarak kullanilip kullanilamayacagini gostermektedir.
pH degisimleri, enzimlerin 3 boyutlu yapisinda degisiklige yol a¢gmaktadir, ¢ilinkii
enzimler farkli pH’larda degisik iyonik gruplar olusturdugundan farkli pH’larda enzim
aktivitesinde biiyiik farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (Wilson ve Remigio 2012, Zekeya ve
ark. 2019). Diger yandan bazi enzimler aktivite gosterebilmek i¢in ortamda mutlaka metal
iyonlarmma  gereksinim duymaktadir ve bu enzimler metalloenzim olarak
adlandirilmaktadirlar. Metalik iyonlar, metalik tuz ¢ozeltisinin konsantrasyonuna bagh
olarak enzimlerin aktivitesi ve enzim katalitik/baglama boélgelerinde bulunan aminoasit
kalintilarinin yan gruplarma baglanarak inhibe edici veya uyarici etkiye sahiptir.
Endiistride kullanilan 6nemli enzimlerin ¢ogu metalloenzimlerdir. Enzimlerin Km Ve Vmax
degerleri ise enzimin en Oonemli kinetik 6zellikleridir. Bu 6zellikler enzimin belli bir
substrat ile ne kadar ¢abuk doyuma ulastigi (Km) ve ulasabildigi en hizli (Vmax)
reaksiyonunu gdstermektedir. Kinetik 6zelliklerin bilinmesi bir enzimin hiicre i¢inde ne
yaptigini ve o sartlardaki degisikliklere nasil tepki verdigi hakkinda fikir verebilmektedir.
Km degeri diistiikce enzimin substratina olan ilgisi artmaktadir. Km degeri arttikca
enzimin substrata olan ilgisi ise diismektedir. Diisik Km degerine sahip enzimler
substratlarina kars1 yiiksek affiniteye sahip oldugundan endiistride olduk¢a dnemlidirler.
Bu ¢alisma da B. subtilis E 6-5’den elde edilen proteaz enziminin 6zelliklerini belirmek
lizere enzim birka¢ basamakta saflastirilmistir. Bunun i¢in sirasiyla; amonyum siilfat
¢oktiirmesi, diyaliz, ultrafiltrasyon ve jel filtrasyon (Sephadex G-75) kromatografisi
yapilmistir. Enzim %16,1 verimle, 6,1 kez saflagtirllmistir. Calismada saf enzim {izerine
sicaklik ve stabilitesi, pH ve stabilitesi, ¢esitli potansiyel bilesiklerin etkileri arastirilmas,
enzimin Km ve Vmax degerleri saptanmis ve molekiil agirligi belirlenerek enzim

karakterize edilmistir. Ayrica zimogram analizi de yapilmistir.
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Calismada B. subtilis E 6-5’in iirettigi proteaz enzimi i¢in optimum sicaklik degeri 60°C
olarak saptanmistir. Bu sicaklik degerinde saf enzimin aktivitesi ham enzime gore 2,38
kat artig gostermistir. 65°C’de enzim aktivitesinde 2,17 kat artis goriilmiistiir. Enzimin
60°C’de 60. dakikaya kadar stabil kaldigi, 90. dakika sonunda aktivitesinin %84 linii
korudugu saptanmistir. Enzimin 1siya dayanikli (termostabil) karakterde oldugu

belirlenmistir.

Enzimin optimum pH degeri ise 7.0 olarak belirlenmistir. Enzimin nétral proteaz oldugu
ancak, enzimin alkali ortamda da yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Enzimin
pH 6.0-10.0 gibi genis bir pH araliginda enzimin aktivite gostermesi endiistriyel
uygulamalar icin 6nemlidir. pH stabilite denemelerinde pH 7.0’da 60 dakika boyunca
stabil kalmistir. Enzimin aktivitesinin 4 saat sonunda %85’ini, 6 saat sonunda ise %70’ini

korudugu saptanmustir.

Metal iyonlar1 ve baz1 potansiyel bilesikleri enzim aktivitesi {izerinde dnemli bir etkiye
sahiptir. Bu calismada 1 ve 5 mM konsantrasyonlardaki farkli potansiyel bilesikleri
kullanilmis ve 5 mM konsantrasyonun daha etkili oldugu belirlenmistir. MnSQO4, CaCl»
ve KCl iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine aktivator etki yaptigi ve enzim aktivitesinin
sirastyla, %53, %46 ve %40 oraninda arttig1 belirlenmistir. ZnSO4 ve anyonik bir deterjan
olan SDS ve selatlayici ajan olan EDTA ise enzim aktivitesini inhibe etmistir. Caligmada
proteaz enziminin metal iyonlar1 varliginda aktif olmasindan dolay1r enzimin
metalloenzim oldugu belirlenmistir.

Proteaz enziminin kinetik 6zellikleri belirlenmis Vimax 3333 U/mL ve K ise 1 mM olarak
bulunmustur. Enziminin molekiiler agirligi SDS-PAGE ile yaklagik 51.5 kDa olarak
tespit edilmistir. Ayrica supernatantin zimogram profilini incelendi ve zimografta bir tane
acik bant bulundu. 2 tane silik bantin varlig1 da goriildii. Zimogram analizi ile de

proteolitik aktivitenin 51.5 kDa ile iliskili oldugu ortaya konulmustur.

Farkli arastiricilar farklt mikroorganizmalarla yaptiklar1 c¢alismalarda proteazlarin

Ozelliklerini ortaya ¢ikarmislardir.

Rai ve Mukherjee (2009), B. subtilis DM-04 susundan izole edilen proteazin optimal pH

degerinin 10.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 37°C oldugunu rapor etmistir.
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Giri ve arkadaglari (2011), B. subtilis VSG-4 susundan izole edilen proteazin optimal pH

degerinin 9.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Jain ve arkadaslar1 (2012), Bacillus sp. SM2014 susundan izole edilen proteazin optimal

pH degerinin 10.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 60°C oldugunu rapor etmistir.

Vijayaraghavan ve arkadaslar1 (2012), B. subtilis W susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 10.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Wang ve arkadaslar1 (2013), B. amyloliquefaciens susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 7.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Annamalai ve arkadaglar1 (2014), B. alveayuensis CASS5 susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 9.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Vijayaraghavan ve arkadaglar1 (2014), B. cereus AT susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 8.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Chatterjee ve arkadaslar1 (2015), B. subtilis ATCC6633 susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 11.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 40°C oldugunu rapor etmistir.

Ahmetoglu ve arkadaslar1 (2015), Bacillus sp. KG5 susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 7.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 45°C oldugunu rapor etmistir.

Sathishkumar ve arkadaglar1 (2015), B. subtilis GACASS susundan izole edilen proteazin

optimal pH’siin 9.0 ve optimum sicakliginin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Farhadian ve arkadaslar1 (2015), B. subtilis DR8806 susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 8.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 45°C oldugunu rapor etmistir.

Sahin ve arkadaslar1 (2015), B. subtilis M-11 susundan izole edilen proteazin optimal pH

degerinin 8.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Anandharaj ve arkadaslar1 (2016), B. alkalitelluris TWI13 susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 10.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 60°C oldugunu rapor etmistir.

Devanadera ve arkadaslar1 (2016), B. subtilis susundan izole edilen proteazin optimal pH

degerinin 7.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.
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Uttatree ve Charoenpanich (2016), B. subtilis BUU1 susundan izole edilen proteazin

optimal pH’sinin 11.0 ve optimal sicakliginin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Ali ve arkadaslar1 (2016), B. subtilis BLK-1.5 susundan izole edilen proteazin optimal

pH degerinin 10.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Rehman ve arkadaslar1 (2017), B. subtilis KT004404 susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 6.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 55°C oldugunu rapor etmistir.

Hussain ve arkadaslar1 (2017), B. subtilis susundan izole edilen proteazin optimal pH

degerinin 8.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 57°C oldugunu rapor etmistir.

Hakim ve arkadaslar1 (2018), B. subtilis AKAL?7 susundan izole edilen proteazin optimal

pH degerinin 9.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 40°C oldugunu rapor etmistir.

Si ve arkadaslar1 (2018), B. subtilis FBL-1 susundan izole edilen proteazin optimal pH

degerinin 9.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 45°C oldugunu rapor etmistir.

Putatunda ve arkadaslar1 (2018), Bacillus sp. HD292 susundan izole edilen proteazin

optimal pH degerinin 9.5 ve optimal sicaklik degerinin ise 70°C oldugunu rapor etmistir.

Singh ve arkadaslar1 (2017), B. subtilis K-1 susundan izole edilen proteazin optimal pH

degerinin 10.0 ve optimal sicaklik degerinin ise 50°C oldugunu rapor etmistir.

Endiistriyel acidan kullanilmak istenilen enzimlerde aranilan en 6nemli 6zelliklerden biri
termostabilitedir. Clinkii yliksek aktiviteye sahip proteazlarin ¢ogu, endiistriyel
uygulamalarda termostabil olmadigi i¢in kullanilamamistir (Nadeem ve ark. 2010).
Molekiiler ylizeydeki yiikler, molekiildeki iyonlar, genetik siiriiklenme termal
stabiliteden sorumludur. Enzim termostabilitesi, hidrojen baglari, disiilfiir baglari,
elektrostatik  etkilesimler, hidrofobik etkilesimler gibi kuvvetler tarafindan
belirlenmektedir (Yang ve ark. 2014, Singh ve Bajaj 2017). Buna ek olarak molekiiler
ylzeydeki yiikler, molekiildeki iyonlar, genetik siirliklenme termal stabiliteden
sorumludur (Tiberti ve Papaleo 2011). Dolayisiyla termostabilite de en dnemli unsur

basta genetik yapidir.

Bacillus subtilis PE-11 susundan izole edilen proteazin 60°C’de 6 saate siireyle

stabilitesini koruyabildigi rapor edilmistir (Adinarayana ve ark. 2003).
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Bacillus megaterium RRM2 susundan izole edilen proteazin 60°C’de 2 saat siireyle

stabilitesini koruyabildigi belirlenmistir (Rajkumar ve ark. 2011).

Bacillus sp. SM2014 susundan izole edilen proteazin 80°C’de 30 dakika siireyle
stabilitesini koruyabildigi belirlenmistir (Jain ve ark. 2012).

Bacillus koreensis BK-P21A susundan izole edilen proteazin 70°C’de 1 saat siireyle

stabilitesini koruyabildigi belirlenmistir (Anbu 2013).

Bacillus amyloliquefaciens SYB-001 susundan izole edilen proteazin 60°C’de 1 saat

siireyle stabilitesini korudugu rapor edilmistir (Wang ve ark. 2013).

Bacillus alveayuensis CASS susundan izole edilen proteazin 80°C’de 1 saat siireyle

stabilitesini koruyabildigi belirlenmistir (Annamalai ve ark. 2014).

Bacillus subtilis GACASS susundan izole edilen proteazin ise 60°C’de 24 saat siireyle
stabilitesini koruyabildigi rapor edilmistir (Sathishkumar ve ark. 2015).

Bacillus subtilis DR8806 susundan izole edilen proteazin 60°C’de 1 saat siireyle

stabilitesini koruyabildigi rapor edilmistir (Farhadian ve ark. 2015).

Bacillus sp. SB12 susundan izole edilen proteazin 60°C’de 1 saat siireyle stabilitesini

koruyabildigi rapor edilmistir (Briki ve ark. 2016).

Bacillus alkalitelluris TWI3 susundan izole edilen proteazin 60°C’de 30 dakika siireyle

stabilitesini koruyabildigini rapor edilmistir (Anandharaj ve ark. 2016).

Bacillus subtilis KT004404 susundan izole edilen proteazin 65°C’de 1 saat siireyle
stabilitesini koruyabildigi rapor edilmistir (Rehman ve ark. 2017).

pH, enzim iizerine etki eden Onemli bir faktordiir. Asirt veya az hidrojen iyonu
konsantrasyonlari, yani ekstrem pH degerlerinin, molekiillerin proton kazanma ve
kaybetme oranlarin1 normalin digina ¢ikarmaktadir. pH degerindeki degisimler sebebi ile
proteinlerin aminoasitlerin degisken olan R grubu basta olmak tizere karboksil ve amino
termalinde protonlanma veya proton kaybetme gerceklesebilmektedir. Buna ek olarak
bazik veya asidik aminoasitlerinin iyonlagma durumlarinda degisikliklere sebep
olabilmektedir (Wilson ve Remigio 2012). Bu durum proteinin kimyasal 6zelliklerinde

ve dolayisiyla konformasyonunda degisime yol agmaktadir. Eger bitisik olmas1 gereken
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alt birimlerin etkilesimindeki azalma, substrat ilgisinde azalmaya sebep olmaktadir. pH
degisimleri enzimin tersiyer yapisinda bulunan ve yapinin olusumu ve devamliligini
saglayan zayif kuvvetlerin ortadan kalkmasina sebep olmakta, enzimin tersiyer yapisinin
bozulmasi da yani katlanmadaki agilmalarin olmasi ise enzimin tamamen inhibe olmasina

sebep olmaktadir (Zekeya ve ark. 2019).

Bacillus cinsi tiirlerinin genellikle optimal pH degerlerinin 6.0-10.0 araliginda oldugu
yani genellikle nétral ve alkalen oldugu bilinmektedir (Contesini ve ark. 2018). Notral
proteazlar pH 5.0-8.0, alkalen proteazlar ise pH 9.0-12.0 degerleri arasinda aktiftir. Fakat
bu degerlerin araliginda kiiciik sapmalar olabilmektedir. Hakim ve arkadaslar1 (2018),
izole ettikleri Bacillus subtilis AKAL7 susunun alkalen proteazinin pH 7.0-12.0

araliginda aktif oldugunu rapor etmistir.

Adinarayana ve arkadaslar1 (2003), Bacillus subtilis PE-11 susunun proteazinin pH 8.0-

10.0 araliginda stabilitesini koruyabildigini rapor etmistir.

Rajkumar ve arkadaglar1 (2011), Bacillus megaterium RRM2 susundan izole edilen

proteazin pH 7.0-11.0 araliginda stabilitesini koruyabildigini saptamistir.

Jain ve arkadaglar1 (2012), Bacillus sp. SM2014 susunun iirettigi proteazin pH 7.0-12.0

araliginda stabil oldugunu rapor etmistir.

Wang ve arkadaglar1 (2013), Bacillus amyloliquefaciens SYB-001 susundan izole edilen

proteazin pH 6.0-10.0 araliginda stabil oldugunu rapor etmistir.

Anbu (2013), Bacillus koreensis BK-P21A susunun proteazinin pH 7.0-10.0 araliginda

stabilitesini koruyabildigini rapor etmistir.

Annamalai ve arkadaglar1 (2014), Bacillus alveayuensis CAS5 susundan izole edilen

proteazin pH 8.0-11.0 araliginda stabil oldugunu saptamustir.

Sathishkumar ve arkadaslar1 (2015), Bacillus subtilis GACASS susundan izole edilen

proteazin pH 9.0-11.0 araliginda stabilitesini koruyabildigini rapor etmistir.

Farhadian ve arkadaslart (2015), Bacillus subtilis DR8806 susundan izole edilen

proteazin pH 6.0-9.0 araliginda stabilitesini koruyabildigini rapor etmistir.
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Briki ve arkadaslari1 (2016), Bacillus sp. SB12 susundan izole edilen proteazin pH 7.0-

11.0 araliginda stabil oldugunu rapor etmistir.

Anandharaj ve arkadaslar1 (2016), Bacillus alkalitelluris TWI3 susundan izole edilen

proteazin pH 6.0-12.0 araliginda stabil oldugunu rapor etmistir.

Rehman ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis KT004404 susundan izole edilen

proteazin pH 5.0-8.0 araliginda stabilitesini koruyabildigini rapor etmistir.

Bazi enzimler aktivite gosterebilmek i¢in ortamda mutlaka metal iyonlarina gereksinim
duymaktadirlar. Metal iyonlari, bagli bir su molekiiliinii aktive ederek nétr pH'da bir
niikleofilik hidroksit iyonu olusturarak enzim katalizini etkiler, bdylece olusan
niikleofilik ataklara karsi oldukga hassas olan negatif yiikleri stabilize eder (Ezugwu ve
ark. 2016).

Yapilan ¢alismada da B. subtilis E6-5 proteazinin manganez ile aktive olmasi
metalloproteazlarin aktif merkezinde katalizden sorumlu bilesenlerden birinin de
manganez olmasi olarak yorumlanabilir. EDTA inhibisyonunu, metalloenzimlerin aktif
merkezindeki metal iyonlarini selatlamasi ile saglamaktadir. Cilinkii enzimin aktif
merkezinde bulunan metal iyonlari, enzim stabilitesi ve yapinin biitiinliigiiniin saglanmasi
acisindan ¢ok onemlidir. EDTA tarafindan, enzimin aktif merkezinden metal iyonunun
c¢ikarilmasi, enzimin aktivitesini ortadan kaldirmaktadir (Chatterjee ve ark. 2015). Buna
ek olarak EDTA, enzimin aktivitesinde kofaktor olarak gorev yapan ortamda bulunan
metal iyonlarininda selatlanmasi ile etkisini gosterebilmektedir (Singh ve ark. 2013). Bir
enzimin EDTA ile inhibe olmas1 enzimin aktivitesi i¢in iki degerlikli katyon iyonlarina
ithtiyacinin oldugu dolayisiyla metalloproteaz ailesine dahil oldugunu gostermektedir.
Metal iyonlar1 genellikle elektron alarak, nadir olarak da elektron vererek cesitli enzimleri
aktive veya inaktive etmektedir (Palmer ve Bonner 2007, Singh ve ark. 2017). Metal
iyonu sayesinde enzim elektriksel agidan yiiklii hale gelirse, enzimin aktivitesi
artmaktadir (Riordan 1977). Metal iyonlar1 enzimin aktivasyonunu ya enzim ve substratin
baglanmasini saglayan bir koprii (enzim-metal-substrat) gibi davranarak ya da
reaksiyonun aktivasyon enerjisini diisiirerek saglamaktadir. Buna ek olarak metal iyonlari
enzimin tersiyer yapisinin stabilizasyonunu saglayabilmektedir (Singh ve ark. 2017).
Ca?* iyonu ile aktive olup, EDTA ile inhibe olan ve bu sebeple metalloproteaz sinifina

dahil edilen bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Wang ve ark. 2009, Wu ve ark. 2011).
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S-blok metalleri (K*, Mg?*, Ca®*, Li**) genellikle iyonik baglarla ligandlara zayif bir
sekilde baglanmaktadir. Baglanma iyonik oldugu icin metal iyonlar1 kolayca yer
degistirebilmektedir. Bu sonug, s-blok metal iyonlarinin enzimi termal denatiirasyona
kars1 korudugunu ve yiiksek sicakliklarda enzimin aktif olan 3 boyutlu konformasyonunu
saglamada 6nemli bir rol oynadigini diislindiirmektedir (Donaghy ve Mckay 1993). Bu
sebeple birgok enzimin, Ca?*, Mg?" gibi katyonlarin diisiik konsantrasyonlari ile spesifik
olarak stabilize edildigi bilinmektedir. Ciinkii bu katyonlar, ¢6zeltideki ¢oziilmiis oksijeni
azaltarak, tiyol gibi gruplar1 oksidasyona karsi bir miktar korumaktadir (Silva ve ark.
2018). Dolayisiyla K* Mg?*, Ca** Li** iyonlan etkisi ile Bacillus subtilis E6-5
proteazinin aktivitesinin iyi veya orta derecede artmasi bu sekilde aciklanabilir. Proteaz
enzimlerinin aktivitesinin s-blok metalleri (Ca?*, Mg?") etkisi ile arttig1 birgok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir (Oberoi ve ark. 2001, Patel ve ark. 2006, Arulmani ve ark. 2007,
Jaouadi ve ark. 2008, Giri ve ark. 2011). Ayrica, proteazin termal stabilitesinin Ca?*
varliginda arttig1 saptanmustir. Bu sebeple bazi kaynaklarda Ca?" iyonu, stabilizasyon
saglayici ajan olarak ifade edilmektedir. Ca®* iyonunun bu etkisi protein igi etkilesimleri
kuvvetlendirmesi ve proteinin igindeki belirli bolgelere baglanarak otoliz ve sicaklik
etkisi ile meydana gelebilecek 3 boyutlu yapidaki c¢oziilmeleri Onlemesi olarak

aciklanmaktadir (Shah ve ark. 2010, Si ve ark. 2018).

Bacillus subtilis E6-5 susunun proteaz enziminin Fe?*, Cu?*, Zn?* gibi d-blok metalleri
ile aktivitesinin azalmasi bu metallerin kararli kompleksler vermek {izere tercihen
kovalent baglarla enzime baglanmasi sebebi ile ger¢eklesmis olabilir. Ciinkii d-blok
metalleri genellikle enzimlere geri doniisii olmayan bir sekilde baglanarak aktivitede

azalmaya sebep olmaktadirlar (Shah ve ark. 2010).

Anyonik bir siirfaktan olan SDS, proteinlerin denatiire olmasina, dogal konformasyonunu
kaybetmesine hatta alt birimlerinin birbirinden ayrismasina sebep olmaktadir. Rediiktan
bir ajan olan 2-B-mercaptoetanol ise proteinlerin yapisindaki disiilfid baglarimi
indirgeyerek ve proteinlerin "random coil" konfigiirasyonuna donmesine neden
olmaktadir. Bu sebeple Bacillus subtilis E6-5 proteazinda da goriildiigii iizere SDS ve 2-
B-merkaptoetanol enzimleri genellikle inhibe etmektedir. Fakat 2-B-mercaptoetanol ve
SDS ile inhibe olmayan proteazlarda vadir. Farhadian ve arkadaslar1 (2015), Bacillus
subtilis DR8806 susundan izole ettikleri proteazinin  aktivitesinin = 2-f-

merkaptoetanol’den etkilenmedigini bildirmistir. Hatta Rehman ve arkadaslar1 (2017),
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Bacillus subtilis KT004404 susundan izole ettikleri proteazin aktivitesinin belirli

oranlardaki SDS ve 2-pB-mercaptoetanol etkisi altinda aktivitesinin arttig1 bildirilmistir.

Rai ve Mukherjee (2009), Bacillus subtilis DM-04 susu proteazinin aktivitesinin Fe?* ve
Zn?* iyonu etkisi ile arttigini, Mn?* ve Ca* ve iyonlari etkisi ile azaldigini, Mg?* ve Cu®*
iyonlar1 etkisi ile tamamen inhibe oldugunu rapor etmistir. Proteazin aktivitesinin

SDS’ten etkilenmedigi fakat EDTA’nin enzim aktivitesini azalttigini rapor etmistir.

Giri ve arkadasglar1 (2011), Bacillus subtilis VSG-4 susunun proteazin aktivitesinin s-
blogu metallerinden olan Ca?* ve Mg*? ile arttigin;, K*, Na*, Mn?" ile degismedigini
saptamistir. Buna ek olarak enzimin SDS varliginda ise aktivitesini korudugunu, EDTA

varliginda ise aktivitesinin az miktarda diistiigiinii rapor etmistir.

Vijayaraghavan ve arkadaslar1 (2012), Bacillus subtilis W susu proteazinin aktivitesinin
Ca?* iyonu varhiginda arttigini, Mg?* ve Mn?* iyonlari ile pek degismedigini, Cu®*, Fe?*

ve Zn?* iyonlarmin ise enzimi inhibe ettigini rapor etmistir.

Vijayaraghavan ve arkadaslar1 (2014), B. cereus AT susunun proteazinin aktivitesinin

Na*, Ca?*, Mg?" iyonlari ile arttigii, Mn?*, Cu?*, Zn?*, Fe?" azaldigin1 rapor etmistir.

Uddin ve arkadaslar1 (2014), Bacillus sp. susu proteazinin aktivitesinin Mg?* iyonu etkisi
ile artigini, Na* ve K' iyonlar1 ve EDTA etkisi ile degismedigini, Zn?* etkisi ile

azaldigini, 2-B-merkaptoetanol etkisi ile inhibe oldugunu saptamistir.

Chatterjee ve arkadaslar1 (2015), Bacillus subtilis ATCC 6633 susu proteazinin

aktivitesinin EDTA ve SDS’ten etkilenmedigini saptamaistir.

Ahmetoglu ve arkadaslar1 (2015), Bacillus sp. KG5 susundan izole edilen proteazin Ca®*
ve Mg?*, Mn*2 iyonlar ile aktive olurken, Cu?*, Zn%" iyonlar1, SDS ve metal iyonu

selatlayicist olan EDTA ile inhibe oldugunu saptamistir.

Farhadian ve arkadaslar1 (2015), Bacillus subtilis DR8806 susundan izole edilen
proteazin aktivitesinin K*, Ca%", Mg?*, Fe?* iyonlar etkisiyle arttigini, Ba?*, Cu?*, Zn?*
iyonlar1 etkisiyle azaldigini, Na* , Mn?*, iyonlarinin enzimin aktivitesi iizerine etkisinin
olmadigini belirlemistir. Enzimin aktivitesinin SDS etkisi ile azaldigi, EDTA ve 2-f3-

merkaptoetanol’den etkilemedigini belirlemistir.
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Sathishkumar ve arkadaslar1 (2015), Bacillus subtilis GACASS susunun proteazinin,
aktivitesinin Mg?* ve Ca?* iyonlari ile arttigini, EDTA ile inhibe olurken, SDS’e kars1

direngli oldugunu saptamistir.

Anandharaj ve arkadaglart (2016), Bacillus alkalitelluris TWI3 susu proteazinin
aktivitesinin Ca?*, Mn?*, Mg?* iyonlari ile artarken, Zn?*, K*, Fe?* iyonlar1 ile azaldigin,

EDTA ile tamamen inaktive oldugu bildirmistir.

Uttatree ve Charoenpanich (2016), Bacillus subtilis BUU1 susu proteazinin aktivitesinin

SDS ve EDTA’dan az etkilendigini rapor etmistir.

Hussain ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis susu proteazinin aktivitesinin Ca?" ile

arttigini, Mg?* ile degismedigini, Cu®" iyonu ile azaldigini rapor etmistir.

Rehman ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis KT004404 susunun proteazinin

aktivitesinin SDS ve 2-B-mercaptoetanol kullanimi arttigini rapor etmistir.

Rehman ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis KT004404 susunun proteazinin
aktivitesinin Ca?*, Mn?*, Mg?*, Zn?" ile arttigin1, Cu®*, Fe?* ve EDTA etkisi ile azaldigim

gozlemlemistir.

Singh ve arkadaslar1 (2017), Bacillus subtilis K-1 susu proteazinin aktivitesinin Ca?*
iyonu ile artigimi, K*, Mg?*, Na*, Mn?" ile degismedigini, Fe?*, Cu** Zn?* etkisiyle
azaldigini rapor etmistir. Buna ek olarak enzimin PMSF etkisiyle inhibe oldugunu, EDTA

ve SDS’in ise aktiviteyi ¢cok az bir miktar azalttigini rapor etmistir.

Si ve arkadaslar1 (2018), Bacillus subtilis FBL-1 susunun proteazinin Ca%*, Mg?*, Mn?",
Fe2*, Ca®", K* iyonlan etkisi ile aktivitesinin arttigini, EDTA etkisi ile tamamen inhibe
oldugunu saptamistir. Buna ek olarak aktivitesinin SDS ve 2-B-merkaptoetanol etkisi ile

azaldig1 rapor edilmistir.

Putatunda ve arkadaslar1 (2018), Bacillus sp. HD292 susundan izole edilen proteazin
aktivitesinin Ca®" iyonu etkisi ile artarken, Fe*, K* iyonlar etkisi ile azaldigmi

saptamistir.
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B. subtilis DM-04 susu proteazinin Km Ve Vmax degerlerinin sirasiyla 59 uM ve 336 pg/dk
oldugunu rapor edilmistir (Rai ve Mukherjee 2010).

Bacillus sp. SM2014 susu proteazinin Km Ve Vmax degerlerinin sirasiyla 0,57 mg/mL ve
445,23 U/mL oldugu rapor edilmistir (Jain ve ark. 2012).

B. megaterium AUO2 susu proteazinin Km Ve Vmax degerlerinin sirasiyla 0,722 mg/mL ve
0,018 U/mL oldugu rapor edilmistir (Priya ve ark. 2014).

B. subtilis DR8806 susu proteazinin Km Ve Vmax degerlerinin sirasiyla 2,499 mg/mL ve
1183 uM/dk oldugu belirlenmistir (Farhadian ve ark. 2015).

B. alkalitelluris TWI3 susu proteazinin Km Ve Vmax degerlerinin sirasiyla 38 mg/mL ve
253 U/mL oldugu rapor edilmistir (Anandharaj ve ark. 2016).

B. subtilis BUU1 susu proteazinin Km ve Vmax degerlerinin sirasiyla 0,2 mg/mL ve 220,76
umol/dk oldugu saptanmistir (Uttatree ve Charoenpanich 2016).

B. subtilis susu proteazinin Km ve Vmax degerlerinin sirasiyla 0,09 mg/mL ve 200 U/mL

oldugu rapor edilmistir (Hussain ve ark. 2017).

B. subtilis K-1 susu proteazinin Km Ve Vmax degerlerinin sirasiyla 0,14 mg/mL ve 1176

mg/dk oldugunu saptamistir (Singh ve ark. 2017).

B. licheniformis susu proteazinin Ky Ve Vmax degerlerinin sirasiyla 29 uM ve 104,9 U/mL

oldugu belirlenmistir (Bashir ve ark. 2018).

Bacillus sp. HD292 susu proteazinin Km Ve Vmax degerlerinin sirasiyla 2,7 mg/mL ve
2857 uM/dk oldugu saptanmistir (Putatunda ve ark. 2018).

Bacillus cinsi kaynakli proteazlarin 8-90 kDa gibi genis bir aralikta molekiiler agirhiga
sahip oldugu bilinmektedir (Kato ve ark. 1992, Devanadera ve ark. 2016). Bacillus
kaynakli metalloproteazlarin ise molekiiler agirliginin genellikle 40-60 kDa araliginda
oldugu bilinmektedir (Sari 2011). Fakat bunlarin biiyiik cogunlugu 50 kDa veya daha
diisiik molekiiler agirhiga sahiptir (Sousa ve ark. 2007, Vijayaraghavan ve ark. 2012). Bazi
istisnai durumlar da goriilmektedir. Ornegin, Devanadera ve arkadaslari (2016) tarafindan
izole edilen Bacillus subtilis USTCMS 1011 susunun iirettigi alkalen proteazin ise 8 kDa

molekiiler agirliga sahip oldugu saptanmistir. Bacillus subtilis tarafindan iretilen
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proteazlar genellikle 18-35 kDa araliginda molekiiler agirliga sahiptir. Bazi istisnai
durumlar da goriilmektedir. Ornegin, Bacillus subtilis (natto) proteazinin molekiiler
agirhiginin 90 kDa oldugu rapor edilmistir (Kato ve ark. 1992). Bacillus subtilis USTCMS
1011 susunun nétral proteazin 65.4 kDa molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilmistir

(Devanadera ve ark. 2016).

B. subtilis GACASS susu kaynakli proteazin 41 kDa araliginda molekiiler agirliga sahip
oldugu rapor edilmistir (Sathishkumar ve ark. 2015).

B. subtilis BUU1 susu kaynakli proteazin 32 kDa araliginda molekiiler agirliga sahip
oldugu rapor edilmistir (Uttatree ve Charoenpanich 2016).

B. subtilis BLK-1.5 susu kaynakli proteazin 38 kDa araliginda molekiiler agirliga sahip
oldugu rapor edilmistir (Ali ve ark. 2016).

B. subtilis susu kaynakli proteazin 15 kDa araliginda molekiiler agirliga sahip oldugu

rapor edilmistir (Hussain ve ark. 2017).

B. subtilis KT004404 susu kaynakli proteazin 28.2 kDa araliginda molekiiler agirliga
sahip oldugu rapor edilmistir (Rehman ve ark. 2017).

B. subtilis FBL-1 susu kaynakli proteazin 37.6 kDa araliginda molekiiler agirhiga sahip
oldugu rapor edilmistir (Si ve ark. 2018).

B. subtilis AKAL7 susu kaynakli proteazin 40 kDa araliginda molekiiler agirliga sahip
oldugu rapor edilmistir (Hakim ve ark. 2018).

B. subtilis K-1 susu kaynakli proteazin 42 kDa araliginda molekiiler agirliga sahip oldugu
rapor edilmistir (Singh ve ark. 2017).

Enzimlerin kullanilabilirligi depolanma ve endiistriyel uygulamalar sirasindaki
stabilitelerine baglidir. Bu ¢alismada Bacillus subtilis E6-5 susunun ham enziminin
depolanma sicakligina bagl olarak stabilitesi saptanmistir. Yapilan ¢alismada en iyi
depolama sicakligi olarak -20 °C belirlenmistir. Bu sicaklikta depolanan enzimin
aktivitesinin 3. ay sonunda % 83’linii, 6. ay sonunda ise % 57’sini korudugu tespit

edilmistir.
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Proteazlar, dericilikte kil ve diger istenmeyen yapisal proteinlerin ve protein yapisinda
olan kirlerin yapisinin parcalanmasint ve giderilmesini; deri isleme siiresinin
azaltilmasini; derinin esnekligini ve saglamligini arttirilmasi gibi pozitif etkilere sahiptir
(Thorstensen 1993). Pratikte proteazlar sadece yiinii degerli hayvanlarin derilerinden
killarmin giderilmesinde, yilinii degerli olmayan hayvan derilerinde ise sadece kil
koklerinin  deriden giderilmesinde yani kimyasal yoOnteme yardimci olarak
kullanilmaktadir. Literatiirde az sayida calisma da ise kire¢ ve siilfiir kullanilmadan
yalnizca alkalen proteazlar kullanilarak gerceklestirilmis kil giderimi denemeleri
bulunmaktadir (Khandelwal ve ark. 2015). Kimyasal maddeler yerine kil gideriminde
enzim preparatlarinin kullanim1 yeni olmasa da daha iyi aktiviteye ve stabiliteye sahip

yeni odaklarin arayis1 sebebiyle yapilan arastirmalar halen daha ¢ok dikkat ¢ekicidir.

Bu ¢alismada yeni izolat B.subtilis E6-5’dan tiretilen ham ve konsantre edilen proteaz
enziminin keci, koyun ve dana deri Orneklerindeki killar1 giderme potansiyeli
arastirllmistir. Ayrica, kimyasal madde kullanilarak da kil giderme islemi yapilmis ve

sonuclar enzimatik islem ile karsilastirilmistir.

Enzim uygulamas: ile killar1 giderilmis olan derilerin hepsinin kimyasal uygulamasi ile
killar1 giderilmis olan derilere gére daha yumusak, ipeksi, esnek, beyaz ve lekesiz oldugu
saptanmistir. Kimyasal madde (kire¢ ve zirnik) ile muamele edilmis derilerin ise ¢ok sert,
sikilasmis ve kiiclilmiis oldugu buna ek olarak killar1 gekilirken tam olarak kokten
gelmedigi i¢in koyu renkli ve temiz olmayan bir yiizeye sahip oldugu goriilmiistiir. Dana
derisine konsantre enzim (6 809 U/mL) uygulanmasinda killarin 24. saatte, kimyasal
madde uygulanmasinda ise 42. saate dokiildiigii belirlenmistir. Kegi derisinde konsantre
enzim (6 809 U/mL) uygulanmasi sonucu killarin 18. saatte, kimyasal madde
uygulanmasinda ise 36. saate dokiildiigii saptanmistir. Koyun derisinde konsantre enzim
(6 809 U/mL) uygulanmasinda killarin 24. saatte, kimyasal madde uygulandiginda ise 42.
saate dokiildligi gortilmistiir. Konsantre enzim ham enzimden daha etkili olmustur.
Yapilan caligmalarda enzimatik islem uygulanmis derilerin diizgiin bir sekilde agildigi
goriilmiistiir. Bu durumum proteazin kil ve istenmeyen yapisal proteinleri gidermesine ve
derinin su alimim arttirarak esnekligini sagladig diisiiniilebilir. Buna benzer bir durum

Thorstensen (1993) tarafindan da rapor edilmistir.

129



Bu calismada enzimatik ve kimyasal muamele sonucu elde edilen koyun, kegi, dana deri
ornekleri ve kontrollerinin histolojik analizleri de gergeklestirilmistir. Enzimle muamele
edilen hicbir hayvan derisi kesitinde epidermis, salgi bezi, kil folikiilii, kil kalintisina
rastlanmamistir. Sadece dana derisi kesitinde kan damari gozlenmistir. Kimyasalla
muamele edilen tiim hayvan derisi kesitlerinde salg1 bezi, kil folikiilii ve kil kalintist
gbzlenmistir. Kimyasalla muamele edilen keci derisinde bunlara ek olarak kan damari
gozlenmistir. Kontrol grubunda ise salg1 bezi, kan damari, kil folikiilii, kil kalintis1 ve kil
govdesine ek olarak epidermis yapisit da gozlenmistir. Enzim ile muamele sonucunda
kollajen yapisindaki bozulmalarin en fazla koyun derisinde, en az ise dana derisinde
oldugu gozlenmistir. Kollajen yapisindaki bozulmanin en fazla koyunda olmasinin sebebi
koyunun ter ve yag bezlerinin fazla gelismis olmasi, dana ve kegiye gore daha yumusak

bir deri yapisina sahip olmasi olabilir.
Enzimatik olarak kil giderimi i¢in gergeklestirilmis olan arastirmalar mevcuttur.

Bacillus subtilis susu proteazinin pH 11.0 ve 45°C’de kegi derisindeki killar1 7 saatte

giderdigi belirlenmistir (Arunachalam ve Saritha 2009).

Bacillus licheniformis N-2 susu proteazinin kegi derisindeki killar1 40°C’de ve 100 rpm

calkalama hizinda 12 saatte giderdigi rapor edilmistir (Nadeem ve ark. 2010).

Bacillus subtilis VV susu proteazinin (16 200 U/g) kegi derisindeki killar1 oda sicaklig
ve pH’ 10.0°da 16 saatte giderdigi rapor edilmistir (Vijayaraghavan ve ark. 2012).

Bacillus subtilis AKRS3 susu proteazinin (42,75 U/mL) ke¢i ve koyun derisindeki killart
pH 9.0 ve 37°C’de 12 saatte giderdigi rapor edilmistir (Ravishankar ve ark. 2012).

Bacillus cereus AT susu proteazinin (11 400 U/g) keci derisindeki killart oda sicakligi ve
pH 9.0 degerinde 18 saatte giderdigi rapor edilmistir (Vijayaraghavan ve ark. 2014).

Bacillus subtilis PD4 susunun proteazinin kegi derisindeki killar1 24 saatte giderdigi
saptanmistir (Vanitha ve ark. 2014).

Bacillus sp. SB12 susunun proteazinin (159 U/mL), keci derisindeki killar1 37°C ve pH
9.0°da 12 saatte giderdigi rapor edilmistir (Briki ve ark. 2016).
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Bacillus alkalitelluris TWI3 susunun proteazinin (50 U/mL) kegi derisi tizerindeki killar
%10 oraninda distile su igeren glisin-NaOH tamponu (pH 10.0) igerisinde ve 37°C’de 24
saatte giderdigi bildirilmistir (Anandharaj ve ark. 2016).

Bacillus subtilis KT004404 susunun proteazinin (696 U/mL) ke¢i derisinideki killar1 pH
6.0 ve 55°C’de 24 saatte giderdigi bildirilmistir. Fakat bu proteazin kollajenolitik 6zelligi
gosterdigi i¢in kegi derisinin sindirilmesine neden oldugu ve derinin kalitesinin diistiigii

belirtilmistir (Rehman ve ark. 2017).

Enzimatik olarak killar1 giderilmis olan deride kimyasal ile muamele edilen deriye
kiyasla daha temiz, pelt rengi daha beyaz, piirlizsiiz, yumusak ve ipeksi olmaktadir

(Anandharaj ve ark. 2016).

Kimyasal yontem deriyi sertlestirmekte ve koyulastirmaktadir. Zirnik ve kire¢ uygulanan
derinin lekeli, koyu veya kirik beyaz, sadece enzim uygulanan derinin renginin ise
bembeyaz oldugunu bir¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir. Bacillus subtilis K2
(Hameed ve ark. 1999), Bacillus cereus MCM B-326 (Zambare ve ark. 2007), Bacillus
cereus VITSNO4 (Sundararajan ve ark. 2011), Bacillus subtilis PD4 (Vanitha ve ark.
2014) kaynakli proteaz enzimleri ile yapilan kil gideriminde kimyasal yonteme nazaran
daha temiz ve lekesiz bir deri elde edildigi vurgulanmistir. Bu durumun enzimatik
yontemde killarin kirilmak yerine kokten ¢iktig1 yani deride kil kokii kalintis1 kalmadig;
kire¢ ve zirmik uyguladiklart deride ise killarin kokii kalintist kaldigt i¢in oldugu rapor
edilmistir. Buna ek olarak Bacillus subtilis K2 susunun proteazinin uygulandigi kegi
derilerinin enzim sayesinde daha porlu bir yapiya kavustugu ve bu sayede derilerin boyay1
almalarinin kolaylastig1 belirtilmistir (Hameed ve ark. 1999). Zambare ve arkadaslar
(2007) ise Bacillus cereus MCM B-326 susundan izole edilen proteazin dana derisindeki
killar1 pargalanmadan giderdigini, bu sayede temiz bir yiizey elde edildigini, kimyasal
yontem ile killarin parcalandigini ve enzimatik yontem kullanilarak killarm ¢esitli

amaclarda degerlendirilebilecegine dikkat ¢cekmistir.

Bazen kimyasal kil giderimi yOnteminde iyi sonu¢ alabilmek i¢in yiiksek sicaklik
kullanilmaktadir. Bu sebeple enzimlerin kimyasal kil gideriminde yardimci olarak
kullanilmast durumunda yiiksek sicaklik altinda aktivitesini kaybetmeyecek olan

termostabil proteazlara ihtiyag vardir (Silva ve ark. 2018).
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Bu ¢alisma sonucunda Bacillus subtilis E6-5 susundan iiretilen proteaz enzimi i¢in ortam
kosullart optimize edilerek yeni ve verimli bir modifiye liretim ortami elde edilmis,
enzimin saflagtirilmasi sonucu karakterize edildiginde enzimin termostabil oldugu, nétral
proteaz olmasina ragmen genis bir alkali pH degeri aralifinda da yiiksek aktivite
gosterdigi ve ayrica diisiik Km’e sahip olmasi nedeni ile endiistrinin farkli alanlarinda da
kullanim potansiyeli olabilecegi, derideki killarin enzimatik olarak uzaklastirilmasinda
kimyasal islemelere gore daha etkili oldugu ve bdylece en kirletici sanayi dallarindan biri
olan dericilikte giiclii bir kullanim potansiyeline sahip olabilecegini diisiiniilmektedir.
Yurtdisindan temin edilen proteaz enziminin genis capta iliretilmesi ve bdylece iilke

ekonomisine katkida bulunmasi mumkiin olabilecektir.
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