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OZET

HALOARKEAL PROTEAZ URETIMi UZERINE KULTUR KOSULLARININ
OPTIMIiZASYONU VE ENZIM AKTIVITESININ KARAKTERIZASYONU

Tiirkiye’nin c¢esitli bolgelerinden izole edilmis halofilik arke suslari proteaz
aktivitesi yoniinden taranmis ve 8 izolat arasidan B45, D83A ve SD23 izolatlarinin
ekstraseliiler proteolitik aktivite gdsterdigi belirlenmistir. izolatlarin proteaz iiretimi %
0.2 yagsiz siit tozu igeren yliksek tuzlu (% 25 NaCl) ve calkalamali ortamda
gerceklestirilmistir. Her bir izolatin en yiiksek proteaz iretimini gerceklestirdigi
inkiibasyon zamani, kiiltlir ortam1 pH’1 ve NaCl konsantrasyonu, gelisme sicakligi ve
farkli karbon kaynaklarinin optimizasyonu yapilmistir. Ayrica her bir izolata ait ham
ekstraseliiler proteazin maksimum aktivite gosterdigi tuz konsantrasyonu, pH, sicaklik
derecesi ve enzimin farkli organik solventlere tolerans1 belirlenmistir. izolatlarin genel
olarak 37 °C’de, gelisme periyodunun 7. ve 9. giinlerinde, pH 6.5 - 7°de, 3.5 - 25 M
NaCl’de, karbon kaynagi olarak fruktoz ve glukoz varliginda maksimum enzim
tiretiminin gergeklestirdigi tespit edilmistir. Kiiltiir kosullarinin optimizasyonu ile enzim
tiretiminin B45 izolatinda % 73.01, D83A izolatinda % 113.84 ve SD23 izolatinda %
35.38 oraninda arttig1 belirlenmistir. B45 proteazinin 55 °C, pH 9 ve 2.5 M NaCl’de,
DS83A proteazinin 50 °C, pH 8.5 ve 3.5 M NaCl’de ve SD23 proteazinin 45 °C, pH 8.5
ve 2.5 M NaCl’de maksimum aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayrica arkeal
proteazlarin aktivitelerini diigiik

Log Pow degerine sahip gliserol, DMF ve etanol varliginda % 84 ve iizerindeki
oranlarda, apolar organik solventlerin varhiginda ise % 62 ve iizerindeki oranlarda
korudugu bulunmustur. Bu c¢alisma ile; haloarkeal proteaz iiretiminin tiim optimizasyon
islemleri sonucunda 1 — 2.5 kat arttif1, karbon kaynagi olarak kullanilan fruktozun
enzim {lretimini arttirdig1 ve arkeal proteazlarin log Poy degeri -1.76 ile 4.77 arasinda
degisen farkli organik solventlere toleransli oldugu gosterilmistir.

2015, 39 sayfa

Ahantar Kelimeler: Halofilik arke, proteaz, optimizasyon, karakterizasyon, organik
solvent



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF CULTURE CONDITIONS ON THE HALOARCHAEAL
PROTEASE PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF ENZYME
ACTIVITY

Halophilic archaea, isolated from different parts of Turkey, were screened for
protease activity and it was detected that among 8 isolates, strains of B45, D83A and
SD23 had extracellular proteolytic activity. Protease production of the isolates was carry
out under shaking conditions in the medium containing with 0.2 % skim milk and high
salt concentrations (25 % NaCl, w/v). For each of the isolates, the highest protease
production conditions were optimized including the parameters of incubation time, pH
of the medium, NaCl concentrations, growth temperature and various carbon sources.
Furthermore, the salt concentrations, pH and temperature which the maximum activity
is achieved as well as the tolerance to different organic solvents were determined for
proteases all of the isolates. It was revealed that the isolates generally produced the
maximal enzyme at 37 °C, at the 7th and 9th days of the incubation period, at pH 6.5 —
7 and 3.5 - 2.5 M NaCl with the presence of fructose and glucose as carbon source. By
optimizing the culture conditions, the increase was detected in the enzyme production
for B45, D83A and SD23 isolates with the values of 73.01 %, 113.84 % and 35.38 %,
respectively. The temperature, pH and salt concentrations for the maximum enzyme
activities of B45, D83A and SD23 were found as 55 °C, 9 and 2.5, 50 °C, 8.5 and 3.5
M and 45 °C, 8.5 and 2.5 M, respectively. In addition, archeal protease activities
remained more than 84% in the presence of organic solvents with low log P, such as
glycerole, DMF and ethanol, and more than 62% in the presence of apolar organic
solvents. In this study, it was revealed that the haloarchaeal protease productions were
increased 1 to 2.5 fold after all the optimization processes, that the fructose of which
was used as carbon source increased the enzyme production and that the archaeal
proteases could able to tolerate various organic solvents having log P, values ranging
from -1.76 to 4.77.

2015, 39 pages

Key Words: Halophilic archaea, protease, optimization, characterization, organic
solvent
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1. GIRIS

Hiicrelerde meydana gelen tiim metabolik reaksiyonlar enzim aktivitesi ile
diizenlenmektedir. Hiicrelerde ©onemli gorevleri olan enzimler, ¢esitli amaclarla
kullanilmak iizere gilinlik hayatta, ekonomik ve endistriyel alanlarda da yerlerini
almistir. Enzim teknolojisi ile birlikte endiistriyel olarak iiretilen enzimler deterjan
tekstil, saglik ve gida gibi gesitli alanlarda kullanilmaktadir. Modern biyoteknolojik
yontemler kullanilarak daha once iiretilemeyen ve farkli kosullara uyum saglamis ¢ok
0zel enzimlerin elde edilmesi de miimkiin hale gelmistir.

Endiistriyel enzimlerin yaklasik % 75’1 hidroliz amacli kullanilmaktadir.
Proteaz, lipaz ve karbonhidrazlar enzim piyasasina egemen olup toplam enzim satisinin
%70’inden fazlasini olusturmaktadirlar. Hidrolazlar arasinda ise giiniimiiz endiistriyel
enzim ticaretinin yaklasik % 60’11 proteazlar olusturmakta ve diinya genelindeki pazar
paymin 3 milyar Amerikan dolarinin iizerinde oldugu tahmin edilmektedir (Li ve ark.,
2012).

Gilinimiizde mikroorganizmalardan elde edilen proteazlar, deterjan ve gida
endiistrisi basta olmak iizere, organik sentez, deri, tekstil, ipek ve yem sanayi, kozmetik,
atik sularm nétralizasyonu ve detoksifikasyonu, eczacilik ve ¢esitli klinik uygulamalar
gibi bir¢cok farkli alanlarda kullanilmaktadir. Ticari 6nem ve ilgileri nedeniyle cesitli
habitatlarda yasayan ve endiistriyel 6neme sahip proteaz iiretcisi mikroorganizmalarla
ilgili ¢ok sayida ¢alisma yapilmustir.

Endiistride kullanilan enzimlerin yaklasitk % 90’1 mikroorganizmalarin
fermentasyonu ile tretilmektedir. Ciinkii mikroorganizma kaynakli enzimler bitkisel
veya hayvansal kaynakli enzimlere gore daha yiiksek katalitik aktivite ve stabiliteye
sahiptir. Ayrica yiiksek miktarda iiretilebilmekte ve daha ucuza mal olmaktadirlar.
Endiistriyel alanda kullanilacak enzimlerin bu gibi avantajlara sahip olmasinin yani sira
ekstrem kosullara dayanikli olmasi da istenilen 6zeliklerden birisidir. Cilinkii endiistriyel
islemler genellikle yiliksek sicaklik ve basing gibi olduk¢a sert kosullar altinda
gerceklesmektedir. Glinlimiizde mezofilik mikroorganizma kaynakli enzimlerin bir ¢ok
avantaji olmasma ragmen kimyasal islemlerdeki ekstrem pH, sicaklik ve iyon
konsantrasyonu gibi uygulamalarda kullanimlar1 siirli olmaktadir. Bu asamada

ekstremofilik mikroorganizmalarin enzimleri 6n plana ¢ikmaktadir. Ekstrem



mikroorganizmalardan elde edilen ve ekstremozim olarak adlandirilan bu enzimler
yukarida bahsedilen sert kosullara dayaniklidir.

Ekstrem kosullarda yasayan tiirlerin biiyiik bir kismi arke domainine aittir.
Arkeal tiirlerin bliyiik bir kismi, ¢ogu mikroorganmizma ig¢in 6liimciil olabilen yiiksek
basing, pH, tuz ve sicaklik derecelerinde iiremektedir (Rothschild ve Mancinelli, 2001).
Ekstremofilik mikroorganizmalarin, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan iiyeleri
ekstrem halofil olarak adlandirilmaktadir. Ekstrem halofilik organizmalarin enzimleri de
yiiksek tuz konsantrasyonundan kaynaklanan yiiksek iyonik siddette aktivite gosterecek
sekilde adapte olmuslardir (Hough ve Danson, 1999). Haloarkeal ekstremozimler
sadece tuza toleransli olmayip, aynt zamanda uzun periyotlarda sicak ortamlarda da
stabilitelerini korumaktadirlar (Madern ve ark., 2000). Ayrica halofilik enzimlerin
diisiik su aktivitesi Ozellikleri nedeniyle sulu organik ve susuz ortamlarda kullanilma
potansiyelleri bulunmaktadir (Gomes ve Steiner, 2004). Ekstrem halofilik
mikroorganizmalar farkli sicaklik ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda en iyi aktivite
gosteren, proteinlerin ve peptidlerin parcalanmasini saglayan proteolitik enzimler
tretmektedir. Halofilik arke kaynakli proteazlar yiliksek tuz konsantrasyonlarinda
oldukca aktiftirler. Halofilik olmayan organizmalara ait proteinlerin denatiire oldugu 3-4
M NacCl konsantrasyonlarinda arkeal proteazlar stabil kalarak aktivite gostermektedirler
(Lanyi, 1974). Bu ozellikleri nedeniyle halofilik arkeler biyoteknolojik agidan 6nemli
proteaz kaynagi haline gelmistir (De Castro ve ark., 2006).

Potansiyel biyoteknolojik uygulamalara sahip olan haloarkeal proteazlarla ilgili
devam eden calismalar daha c¢ok enzim iiretiminde verimin yiikseltilmesi iizerine
yogunlagsmistir. Endiistriyel islemlerde mikroorganizmalarin gelistirildigi ve enzim
tretimin yapildigi ortam Onemli bir maliyet olusturmaktadir. Bu nedenle {ireme
ortaminin optimizasyonu ile yiliksek diizeyde enzim iiretiminde endiistriyel olarak
maliyetin diisiiriilmesi amaclanmaktadir. Devam eden ve yakin gelecekte yapilacak
caligmalar, arkeal orjinli ekstremozimlerin kullaniom potansiyellerinin daha da
artacagina isaret etmektedir.

Halofilik arkeal kaynakli proteaz akivitesi ve iiretimi iizerine kiiltlir sartlarinin
etkisinin ve enzim aktivitesi ilizerine organik solvent etkisinin incelendigi sinirli sayida
caligmaya rastlanmaktadir. Bu ¢alisma ile yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisen

proteaz {ireticisi halofilik arke suslarinin belirlenmesi, enzim aktivitesi iizerine kiiltiir



kosullarinin etkisinin belirlenmesi ve enzimin organik solvent toleransinin belirlenmesi
amaglanmstir.

Tez kapsaminda, farkli bolgelerden izole edilmis halofililik arke izolatlar
aktiflestirilerek proteolitik Ozellikleri yoniinden taranmis ve proteaz iireticisi oldugu
belirlenen izolatlarin enzim iiretimi {izerine iireme periyodu, NaCl konsantrasyonu, pH,
sicaklik ve cesitli karbon kaynaklarinin etkisi belirlenerek optimizasyon caligmalari
yapilmistir. Her bir izolata ait ham enzimin maksimum aktivite gosterdigi tuz
konsantrasyonu, pH ve sicaklik derecesi ve farkli organik solventlerin varliginda

organik solvent toleransi belirlenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Kamekura ve Seno (1990), 172 P1 halofilik arke susunun % 15 - 27 tuz igeren
ortamda {i¢ farkli ekstraseliiler proteaz iirettigini bildirmistir. Bunlardan F-II
saflastirilarak karakterize edilmistir. Saflastirilan proteazin stabilitesi igin yiiksek (% 25)
NaCl konsantrasyonuna ihtiyag duydugu ve 60 °C’de 30 dakikalik inkiibasyon
sonrasinda aktivitesinin yalnizca % 4’tini kaybettigi, % 5 NaCl’de enzimin tamemen
inaktivite oldugu bildirilmistir. Ayrica enzimin % 25 NaCl’de 75 - 80 °C’de
sicakliklarda yiiksek aktivite gosterdigi belirtilmistir. Bu ¢alisma sonucunda F-II’nin
termofilik ve halofilik bir proteaz oldugu ifade edilmistir.

Kamekura ve ark. (1992), tanimlanmamus bir halofilik arke susundan alkali serin
proteaz (halolisin) genini klonlayarak dizisini belirlemistir. Molekiiler agirliginin
41.963 oldugu belirlenen proteinin 411 aminoasit icerdigi belirlenmis ve halosin olarak
isimlendirilmistir. Halolisinin Thermoactinomyces vulgaris’in ftrettigi termitaz ile
yiiksek benzerlige sahip oldugu bildirilmistir.

Stepanov ve ark. (1992), ekstrem halofilik arke Halogeometricum mediterranei
1538 susundan izole ettikleri serin proteazi saflastirmistir. Saflastirilan proteaz
aktivitesinin 2 - 5 M araligindaki NaCl konsantrasyonunda aktivite gosterdigi
belirtilmistir.

Studdert ve ark. (1997), bir haloalkalifilik arke olan Natronococcus occultus’un
ekstraseliiler proteazinin en yiiksek aktiviteyi 1 - 2 M NaCl ya da KCI
konsantrasyonunda gosterdigini belirlemistir. Enzim aktivitesi i¢in optimum sicakligin
60 °C oldugu ancak bu sicaklik derecesinde aktivitenin kararli olmadigr bildirilmistir.
Maksimum enzim aktivitesi ve stabilitesinin 2 M NaCl ve 50 °C’de belirlendigi rapor
edilmistir.

Gimenez ve ark. (2000), Natrialba magadii’nin ekstraseliiler proteazini
saflagtirarak karakterize etmistir. Buna gore saf enzimin 60 °C, pH 8 ve 3 M KCI de en
yiiksek aktiviteyl gosterdigi bildirilmistir. N. magadii proteazinin 35 -40 °C’de 2 ve 5
saatlik inkiibasyon sonrasi % 80 ve % 40 oraninda aktivitenin korundugu ve enzimin
uzun bir slire 6-12 arasinda ki pH’da stabil kaldig1 bildirilmistir.

Nolasco ve ark. (2002), bir halofilik arke olan Haloferax mediterranei

ekstraseliiler proteazi iiretiminin besiyerinde ki tuz konsantrasyonuna bagli oldugunu



gostermistir.  Saflastirilan  arkeal proteazin 2.56 - 4 M arasindaki NaCl
konsantrasyonlarinda en yiiksek aktivite gosterdigi diisiik tuz konsantrasyonlarinda
enzimin kararsiz oldugu ve aktivitesinin geri doniistimsiiz kaybedildigi bildirilmistir.
Ayrica Haloferax mediterranei ekstraseliiler proteolitik enzimlerinin aktiviteleri igin
Na* ve Ca*? iyonlarina ihtiya¢ duydugu da belirtilmistir.

Sanchez-Porro ve ark. (2003), ilimli halofilik bakteri olan Pseudoalteromonas
sp. CP76 susundan izole ettikleri CP1 proteazin1 saflastirarak karakterize etmistir.
Enzimin en iyi aktivitesini 55 °C, pH 8.5’te gosterdigi ve genis bir NaCl (0-4 M)
araliginda aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Kanlayakrit ve ark. (2004), Tayvan balik sosundan izole ederek Halobacterium
cinsi iiyesi olarak tanimladiklart Halobacterium sp. PB407 susunun 4 M NaCl, pH 7.0
ve (M73 ortami) ¢alkalamali kosullarda 5 giinliik inkiibasyon sonrasinda halofilik
proteaz iiretebildigini bildirmistir. Ayrica 2,5 L mini fermentdrde susun proteaz
tiretimini daha kisa siirede gerceklestirdigi belirtilmistir. Tanimlanan Halobacterium sp.
PB407 susu proteazi en yliksek aktiviteyi 1 - 4 M tuz derisiminde, pH 8’de ve 40 °C’de
gosterdigi belirlenmistir. Boylece balik sosu iiretiminde bu halofilik arkeal enzimin
kullanimina dikkat ¢ekilebilecegi ifade edilmistir.

Higara ve ark. (2005), Fillobacillus sp. RF2-5 olarak isimlendirdikleri iliml
halofilik 6zellikteki susun {irettigi proteaz enzimini saflastirmis ve bu saf enzimin % 10
NaCl, pH 10-11 ve 60 °C sicaklikta en yiiksek aktiviteyi gosterdigini % 25 NaCl’de
stabil kaldigin1 gostermistir.

Fukushima ve ark. (2005), bir halofilik arke olan Haloarcula sp. S-1 susu
tarafindan tiretilen a-amilaz enziminin 4.3 M NaCl, pH 7.0 ve 50 °C sicaklikta
maksimum aktivite gosterdigini bildirmistir. Cesitli organik solventlerde (benzen,
toluen, kloroform vb. gibi) aktif ve stabil kaldigi, etil alkol ve aseton varliginda aktivite
gozlenmedigi tespit edilmistir.

Patel ve ark. (2005), haloalkalifilik Bacillus sp. Vel susunun optimum gelisim
ve alkali proteaz tiretiminin % 10 NaCl, pH 8 - 9°da gerceklestigini bildirmistir. Pepton
ve yeast ekstrakt kombinasyonlarmin bakteri tiremesini arttirdig: jelatin ve kazamino
kombinasyonlarmin ise proteaz liretimini maksimum seviyeye cikardigi belirtilmistir.
Proteaz tliretiminin glukoz ve amonyum varliginda katabolik represyona ugradigi ifade

edilmistir.



Vidyasagar ve ark. (2006), Halogeometricum sp. TSS101 tarafindan iiretilen
proteazin mikroorganizmanin gelisimi ile dogrudan bir iligkisi oldugunu gostermistir.
Maksimum proteaz aktivitesin maksimum tireme hizi ve maksimum biyokiitlenin
gozlemlendigi tstel gelisim fazinda gergeklestigini ve arkeal proteazin bir primer
metabolit olarak iiretildigi saptanmistir. Hem maksimum proteaz iiretiminin hem de
gelisimin inkiibasyonun 84. saatinden sonra azaldigi bilditilmistir.

Dodia ve ark. (2006), izole ettikleri 1limli halofilik ve haloalkalifilik bakteri
suglarinin % 5 - 20 NaCl, pH 8 - 10 gibi genis araliklarda gelisebildigi ve alkalin
proteaz liretebildigini rapor etmistir. Bu izolatlardan Ss susu tarafindan tiretilen proteaz
saflagtirilmis ve saf enzimin maksimum aktivitesini ve stabilitesini % 10 NaCl ve pH 9 -
9.5’da gosterdigi kaydedilmistir.

Xiong ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, Kuzey Pasifikte 3310 metre
derinlikten c¢ikarilan ve bir derin deniz bakterisi olan Pseudomonas isachenkonii
UST041101-043’de soguga uyum saglamis El ismi verilen bir proteaz tretildigi ve
enzim iretimi i¢in gereken optimum sicaklik degerinin 35 °C oldugu bildirilmistir.

Chamroensaksri ve ark. (2007), halofilik ve proteolitik 6zellige sahip bir bakteri
olan NB2-1 susunu karakterize ederek Virgibacillus marismortui olarak tanimladiklari
calismada proteaz tliretimi i¢in gerekli olan kiiltlir kosullarinin % 15 NaCl, pH 9 ve 30
°C oldugunu belirtmistir. Maksimum proteaz aktivitesinin ise optimum % 5 NaCl, pH
10.0 ve 50 °C’de tespit edildigi bildirilmistir.

Vidyasagar ve ark. (2007), tarafindan yapilan ¢aligmada halofilik bir bakteri olan
Chramohalobacter sp. TVSP101’in proteaz iiretimi iizerine kiiltiir kosullar1 optimize
edilmistir. Susun proteaz {iretiminin iremeye bagli oldugu ve maksimum enzim
tiretiminin duragan fazda (96 saat) gergeklestigi belirtilmistir. Susun optimum tireme ve
enzim turetiminin 40 °C, pH 7.2 ve 4 M NaCl konsantrasyonunda gergeklestigi
bildirilmistir. Ayrica organik azot kaynagi olarak kazein, pepton ve yagsiz siit tozu
kullanildiginda proteaz {iretiminin énemli derecede arttig1 belirlenmistir. Ozellikle besi
ortamina % 1 pepton ile birlikte % 1 yagsiz siit tozu ya da % 1 kazein ilave edildiginde
hiicrelerin proteaz iiretiminin en yiiksek seviyeye ¢iktig1 gdzlenmistir.

Ruiz ve De Castro (2007) tarafindan yapilan ¢alisma ile haloalkalifilik bir arke
olan Natrialba magadii ckstraseliiler proteazinin dimetilsiilfoksit (DMSO), N,N-
dimetilforamid, propilenglikol ve diokzan ile 1.5 M NaCl igeren sulu-organik solvent



karisimi igerisinde aktif ve stabil oldugu belirlenmistir. Ayrica optimum tuz
konsantrasyonu ve organik solventlerde (DMSO, propilenglikol ve gliserol) enzimin
etkinligini biliyiik oranda korudugu bildirilmistir.

Karbalaei-Heidari ve ark. (2007), ilimli halofilik bakteri olan Salinivibrio sp.
AF-2004 susunun duragan fazda bir metalloproteaz iirettigini bildirmistir. Saflagtirilan
bu enzimin maksimum aktivitesini 55 °C ve 0 - 0.5 M NaCl’de gosterdigi belirlenmistir.
Ayrica enzimin 4 molarin tizerindeki NaCl nin {izerindeki NaCl konsantrasyonunda
aktivitesini korudugu tespit edilmistir. Enzimin 5-10 arasindaki genis pH aralifinda
stabil kaldig1 ve pH 8.5’te maksimum aktivitenin gerceklestigi bildirilmistir. AF-2004
susunun proteazinin suyla ¢oziinebilen organik solvent yada alkol i¢eren ¢oziiciilerde,
icermeyenlere gore daha stabil oldugu ortaya konmustur.

Akolkar ve ark. (2008), Halobacterium sp. SP1(1) susunda ekstraseliiler proteaz
tiretimi i¢in besiyeri bilesimini istatistiksel yaklagimla optimize etmistir. Soya unu gibi
ucuz hammadde kullanilarak iiretilen arkeal proteazin ¢iiriime 6nleyici kaplama ve balik
sosu lretimi gibi farkli uygulamalarda kullanim potansiyeline sahip olabilecegi
bildirilmistir. Ayrica bu organizmanin iirettigi ekstraseliiler proteazin boyalarda siklikla
kullanilan toluen, ksilen, n-dekan, n-dodekan ve n-undekan gibi organik solventlere
kars1 oldukga toleransli oldugunu gostermislerdir.

Joshi ve ark. (2008), izole ettikleri yirmi bes haloalkalifilik bakteri susundan S-
20-9’un potansiyel proteaz ireticisi oldugunu ve susun % 5-25 NaCl ve pH 7-10 gibi
genis araliklarda enzim iretebildigini bildirmistir. Bakteri susunun optimum enzim
tretimini % 15 NaCl ve pH 9 da gergeklestirdigi belirlenmistir. Susun enzim iiretimi
maltoz, laktoz, siikroz ve glukoz gibi sekerler ve yiiksek miktarda jelatin, yeast ekstrakt,
pepton ve kazamino asit gibi azot kaynaklar1 varliginda enzim {iretiminin baskilandig:
belirtilmistir.

Manikandan ve ark. (2009), ekstrem halofilik arke olan Haloferax lucentensis
VKMM 007 susunda iiretilen proteazi saflastirmistir. Saf proteaz 20 - 70 °C araligindaki
sicaklik derecelerinde, 0.85 - 5.13 M arasindaki NaCl konsantrasyonlarinda ve 5.0 - 9.0
pH arasinda kararli oldugu bulunmustur. Saf enzimin maksiumum aktivitesini 60 °C,
4.3 M NaCl ve pH 8.0’de gosterdigi bildirilmistir.

Moreno ve ark. (2009), tarafindan ekstrem halofilik bir bakteri izolati olan

Salicola sp. IC10 susunun % 15-20 NaCl, pH 8.0, ve 37 °C’de maksimum gelistigi ve



bakteri proteazinin kazein, jelatin, si§ir serum albiiminini ve yumurta albuminini
parcaladig tespit edilmistir.

Karbalaei-Heidari ve ark. (2009), ilimli halofilik bakteri olan Halobacillus
karajensis MA-2 susunun maksimum proteaz liretimini jelatinli ortamda 34 °C ve pH
8.0-8.5’te gergeklestirdigini tespit etmistir. Mikrorganizmadan izole edilerek
saflagtirilan enzimin 0.5 M NaCl, pH 9.0 ve 50 °C’de maksimum aktivite gosterdigi
bildirilmistir.

Karan ve Khare (2010), halofilik bakteri izolatt olan Geomicrobium sp.
EMB2’nin irettigi alkali proteazinin bir ¢ok organik solvent varliginda aktif ve stabil
oldugunu bildirmistir. Mikroorganizmadan saflastirilan ezimin pH 6 - 12 arasinda stabil
oldugu ve en iyi aktivitesini 50 °C’de gergeklestirdigi belirtilmistir. Bu enzimin 2’den
biiylik log Pow degerlerine sahip organik solventlerde dikkate deger Olcilide stabilitesini
korudugu (siirfaktan ve deterjanlarin ¢ogu) gosterilmistir.

VijayAnand ve ark. (2010), ekstrem halofilik arke olan Halobacterium sp.
JSI’in maksimum gelisim ve proteaz tretimini % 20 NaCl, pH 7.0, 40 °C ve 200
rpm’de inkiibasyonun 96. saatinden itibaren gosterdigini rapor etmistir. Bu c¢aligma
kapsaminda karbon kaynag: olarak kullanilan pring kepeginin enzim {iretimini arttirdigi
bildirilmistir.

Shafiei ve ark. (2011), Nesterenkonia sp. F susundan saflastirdiklar1 a-amilazi en
yiiksek aktivitesinin pH 6.5, 0.75 - 1 M NaCl ve 45 °C sicaklikta gosterdigini
bildirmistir. Ayrica bu enzimin benzen, kloroform, toluen ve siklohekzan gibi cesitli
organik solventlerin varliginda stabilitesini kordugu tespit edilmistir.

Annapurna ve ark. (2012), % 10 NaCl, pH 8.0 ve 37 °C’de optimum gelisme
gosteren Bacillus subtilis izolatinin kazein ve insan sag1 varliginda maksimum proteaz
aktivitesine sahip oldugunu gdstermistir.

Vijayaraghavan ve ark. (2012) Halobacterium cinsine ait proteaz iireticisi ii¢
izolatin kiiltiir kosullarin1 optimize ettikleri ¢alismada optimum bakteriyel gelisim ve
enzim aktivitesinin % 2.5 kazein, % 5 NaCl, pH 10.0 ve 37 °C’de inkiibasyonun 48.
saatte gozlendigini belirtmistir. Saf enzimin % 1 - 5 NaCl, pH 8.0 - 10.0 ve 40 - 60 °C
gibi genis araliklarda stabil oldugu maksimum aktivitesini % 5 NaCl, pH 10.0 ve 60
°C’de gosterildigi bildirilmistir. Ayrica bu enzimin boya endiistrisinde kullanilan toluen

ve hekzan gibi organik solventlerde kararli oldugu ve bu solventlerde % 103 ve % 114



oraninda aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Li ve Yu (2012), Salimicrobium halophilum LY20 susundan iretilen ve
saflastirilan proteazinin % 12.5 NaCl, pH 10.0 ve 80 °C’de maksimum aktiviteyi
gosterdigi belirtilmistir. Ayrica enzimin genis araliktaki pH (6.0 - 12.0), NaCl
konsantrasyonu (% 2.5 - 20) ve sicaklik (30-80 °C) derecelerinde yiiksek aktivite
gosterdigi de bildirilmistir. Bununla birlikte her iki proteazin -0.24 ve daha diisiik log
Pow degerlerine sahip suda ¢oziinebilen organik solventlerin varliginda stabilitesini
onemli dl¢iide korudugu gosterilmistir.

Shafiei ve ark. (2012) Nesterenkonia sp. F susundan saflastirdiklar1 a-amilazin
maksimum aktivitesini pH 7 - 7.5, 45 °C ve 0.25 M NaCl’de ger¢eklestirdigini
bildirmistir. Enzimin % 20 oraninda ytiksek log Pqw degerine sahip solventler ve aseton,
kloroform ve etanol varliginda da aktivitesini arttirdigi bildirilmistir Ayrica yiiksek
konsantrasyonda ki (% 50), suyla karisabilen solventlerin aktivite iizerine dnemli bir
etksinin olmadig bildirilmistir.

Jadhav ve ark. (2013), tuzlu topraklardan izole ettikleri Bacillus cinsine ait
aerobik bir tlir olan AS-3 izolatinda maksimum proteaz aktivitesinin 60 °C de
gozlendigini daha disiik sicakliklarda ise aktivitede Onemli bir diisiis oldugunu
bildirmistir. AS-3 izolatina ait proteazin pH 5.0 - 11.0 arasindaki genis bir aralikta aktif
oldugu ve en yiiksek aktiviteyi de pH 9 ve 10°da gdosterdigi belirlenmistir. Ayrica
karbon kaynag1 olarak laktoz ve maltoz kullanilmasinin proteaz {retimini arttirdigi
bildirilmistir. Bununla birlikte organik azot kaynagi olarak maya o6ziiti varliginda
proteaz aktivitesinin maksimum seviyeye ulastig1 goriilmiis ve bunu sirasiyla sigir eti
Oziiti ve peptonun takip ettigi bildirilmistir. Diger inorganik bilesenlerin ve
aminoasitlerin varlifinda {iremenin arttigt ancak proteaz {iretiminin distigi
gozlenmistir. KCI varliginda 72 saat inkiibasyon sonrasinda proteaz {iretiminin
maksimum seviyeye ¢iktigr belirtilmistir.

Taprig ve ark. (2013), keratinolitik aktiviteye sahip alkali proteaz lreticisi olan
halofilik Bacillus sp’nin maksimum enzim {iretimi ig¢in % 12 tuza ihtiya¢ duydugunu ve
60 °C 'de aktivitesini korudugunu bildirmistir. Enzimin alkali pH’da ytiksek sicaklikta
kararli olmas1 nedeniyle deterjan endiistrisinin yani sira tily degredasyonu ve keratin
hidrolizi gibi 6nemli potansiyel uygulamalara sahip olabilecegi rapor edilmistir

gosterilmistir.



Pathak ve Sardar (2014), ise denizel tuzlalarda proteaz iireten arkelerin izole
ederek karakterizasyonunu yapmustir. Proteaz iireticisi izolatlar arasindan APP15
susunun en yiiksek aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Haloferax cinsine ait oldugu
belirlenen zolatin pH 7.0, 35 °C’de ve % 10 - 26 arasindaki tuz konsantrasyonlarinda
gelistigi ve tiretilen proteazin 4 M NaCl, pH 8 ve 50 °C sicaklikta en iyi aktivite
gosterdigi bildirilmistir. Haloferax susunun azot kaynagi olarak soya unu varliginda
proteaz iiretiminin arttig1 tespit edilmistir. NaCl yoklugunda enzimin tamamen aktivite
kaybettigi ve pH 9 da aktivitesini % 83 oraninda korumasi nedeniyle enzimin halofilik
alkali toleransli oldugu da belirtilmistir. Ayrica bu ¢aligmada ham proteazin organik
solventler varligindaki stabiletisi belirlenmis olup en yiiksek stabilitenin gozlendigi
etanolde vediger solventlerde de 7 giinlik inkiibasyon sonunda % 50 oraninda
stabilitesini korudugu bulunmustur.

Lakshmi ve ark. (2014), izole ettikleri haloalkalifilik Bacillus suslarmi % 1
yagsiz siit tozu igeren ortamda proteolitik aktivite yoniinden taranmis, S-8 izolatinin
potansiyel proteaz ireticisi oldugunu belirlemistir. Bacillus cereus olarak tanimlanan
izolatin % 1 melas, % 0.75 potasyum nitrat, % 5 magnezyum siilfat, % 0.5 KH,PO, , %
0.01 demir siilfat ve % 0.5 kalsiyum karbonat ve % 1 NaCl i¢eren pH 12.0 olan ortamda
% 2 oraninda inokulumla 160 rpm’de 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda maksimum
proteaz iiretiminin gerceklestigi bildirilmistir. Kazein (% 1) varliginda 1 saat
inkiibasyon sonrast optimum enzim aktivitesinin pH 10.0 ve 70 °C’de gozlendigi
belirlenmistir.

Sinha ve Khare (2014), ilimli halofilik bakteri olan Bacillus sp. EMB9
proteazinin yapt ve aktivitesi lizerine organik solvent etkisini belirlemek amaciyla
yaptiklart ¢alismada enzimin polar solventlerde dnemli 6lclide kararli kaldigini tespit
etmislerdir.

Vikramathithan ve Dhandapani (2014) proteaz iiretimi icin izole edilen 32
bakteriyel sus arasindan HP-2 izolatinin en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip oldugunu
bildirmistir. izolat proteazinin % 5 - 25 arasindaki tuz konsantrasyonlarinda oldukca
kararli oldugu ve 4 saat sonunda aktivitesini % 50 oraninda korudugu bildirilmistir.
Izolatin maksimum proteaz aktivitesinin % 15 NaCl, 200 mM CaCl, igeren ortamda pH

7.5’te ve 35 °C oldugunu belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Sodyum kloriir (NaCI), magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO47H,0),
magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl,.6H,0), potasyum kloriir (KCI), demir siilfat
(FeSO,), sodyum sitrat, sodyum hidroksit (NaOH), hidrojen kloriir (HCI), azocasein,
asetik asit, tri kloro asetikasit, yeast ekstrakt (maya Oziitii), trizma, agar, kazein,
kazamino asit, glukoz, yagsiz siit tozu, jelatin, beef ekstrakt (sigir eti 6ziitii), siikkroz,
nisasta, arabinoz, laktoz, fruktoz, pepton, gliserol (saf), dimetilformamid (DMF) (saf),
etanol (% 96), 2-propanol (saf), 1-biitanol (saf), diklorometan (saf), kloroform (saf),
toluen (saf), ksilen (saf), hekzan (saf), heptan (saf) ve izooktan (saf) Sigma ve Merck
firmalarindan temin edilmistir.

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar ve markalari; hassas terazi (Ohaus EP
214C), otoklav (Alp CL32S), manyetik karistirict (Are), sicaklik ayarl sabit inkiibator
(Niive EN 500), sicaklik ayarli calkalamali inkiibator (Edmund Biihler GmbH),
sogutmali santrifiij (Hettich zentrifugen EBA 12R), spektrofotometre (Shimadzu UV-
1208), Laminar kabin (Kojair KR-130 Golden Line), su banyosu (Niive BM 402),
vorteks (Mhisheler IKA), etiiv (Heraeus), pH metre (Inilab wtw series).

3.1.2. Halofilik Arkeler

Mustafa Kemal Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
Laboratuvarinda bulunan, Tiirkiye’nin farkli tuzlu bolgelerinden (Cankaya Tuz Madeni-
Cankiri, Samandag-Hatay, Acigdl-Denizli, Seyfe golii-Kirsehir) izole edilmis 8 halofilik

arke izolat1 kullanilmistir.

3.1.3. Besiyerleri

Halofilik arke izolatlarmin aktiflestirilmesi ve gelistirilmesi amaciyla Sehgal-
Gibbons (SG) besiyeri kullanilmigtir. Besiyeri bilesimi (g/L) : NaCl 250, MgSO4.7H,0
20, KCI 2, sodyum sitrat 3, FeSO,4.7H,0 0.023, kazamino asit 7.5, yeast ekstrakt 1 ve
pH 7.35 (Ozcan ve ark., 2007).
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3.2. Yontem
3.2.1. Halofilik Arke izolatlarmin Uretilmesi

Halofilik arke koleksiyonuna ait izolatlar, gliserol stoklarindan ardisik pasajlar
yapilarak aktiflestirilmistir. Kati ve sivi ortama ekimi yapilan izolatlar 37 °C’de

tiretilmistir. S1v1 ortamdaki iiretimleri ¢alkalamali olarak yapilmistir.

3.2.2. Proteaz Aktivitesine Sahip Suslarin Taranmasi

Proteolitik aktivite gosteren suslarin belirlenmesi amaciyla yagsiz siit tozu (%
0.3) iceren SG kat1 besiyerleri kullanilmistir. 15 giin 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 kiiltiir iizerine % 25°lik Trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi
dokiilerek proteaz aktivitesine sahip suslar tespit edilmistir. Proteaz aktivitesinin
belirlenmesi caligmalarinda organik olarak sadece % 0.2 oraninda yagsiz siit tozu

iceren modifiye SG besiyeri kullanilmistir.

3.2.3. Proteaz Aktivitesi Tayini
Proteaz aktivitesi Vidyasagar ve ark. (2007)’den modifiye edilerek

belirlenmistir. Geg logaritmik fazdaki kiiltiir +4 °C’de 15000 rpm de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatant enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Proteaz
aktivitesini belirlemek amaciyla substrat olarak, NaCl (2.5 M) igeren Tris-HCI
tamponunda (100 mM, pH 8.0) hazirlanan % 0.5 azokasein ¢ozeltisi kullanilmistir.
Substrat ¢ozeltisi 45 °C’de 5 dk 6n inkiibasyondan sonra substrat ¢ozeltisine enzim
eklenerek reaksiyon baslatilmistir. Bir saatlik inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyon
karisimina % 10 TCA ilave edilerek reaksiyon durdurulmus ve 30 dk oda sicakliginda
bekletilmistir. TCA ilave edilen Ornekler santrifiijlendikten sonra 440 (nm)’de
slipernatantin absorbansi belirlenmistir. Bir {inite (enzim aktivitesi), dakikada 0.01 birim
absorbans degisimi olarak tanimlanmustir.
Enzim aktivitesi (U/ml) = (AA x V1)/(0.01 x dk x V)

o AA Absorbans farki

o 0,01 absorbans degisimi

o V1 (toplam hacim)

o Ve (enzim hacmi)
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3.2.4. Proteaz Uretimi Uzerine Kiiltiir Kosullarinin Optimizasyonu
Her bir kiiltir kosulunun optimizasyonu sonrasindaki aktivite g¢aligmalari

belirlenen optimum kosullar iizerinden kademeli olarak ylriitiilmiistiir.

3.2.4.1. Inkiibasyon Zamaninin EtKisi
Halofilik arkelerde maksimum proteaz iiretiminin gergeklestigi inkiibasyon
zamaninin belirlenmesi amaciyla, 37 °C’de, 150 rpm’de inkiibe edilen kiiltiirlerden 24

saat ara ile Ornek alinarak enzim aktivitesi belirlenmistir.

3.2.4.2. NaCl Konsantrasyonunun EtkKisi

Halofilik arkelerin proteaz iiretimi iizerine NaCl konsantrasyonun etkisini
belirlemek amaciyla tuz igerigi 1, 2, 2.5, 3, 3.5, 4 ve 4.5 M olan besiyerleri
kullanilmistir.  Inkiibasyon 37 °C sicaklikta calkalamali olarak (150 rpm)
gerceklestirilmistir.

3.2.4.3. pH’nin Etkisi

Ortam pH’sinin proteaz iiretimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla her bir
izolat i¢in belirlenen optimum NaCl konsntrasyonlarina ve 6, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 ve
9.0 pH degerlerine sahip besiyerleri kullanmilmustir. Inkiibasyon 37 °C’de ve 150 rpm’de
gerceklestirilmistir.

3.2.4.4. Sicakhgin Etkisi

Her bir halofilik arke izolatinin maksimum proteaz iiretimi gdsterdigi optimum
NaCl konsantrasyonu ve optimim pH degerine sahip besiyerleri kullanilarak 25, 30,
37.5, 40, 45, 50 ve 55 °C’de inkiibasyon gerc¢eklestirilmistir. Kiiltiirler c¢alkalamali
olarak 150 rpm’de inkiibe edilmistir.

3.2.4.5. Karbon Kaynaklarimin Etkisi

Kiiltiir ortamindaki farkli karbon kaynaklariin proteaz iiretimi lizerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla her bir izolat i¢in belirlenen optimum kosullara sahip besi
ortamina tek karbon kaynagi olarak % 0.5 oraninda glukoz, yagsiz siit tozu, yeast

ekstrakt, jelatin, beef ekstrakt, siikroz, nisasta, arabinoz, laktoz, fruktoz, gliserol, pepton
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veya kazamino asit eklenmistir. inkiibasyon 150 rpm de gerceklestirilmistir.

3.2.5. Proteaz Aktivitesinin Optimizasyonu
3.2.5.1. Optimum Tuz Derisiminin Saptanmasi

En yiiksek enzim aktivitesinin gozlendigi NaCl konsantrasyonunu belirlemek
amactyla, final tuz konsantrasyonu 1.4, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 ve 4.0 M olan substrat

¢Ozeltisi kullanilmustir.

3.2.5.2. Optimum pH Degerinin Saptanmasi
En yiiksek enzim aktivitesinin gézlendigi pH degerinin belirlenmesi amaciyla ile
optimum NaCl konsantrasyonuna sahip pH’1 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 ve 9.5 olan

tampon ¢ozeltiler kullanilmistir.

3.2.5.3. Optimum Sicaklik Degerinin Saptanmasi

En yiiksek enzim aktivitesinin gozlendigi sicaklik degerinin belirlenmesi
amaciyla, optimum NaCl konsantrasyonuna ve optimum pH degerine sahip tampon
cozeltiler kullanilarak 20, 30, 35, 45, 50, 55 ve 60 °C olmak iizere yedi farkli sicaklikta

aktivite belirlenmistir.

3.2.6. Organik Solventlerin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi
Organik solventlerin proteaz aktivitesi lizerine etkisini belirlemek amaciyla,
farkli log Pow degerlerine sahip organik solventler kullanilmistir. Solventler ve log Poy
degerleri; gliserol (-1.76), DMF (-1.0), Etanol (-0.3), 2-propanol (-0.05), 1-biitanol
(0.8), dikolorometan (1.18), kloroform (1.97), toluen (2.5), ksilen (3.15), hekzan (3.5),
heptan (4.27) ve izooktan (4.8)’dir (Ogino ve ark., 1995; Ruiz ve De Castro 2007,
Karan ve Khare 2010; Shafiei ve ark., 2011; Li ve Yu 2012). Esit hacimde enzim
kaynag1 ve solvent karistirilarak 25 °C, 150 rpm’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda standart deney kosullart uygulanarak enzim aktivitesi belirlenmis ve bagil

aktivite hesaplanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez kapsaminda ki tiim ¢alismalar minimum 4 tekrarli gerceklestirilmis olup her

bir grafik iizerinde standart sapma degerleri gosterilmistir.

4.1. Proteaz Aktivitesi Gosteren Suslarin Taranmasi

Tirkiye’nin farkli tuzlu bélgelerinden izole edilmis halofilik arke koleksiyonuna
ait 8 izolat gliserol stoklarindan aktiflestirilerek % 0.3 yagsiz siit tozu igeren kati
ortamlara ekilmistir. 15 gilinliik inkiibasyon siiresi sonunda sekiz izolat icerisinden 3
izolatin (B45, D83A ve SD23) belirgin derecede zon olusturugu gézlenmistir (Sekil
4.1).

Sekil 4.1. Yagsiz siit tozu iceren modifiye SG agarda halofilik arkelerin proteaz tarama
sonugclari

4.2. Proteaz Uretimi Uzerine Kiiltiir Kosullarinin Optimizasyon Sonuclari

B45, D83A ve SD23 izolatlar, igerisinde karbon kaynagi olarak sadece % 0.2
yagsiz siit tozu bulunan modifiye SG ortaminda ve 150 rpm’de diger kiiltiir kosullarinin
optimizasyonu c¢alismalar1 gerceklestirilerek en yiliksek proteaz iiretiminin gozlendigi

kosullar saptanmistir.

4.2.1. Proteaz Uretiminin Inkiibasyon Zamanina Bagh Degisimi
Modifiye SG ortaminda (% 20 NaCl ve pH 7.35) 37 °C’de iiretilen halofilik arke
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izolatlarmin inkiibasyon zamanina bagli proteaz aktivite degisimi Sekil 4.2°de
verilmigtir. Zamana bagli olarak en yliksek enzim aktivitesi B45 ve SD23 izolatlar1 igin
7. glinde sirasiyla 11.45 U/ml ve 8.31 U/ml, D83A izolat1 i¢in 9. giinde 4.77 U/ml

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. Halofilik arke izolatlarinda proteaz iiretiminin inkiibasyon zamanina bagl
degisimi
Kim ve Dordick (1997) Halobacterium halobium ATCC 43214 susuyla % 25
NaCl ve % 1 yeast ekstrakt iceren ortamda 40 °C’de 200 rpm inkiibasyon kosullarinda
en yiiksek aktiviteye 96. saatten sonra ulasildigini bildirmistir. Diger bir halofilik arke
susu olan Halogeometricum TSS 101 ile yapilan ¢alismada (% 20 NaCl, % 1 pepton,
pH 7.2, 37 °C’de, 200 rpm) ise inkiibasyonun 84. saatinden sonra maksimum proteaz

aktivitesi saptandigi belirtilmistir (Vidyasagar ve ark., 2006).

4.2.2. Proteaz Uretimin NaCl Konsantrasyonuna Bagh Degisimi

Yedi farkli NaCl konsantrasyonu (1.0, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0 ve 4.5 M), pH 7.35
ve 37 °C’de iiretilen arkeal izolatlarin optimum inkiibasyon zamanlarinda belirlenen
proteaz iiretimi sonuglari (Sekil 4.3) verilmistir.

En yiiksek enzim iiretiminin belirlendigi NaCl konsantrasyonunun B45 ve D83 A
izolatlar1 i¢in 3.5 M ve SD23 izolat1 i¢in 2.5 M oldugu bulunmustur. Her bir izolatin
optimum tuz konsantrasyonundaki aktivitesi sirasiyla 11.58 U/ml, 5.55 U/ml ve 8.85

U/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Halofilik arke izolatlarinda proteaz iiretiminin kiiltiir ortamindaki NaCl
konsantrasyonuna bagli degisimi

Halobacterium’un diger susu SP1(1) ile yapilan ¢alismada optimum proteaz
tiretiminin 4.27 M NaCl’de saptandig1 belirtilmistir (Akolkar ve ark. 2008). VijayAnand
ve ark. (2010), optimum sicaklik ve pH sartlarinda Halobacterium sp. Jsl susu igin
maksimum proteaz liretiminin 3.5 M NaCl konsantrasyonunda gerceklestigini belirtmis-
lerdir. Diger bir halofilik arke tiirii olan Haloferax lucentensis VKMM 007’nin 40
°C’de, calkalamali (150 rpm) olarak inkiibe edilen kiiltiir ortaminda (% 0.5 beef
ekstrakt, % 0.5 pepton ve pH 7.5) maksimum proteaz aktivitesini 3 M NaCl’de
gosterdigi bildirilmistir (Manikandan ve ark 2011). Ayrica Vidyasagar ve ark. (2006)
Halogeometricum sp. TSS101 susunun % 1 yagsiz siit tozu ve 3.4 M NaCl igeren
ortamda 40 °C ve calkalamal1 kosullarda maksimum proteaz tiretimini gerceklestirdigini
ve 1.4 M’n altindaki NaCl konsantrasyonunda proteaz iliretiminin ger¢eklesmedigini
bildirmislerdir. Ancak c¢alismamizda her biri ekstrem halofil olan B45 ve SD23
izolatlarinin 1 M NacCl igeren ortamda diisiikde olsa proteaz iirettigi belirlenmistir (Sekil
4.3).

4.2.3. Proteaz Uretiminin pH’a Bagh Degisimi

Optimum NaCl konsantrasyonu, 37 °C ve 6 farkli pH’da (6.0 6.5, 7.0, 7.5, 8.0,
8.5) gelistirilen herbir izolatin optimum inkiibasyon zamaninda belirlenen proteaz
aktivite degerleri Sekil 4.4’te verilmistir.

Maksimum enzim iiretimi B45 izolatinda pH 7.5’te (12.51 U/ml), D83A
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izolatinda pH 6.5’ta (6.57 U/ml) ve SD23 izolatinda pH 7.0°de (8.96 U/ml)

belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Halofilik arke izolatlarinda proteaz iiretiminin kiiltiir ortamininin pH’sina
bagl degisimi

Halofilik arkelerin biiylik bir kisminin yaklasitk pH 7’de optimum gelistigi
bilinmektedir (Bowers ve Wiegel 2011). Calkalamali kosullarda 37 °C’de gelistirilen
Halobacterium sp. PB407 ve 40 °C’de gelistirilen Halobacterium sp. JS1 suslarinda en
yiiksek proteaz aktivitesinin pH 7’de gergeklestigi bildirilmistir (Kanlayakrit ve ark.
2004 VijayAnand ve ark., 2010). Halogeometricum TSS101 ile yapilan diger bir
caligmada ise maksimum proteaz aktivitesinin pH 7.2°’de oldugu bulunmustur
(Vidyasagar ve ark., 2006). D83A izolatinda diger iki susa gore optimum enzim
aktivitesinin gerceklestigi pH’dan 8’e kadar olan aralikta ortalama % 44 oraninda bir
azalma nedeniyle pH tolaransinin daha genis oldugu ve pH 6’da diisiikde olsa aktivite
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.4). Halobacterium sp JS1 ve Halogeometricum sp
TSS101 suslarinda da genis pH araligima (7-11) sahip kiiltiir ortaminda enzim
tiretiminin meydana geldigi bildirilmistir (VijayAnand ve ark., 2010; Vidyasagar ve
ark., 2006).

4.2.4. Proteaz Uretiminin Sicakhiga Bagh Degisimi
Optimum NaCl konsantrasyonu ve pH ortaminda 25, 30, 37, 40 ve 45 °C olmak

tizere 5 farkli sicaklikta optimum inkiibasyon zamaninda belirlenen proteaz aktivite
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sonuglart Sekil 4.5’te verilmistir.

Halofilik arke tiirlerinin optimum gelisme sicakliklar1 28-40 °C’dir (Bowers ve
Wiegel 2011). Calismada kullandigimiz her ii¢ izolatin en yiiksek proteaz iiretimini 37
°C’deki gelisme kosullarinda gergeklestirdigi saptanmistir. Halofilik arkeal suslarla
yapilan diger proteaz iiretimi ¢alismalarinda da optimum iireme sicakliginin 35-40 °C

oldugu bildirilmistir (Kanlayakrit ve ark., 2004; VijayAnand ve ark., 2010).
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Sekil 4.5. Halofilik arke izolatlarinda proteaz liretiminin iireme sicakligina baglh
degisimi

4.2.5. Proteaz Uretiminin Farkli Karbon Kaynaklarina Bagh Degisimi

Izolatlarmn belirlenen optimum kosullarinda proteaz iiretimi iizerine her biri %
0.5 oraninda ortama ilave edilen 13 farkli karbon kaynaginin (glukoz, yagsiz siit tozu,
yeast ekstrakt, jelatin, beef ekstrakt, siikroz, nigasta, arabinoz, laktoz, fruktoz, gliserol,
pepton ve kazamino asit) etkisi belirlenmistir. Ayrica her bir izolatin en yiiksek proteaz
tiretimini saglayan karbon kaynaklarininin optimizasyonu yapilmistir

B45 izolatinin 19.47 U/ml ile glukoz varliginda en yiiksek proteaz iiretimini
gerceklestirdigi belirlenmistir (Sekil 4.6). Glukozdan sonra diger karbon kaynaklarina
gore en yiiksek aktivite beef ekstrakt ve nisasta iceren ortamda birbirine yakin
degerlerde sirasiyla 15.88 U/ml ve 15.44 U/ml olarak belirlenmistir. Bu nedenle bu 3
karbon kaynagmin farkli derigimleri i¢in optimizasyon yapilmis ve en yiiksek enzim
aktivitesinin 19.80 U/ml oldugu bulunmustur (Sekil 4.6). % 0.75 glukoz igeren ortamda
gerceklestigi belirlenmistir (Sekil 4.7). En diisiik proteaz iiretimi ise diger izotlardan
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farkli olarak fruktoz varliginda tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. B45 izolatinda proteaz tiretiminin kiltiir ortamindaki farkli karbon
kaynaklarina bagl degisimi

Aktivite (U/ml)
= = )
(e ] (951 (=]

[y

Karbon Kaynaklan

Sekil 4.7. B45 izolatinda proteaz iiretiminin kiiltlir ortamindaki glukoz, nisasta ve beef
ekstrakt miktarlarina bagl degisimi

D83A izolatinda en yiiksek aktivite 10.2 U/ml olarak 13 karbon kaynagi
arasindan fruktoz iceren ortamda saptanmistir. Fruktozdan sonraki en yiiksek aktiviteler
kazamino asit varliginda 6.7 U/ml ve laktoz varliginda 5.85 U/ml olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.8). En yiiksek 3 arbon kaynagindaki miktar optimizasyonu sonucunda ise en

yiiksek aktivite degerlerinin % 0.5 oraninda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. D83A izolatinda proteaz iiretiminin kiiltiir ortamindaki farkli karbon
kaynaklarina bagl degisimi
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Sekil 4.9. D83A izolatinda proteaz iiretiminin kiiltlir ortamindaki laktoz, kazamino asit
ve fruktoz miktarlarina bagl degisimi

SD23 izolatiin fruktoz, glukoz, siikroz, yagsiz siit tozu, jelatin ve nisasta
varhiginda 9.06-10.54 U/ml aralifinda yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.10). Bunlar arasindan en yiiksek aktivite degerlerinin elde edildigi fruktoz, glukoz ve
stikroz’un farkli konsantrasyonlarinin optimizasyonu sonucunda ise maksimum proteaz

tretiminin % 0.75 fruktoz varhiginda (11.25 U/ml) gergeklestigi belirlenmistir (Sekil
4.11).
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Sekil 4.10. SD23 izolatinda proteaz iiretiminin kiiltiir ortamindaki farkli karbon
kaynaklarina bagl degisimi
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Sekil 4.11. SD23 izolatinda proteaz iiretiminin kiiltiir ortamindaki glukoz, fruktoz ve
stikroz miktarlarina bagl degisimi

Ekstraseliiler enzim iiretimi iizerine kiiltiir ortami kompozisyonunun etkisi
bliyliktiir. Karbon ve azot kaynaklart mikroorganizmalarda ki hiicre gelisim ve enzim
tiretimini ekileyen en onemli faktorlerdir (D’Alessandro ve ark., 2007). Halofilik arke
suslarin proteaz iiretimi iizerine karbon kaynaklarinin etkisinin belirlendigi az sayida
calismaya rastlanmistir. Vidyasagar ve ark (2006), Halogeometricum sp. TSS101’in %
1 yagsiz siit tozu igeren ortamda maksimum proteaz aktivitesi gosterdigini, glukoz
iceren ortamda ise aktivite gozlenmedigini belirtmislerdir. Halobacterium sp. JS1

susuyla yapilan diger bir calismada ise fruktoz, maltoz ve siikroz gibi sekerlerin
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varliginda proteaz {iretiminin gergeklestigini bildirmislerdir (VijayAnand ve ark 2010).
Halofilik bakterilerde glukoz ve laktoz gibi temel karbon ve enerji kaynaklar
varhiginda proteolitik enzim iiretiminin katabolik represyonla baskilandiginin
bildirilmesine ragmen (Lama ve ark., 2005; Sanchez-Porro ve ark. 2003), diger bir
calismada ise proteaz iiretiminde glukoz ve laktozun bu tir bir etkisinin olmadigi
bildirilmistir (Amoozegar ve ark., 2007). Calismamizda ise kiiltiir ortamina eklenen
sekerlerden glukoz ve fruktozun izolatlarda ekstraseliiler proteaz aktivitesinin artmasina
neden oldugu gozlenmistir. Bilesiminde sadece % 0.2 oraninda yagsiz siit tozu bulunan
yiikksek tuzlu ortama glukoz ve fruktoz ilavesiyle arkeal proteaz iiretminin artmas,
sekerlerin aktif bir sekilde izolatlar tarafindan enerji kaynagi olarak kullanildigini
gostermektedir. Aerobik halofilik arkelerde (6rnegin Haloarcula marismortui ve
Halobacterium saccharovorum) glukozun sadece modifiye bir “yari-fosforilatif”
Entner—Doudoroff metabolik yolu ile, fruktozun ise yine modifiye Embden—Meyerhof
metabolik yolu iizerinden tamama yakininin metabolize edildigi gosterilmistir (Brasen

ve ark., 2014).

4.3. Ekstraseliiler Proteaz Aktivitesi Uzerine Ortam Kosullarimin Optimizasyonu
Optimum ekstraseliiler proteaz iiretim kosullarinda gelistirilen B45, D83A ve
SD23 izolatlarinin maksimum proteaz aktivitesi gosterdigi NaCl konsantrasyonu,

sicaklik derecesi ve pH degeri belirlenmistir.

4.3.1. Proteaz Aktivitesi Uzerine Tuz Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Her bir izolat proteazinin maksimum aktivite gosterdigi NaCl konsantrasyonunu
belirlemek amaciyla alti farkli tuz konsantrasyonu (1.4, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 ve 4.0 M)
kullanilmis ve en yiiksek aktivitenin B45 ve SD23 proteazi i¢in 2.5 M NacCl (sirasi ile
19.55 U/ml ve 12.13 U/ml), D83 A proteazi i¢in 3.5 M NaCl (10.23 U/ml) oldugu tespit
edilmistir (Sekil 4.12).

Doygun tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda yasayabilen halofilik arkelerin
hiicre dis1 ve hiicre i¢i enzimleri de yiiksek tuz konsantrasyonlarina adapte olmustur.
Yiiksek konsantrasyondaki tuz varligina adapte olan haloarkeal enzimler 1 M’dan diistik
NaCl konsantrasyonlarinda hizla denatiire olmakta ve ii¢ boyutlu yapisim geri

doniisiimsiiz olarak kaybedebilmektedirler (Sellek ve Chaudhuri 1999). Calismamizda
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ti¢ izolatin ekstraseliiler proteazinin 1.4 — 4.0 M aralifindaki NaCl konsantrasyonunda
aktivite gosterdigi saptanmustir (Sekil 4.12). Manikandan ve ark. (2009) Haloferax
lucentensis VKMM 007 proteazinin 0.85-5.13 M arasindaki NaCl konsantrasyonunda
aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Halobacterium sp. PB407 susuyla yapilan diger bir
proteaz aktivitesi belirlenmesi ¢aligmasinda maksimum aktivitenin 2.13 M NaCl’de
belirlendigi bildirilmistir (Kanlayaktrik ve ark., 2004). Nolasco ve ark (2002) Haloferax
mediterranei proteazinda en yiiksek aktivitenin 3.5 M NaCl’de belirlendigini
bildirmistir. Gimenez ve ark. (2000) ise Natrialba magadii ‘den saflagtirilan proteazin

en yiiksek aktivitesini 3 M KCI varliginda gosterdigini bildirmislerdir.
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Sekil 4.12. Halofilik arke izolatlarinin ekstraseliiler proteaz aktivitesi tizerine NaCl
konsantrasyonunun etkisi

4.3.2. Proteaz Aktivitesinin pH Optimizasyonu

Optimum kiiltiir kosullarinda elde edilen enzimin aktivitesi lizerine pH etkisini
belirlemek amaciyla her bir izolat i¢in optimum NaCl konsantrasyonu ve 7 farkli (6.5,
7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 ve 9.5) pH’da yapilan ¢alismalar sonucundaki aktivite degisimi
Sekil 4.13’te verilmistir.

B45 ve D83A proteazinin maksimum aktivitesini pH 9’da ve SD23 proteazinin
ise maksimum aktivitesini pH 8.5’te gosterdigi saptanmistir. Optimum pH degerinde
enzim aktivitesi, B45 i¢in 18.46 U/ml, D83A i¢in 11.04 U/ml ve SD23 i¢in 12.21 U/ml
olarak bulunmustur (Sekil 4.13). Her ii¢ halofilik arke proteazinin test edilen genis pH

araliginda aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Diger halofilik arke suslarina ait
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proteazlarla yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglara rastlanmis olup enzimin aktivite
gosterdigi pH araliginin, Natrialba magadii proteazi igin 6-12, saflagtirllmis Haloferax
mediterranei proteazi igin 4-9 ve saflastirilmis Haloferax lucentensis VKMM 007 pro
teaz1 i¢in 5-9 arasinda oldugu ve maksimum aktivitenin ise pH 8’de belirlendigi
bildirilmistir (Gimenez ve ark., 2000; Nolasco ve ark., 2002; Manikandan ve ark.,
2009). Vidyasagar ve ark. (2006) haloalkalifilik bir arke susu olan Halogeometricum sp.
TSS101°den kismi saflastirilan proteazin aktivitesi i¢cin optimum pH’nin 10 oldugunu
belirtmislerdir. Kanlayakrit ve ark. (2004), Halobacterium sp. PB407 proteazi igin

maksimum aktivitenin pH 8’de gozlendigi bildirmislerdir.
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Sekil 4.13. Halofilik arke izolatlarinin ekstraseliiler proteaz aktivitesi lizerine pH’nin
etkisi

4.3.3. Proteaz Aktivitesine Sicaklik Optimizasyonu

Optimum Kkiiltiir kosullarinda gelistirilen her bir izolata ait proteazin aktivite
gosterdigi optimum sicaklik degerini belirlemek amaciyla maksimum aktivitenin
gozlendigi NaCl konsantrasyonu ve pH’da 7 farkli sicaklikta (20, 30, 35, 45, 50, 55 ve
60 °C) aktivite degerleri belirlenmistir. Sicakliga baglh aktivite degisimi sonuglar1 Sekil
4.14’te verilmistir. D83A izolatinda maksimum aktivitenin 50 °C’de 10.64 U/ml
oldugu, B45 izolatinda maksimum aktivitenin 55 °C’de, 21 U/ml oldugu ve SD23
izolatinda maksimum aktivitenin 45 °C’de 12.21 U/ml oldugu tespit edilmistir.

25



.
20 o
| 1 -
o (]
15 -
= »
:l £ A S _
- A _:r"‘.l..___ —m—EB43
= 10 - - - i —"" o
“E _’_‘_.f-"' B —a— D834
= ? -
< ey —&— 5003
5 L ¥
"
;,.
0 . . ; .
15 25 35 45 55 65
Sicakhk (°C)

Sekil 4.14. Halofilik arke izolatlarinin ekstraseliiler proteaz aktivitesi lizerine sicaklik
degerlerinin etkisi

En yiiksek aktivite kosullarda Haloferax mediterranei proteazinin 45-50 °C’de,
Halobacterium sp. PB407 proteazinin 40 °C’de ve Haloferax lucentensis VKMM 007
proteazinin 60 °C’de en yiiksek aktivitelerini gosterdigi bildirilmistir (Nolasco ve ark.,
2002; Kanlayakrit ve ark., 2004; Manikandan ve ark., 2009). Ayrica Natrialba magadii
ve Halogeometricum sp. TSS101 suslarindan izole edilerek kismi saflagtirilan
proteazlarm 60 °C’de maksimum aktivite gosterdigi belirtilmistir (Vidyasagar ve ark.,
2006; Gimenez ve ark., 2002). B45, D83A ve SD23 izolatlarinda da optimum enzim
aktivitesinin yiiksek sicakliklarda (45, 50 ve 55°C) gerceklesmesi ve 45’in iizerindeki
sicaklik degerlerinde aktivetinin biiylik oranda korunmasi nedeniyle (Sekil 4.14), bu
organizmalara ait proteazlarin termofilik karakterde oldugu anlagilmaktadir. Haloarkeal
enzimlerin sadece tuza toleransli olmayip 40 °C’nin iizerindeki ortam sicakliklarinda
stabil kaldiklar1 onceki calismalarda da bildirilmistir (Eichler 2001; Madern ve ark.,
2000; Ozcan ve ark., 2009).

4.4. Organik Solventlerin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Izolatlara ait proteazlarin organik solvent toleransini belirlemek amaciyla, 12
farkli organik solvent kullanmistir. Calismada kullanilan organik solventler, solventin
oktanol ve su arasindaki ayrilma katsayisinin logaritmik bir ifadesi olan log Pow
degerlerine gore se¢ilmistir. Her bir izolat proteazinin % 50 (v/v) solvent varliginda ve
oda kosullarindaki 1 saatlik inkiibasyonu sonrasinda elde edilen bagil aktivite degerleri

Sekil 4.15 - 4.17°de verilmistir.
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B45 ekstraseliiler proteazinin test edilen biitiin organik solventlerde % 70’in
tizerinde bagil aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.15). En yiiksek enzim
aktivitesinin diisiik log Pow degerine sahip gliserol ve DMF varliginda gerceklestigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Organik solventlerin B45 proteaz aktivitesi lizerine etkisi

Badl aktivite (%)

Organik Solvent

Sekil 4.16. Organik solventlerin D83 A proteaz aktivitesi lizerine etkisi

Diisiik log Py degerine sahip gliserol ve DMF igeren ortamda D83 A proteazinin
% 85’in lizerinde aktivite gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.16). D83 A proteazinin -0.05
ile 4.8 arasindaki log Py degerlerine sahip organik solventleri igeren ortamlarda % 62

ile % 87 arasindaki oranlarda aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.16).
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SD23 proteazinin 2-propanol hari¢ diger diisiik ve yiiksek log Py degerlerine
sahip solventlerde % 75’in lizerinde aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Organik solventlerin SD23 proteaz aktivitesi lizerine etkisi

Enzimlerin genel olarak suda ¢oziinen ya da ¢oziinmeyen organik solventler
varliginda kolaylikla denatlire oldugu ve katalitik aktivitelerini katbettikleri
bilinmektedir (Ogino ve ark., 1999). Buna karsin herhangi bir 6zel islem yapilmadan
organik ¢oziicii varliginda dogal stabilitesini koruyabilen enzimler, solvent kullanimina
dayali biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilmeleri yoniinden biiyiikk bir 6nem
tagimaktadirlar (Ogino ve ark., 2000). Tuzun mevcudiyeti su aktivitesini diisiirdiigiinden
1 M’1n iizerindeki tuz konsantrasyonlarinda ¢oziinilir formda kalarak aktivite gosteren
halofilik karakterdeki arkeal enzimler, sulu/organik ve susuz ortamlarda kullanilma
potansiyeline sahip olmaktadir (Sellek ve Chaudhuri 1999). Bu o6zellikleri arkeal
enzimleri, organik solvent varliginda gergeklesen enzimatik reaksiyonlar i¢in oldukca
umut verici bir katalizor haline getirmektedir (Li ve ark., 2009).

Haloferax lucentensis VKMM 007’den saflastirilan proteazin, reaksiyon
ortaminda hacimce % 25 oranda bulunan polietilen glikol, etanol, biitanol, asenton,
dimetil siilfoksit ve ksilen gibi solventlerin varliginda 40 °C de 30 dk inkiibasyon
sonrasinda stabil kaldigi bildirilmistir (Manikandan ve ark., 2009). Haloalkalifilik
Natrialba magadii ekstraseliiler proteazinin 1,5 M NaCl mevcudiyetinde gliserol,

DMSO, DMF, propilenglikol ve dioksan igeren sulu organik solvent karigimlarinda
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stabil kalarak aktivitesini korudugu belirtilmistir. Ayrica enzimim optimum disindaki
NaCl konsantrasyonlarinda DMSO, propilenglikol ve gliserol mevcudiyetinin enzim
stabilitesinin korunmasinda etkili oldugu bildirilmistir (Ruiz ve ark., 2007). Akolkar ve
ark., (2008) Halobacterium sp. SP1(1) ekstraseliiler proteazinin toluene % 96, ksilene
ve n-dodekana % 99 oraninda tolerans gosterdigini, n-undekan ve n-dekan varliginda
ise aktivitesini tamamiyla korudugunu bildirmislerdir. Proteaz haricinde diger
haloarkeal kaynakli (Haloarcula sp. S-1) enzimlerden o-amilazin polar olmayan
organik solventlerde (benzen, toluen, kloroform, stiren, ksileni, n-oktan, n-nonan ve n-
dekan) aktif ve stabil kaldigi, hidrofilik solventlerde ise (1-biitil alkol, etil alkol, 2-
propil alkol, DMSO, metil alkol ve aseton) inhibe edildigi tespit edilmistir (Fukushima
ve ark., 2005).

Genel olarak 2’den yiliksek Log Pow degerine sahip polar olmayan organik
solventlerde enzimlerin yiiksek ya da orta dereceli aktivite gosterdigi, degeri 2°den daha
az olan polar solventlerde ise aktivitenin diistiigii bildirilmistir (Sardessai ve Bhosle
2004; Rachadech ve ark., 2010). Ancak ¢alismamizda her ti¢ halofilik arke izolatina ait
proteazin 2’den diistik log Pow degerine sahip hidrofilik organik solventlerde aktivitesini
kaybetmedigi ve hatta aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.15-17).

Enzimatik reaksiyon ortami olarak hidrofobik solventler genellikle hidrofilik
olanlara gore daha iistiin olmaktadir. Ciinki hidrofilik solventler enzim molekiiliiniin
katalitik aktivitesi i¢in gerekli olup, molekiile siki baglanan su molekiillerini yliksek
oranda uzaklagtirma egilimine sahiptir. Buna bagli olarak enzim molekiiliinde
konformasyonal yap1 degisebileceginden yiiksek konsantrasyondaki hidrofilik
solventler varliginda enzimlerin stabiliteleri azalmaktadir (Shafei ve ark (2012),
Serdakowski ve Dordick 2008). 2’den daha kiiclik Log Poy degerine sahip olan asirt
polar solventler de ise yapisal denatiirasyon gergeklestiginden enzim inaktif hale
gelmektedir (Laane ve ark., 1987). Ancak tuz, organik sistemlerdeki gibi su aktivitesini
diisiirdiigiinden dolay1r haloarkeal enzimler organik solvent toleransina sahip
olabilmektedir (Marhuenda-Egea ve Bonete 2002). Halobacterium halobium proteazi
ile yapilan calismada % 40 DMSO nun enzimin stabilizasyonunu 42 kat arttirdigt
bildirilmistir. Bu artisin solventin salting-out 6zelligi ile ilgili oldugu belirtilmis olup
solventin, protein solvasyonunu engelledigi ve kor hidrofobistesini arttirarak daha

kompakt ve stabilize bir yapiya kavusturdugu ifade edilmistir (Kim ve Dordick 1997).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Enzimler, biyoteknolojik olarak gida, igecek, tekstil, eczacilik, tip, kimya,
deterjan, deri, kagit vb. gibi ¢esitli endiistriyel alanlarinda kullanilmaktadir. Bu nedenle
endiistriyel enzimlere yonelik yapilan ¢aligmalar giiniimiizde olduk¢a 6nem kazanmastir.

Bilinen 4000 enzimden yaklasik 200’ mikroorganizmalardan elde edilmis olup
bunlardan yalnizca 20 kadarmin endiistriyel 6l¢ekte tiretimi yapilmaktadir (Li ve ark.,
2012). Mikrobiyal fermentasyonla iiretilen endiistriyel enzimler diger canlilardan elde
edilenlere gore daha yiiksek katalitik aktivite ve stabiliteye sahip olup daha ucuza mal
olmaktadir (Wiseman, 1987). Endiistriyel enzimlerin diinyadaki en biiyilk grubunu
mikrobiyal proteazlar olusturmaktadir. Ekstrem &zellikteki mikroorganizmalarin
enzimleri ise yiiksek sicaklik, yiiksek pH ve iyon konsantrasyonu gibi c¢esitli faktorler
acisindan endiistriyel islemler i¢in avantaj teskil etmektedir. Son yillarda endiistriyel
oneme sahip olmasi nedeniyle ekstrem enzimlerle ilgili ¢alismalar 6n plana ¢ikmaya
baslamistir.

Calismamizda, yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisen ekstrem halofilik arkelerin
ekstraseliiler proteaz iiretimi i¢in ortam kosullarinin optimizasyonu, ham enzimin kismi
karakterizasyonu ve cesitli organik solventlerin varliginda aktivitelerinin belirlemesi
amaclanmistir. Calisma kapsaminda Tiirkiye’nin ¢esitli tuzlu bdlgelerinden izole
edilmis 8 halofilik arke izolatinin SG Agar + yagsiz siit tozu iceren kati ortamda
proteolitik aktivite taramalar1 yapilmistir. Kat1 ortamda proteolitik aktivite gosterdigi
belirlenen 3 izolat ile (B45, D83A ve SD23) ¢alismalara devam edilmistir.

Izolatlarda maksimum proteaz aktivitesinin goriildiigii {ireme zamani
belirlendikten sonra ilk olarak enzim {iretimi iizerine tuz derisimi, pH, sicaklik ve gesitli
karbon kaynaklarinin etkisi belirlenmistir. Sonraki adimda ise karbon kaynaklarinin
miktar optimizasyonu yapilmistir. Buna gére B45 izolatinda maksimum enzim
tiretiminin c¢alkalamali kosullarda inkiibasyonun 7. giiniinde, 3.5 M NaCl, pH 7.5, %
0.75 glukoz varliginda ve 37 °C’de gerceklestigi bulunmustur. Ortam kosullarindaki
optimizasyon sonucunda 11.45 U/ml’den 19.81 U/ml’ye yiikselen B45 proteaz
tretiminde yaklasik % 73.01 artis gozlenmistir. D83A izolatinda maksimum proteaz
tretiminin 3.5 M NaCl, pH 6.5 ve % 0.5 fruktoz iceren kiiltiir ortaminda 37 °C’de

calkamal1 inkiibasyon kosullarinda 9. glinde tespit edilmistir. Optimizasyon sonucunda
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D83A izolatinda proteaz aktivitesinin 4.77 U/ml’den 10.20 U/ml’ye yiikselerek yaklasik
% 113.84 oraninda artig gosterdigi tespit edilmistir. SD23 izolatinda en yiiksek proteaz
tiretiminin 37 °C’de inkiibasyonun 7. giiniinde 2.5 M NaCl ve % 0.75 fruktoz iceren
kiltir ortaminda pH 7.0’da gergeklestigi  belirlenmistir. Ortam  kosullarinin
optimizasyonu sonucunda SD23 proteaz aktivitesinin 8.31 U/ml’den 11.25 U/ml’ye

yiikselmesine bagli % 35.38 oraninda bir artis gdzlenmistir.

Cizelge 5.1. Maksimum enzim iiretiminin ger¢eklestigi ortam kosullari

izolat Kiiltiir Kosullar:
Inkiibasyon NaCl (M) pH | Sicaklik | Karbon kaynagi ve miktari
zamani (giin) (°0) (%)
B45 7 35 7.5 37 Glukoz 0.75
D83A 9 3.5 6.5 37 Fruktoz 0.5
SD23 7 2.5 7.0 37 Fruktoz 0.75

Cizelge 5.2. Kiiltiir kosullarinin optimizasyonu sonucundaki aktivite artis oranlari

izolat Aktivite (U/ml)
Optimizasyon Oncesi Optimizasyon Sonrasi Artis Oram (%)
B45 11.45 19.81 73.01
D83A 4.77 10.20 113.84
SD23 8.31 11.25 35.38

Her {i¢ halofilik arke izolatinin proteaz iiretimi i¢in test edilen 13 farkli karbon
kaynagini kullanabilme yetenegine sahip oldugu saptanmistir. Bu durumun halofilik
arke proteazi ile ilgili yapilacak yiiksek Olgekli iretim c¢aligmalarinda ekonomik ve
temini kolay kaynaklara yonelme konusunda avantaj saglayacagi diistiniilmektedir.
Izolatlarin optimum proteaz iiretimi farkli konsantrasyonlarda glukoz ve fruktoz igeren
ortamda gerceklesmistir. Fruktozun halofilik arkelerde maksimum ekstraseliiler proteaz
tiretimini destekleyen bir karbon kaynagi oldugu ilk olarak bu calisma kapsaminda
belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise optimum Kkiiltiir kosullarinda gelistirilen
izolatlardan elde edilen ekstraseliiler proteazin maksimum aktivite gosterdigi optimum
NaCl konsantrasyonu, sicaklik ve pH degerleri belirlenmistir. B45 proteazinin 2.5 M
NaCl, pH 7.5 ve 55 °C’de 20.98 U/ml, D83A proteazininn 3.5 M NaCl, pH 6.5 ve 50
°C’de 10.64 U/ml ve SD23 proteazinin 2.5 M NaCl, pH 7.0 ve 45 °C’de 12.21 U/ml
olacak sekilde maksimum aktivite gosterdigi saptanmistir.

Kiiltiir ve enzim aktivite kosullarinin optimizasyonu sonucunda baslangictaki

enzimatik aktivitenin B45’te % 83.23, D83A’da % 123.1 ve SD23’te % 46.93 oraninda
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arttigl saptanmistir. Bu c¢alisma ile proteaz iiretim ve aktivitesinin arttirilmasinda
optimizasyon isleminin 6nemi bir kez daha ortaya konmustur. Kiiltiir kosullarinin
optimizasyonu ile enzim iiretimin arttirilmasinin 6zellikle endiistriyel alanda kullanilan

enzimlerde biiylik avantaj sagladig1 bilinmektedir.

Cizelge 5.3. Maksimum enzim aktivitesinin gerceklestigi ortam kosullar1 ve aktivite
degisim oranlari

Ortam Kosullar: Aktivite (U/ml)
Izolat NaCl Sicakhik | Optimizasyon | Optimizasyon Artis Orani
(M) pH (°C) Oncesi Sonrasi (%)
B45 2.5 9.0 55 11.45 20.98 83.23
D83A 35 8.5 50 4.77 10.64 123.1
SD23 2.5 8.5 45 8.31 12.21 46.93

Izolat proteazlarmin maksimum aktivitelerini 45, 50 ve 55 °C’de ve alkali pH’da
(8.5 ve 9.0) gostermesi ve artan sicaklik derecelerinde dahi aktivitelerini korumaya
devam etmeleri nedeniyle termofilik, alkali ve termostabil karakterde olduklar tespit
edilmistir. Yiksek sicaklik ve pH’da maksimum aktivite gosterdigi belirlenen bu
enzimlerin, 8 - 11 araliginda ve yiiksek sicaklikta etki gosteren deterjan formiilasyonlari
basta olmak iizere yliksek sicaklikta gergeklesen diger endiistriyel islemlerde kullnilma
potansiyellerinin olabilecegi belirlenmistir.

Calismanin ti¢giincli asamasinda enzimlerin optimum kosullarda logaritmik Py
degeri -1.76 ile 4.77 arasinda degisen farkli organik solventlere tolerans: belirlenmistir.
Diisiik log Pow degerine sahip gliserol, DMF ve etanol varliginda genel olarak her ii¢
izolat proteazinda en yiiksek aktivite tespit edilmistir (% 84 — 124). Ayrica log Pow
degeri yiiksek olan apolar organik solventlerde de enzimlerin orijinal aktivitesinin %
62’den 98.6’ya varan oranda yiiksek derecede korundugu belirlenmistir. Polar yada
apolar solventlerin halofilik arke proteaz aktivitesini olumsuz yonde etkilemedigi
gozlenmistir. Haloarkeal enzimler organik solventlerde yiiksek aktivite ve stabilite
gosterebilmektedir. Ekstrem halofilik enzimlerin organik solvent varliginda gergeklesen
biyotransformasyonlarda katalizér olarak kullanilma potansiyelleri bu enzimleri
endiistriyel uygulamalar agisindan oldukga ilgi ¢ekici kilmaktadir.

Endiistriyel ve biyoteknolojik alandaki gelismeler, diinya niifusu ve bunun

paralelinde artan talebin karsilanmasindaki giicliikler ve artan ¢evre kirliligi endiistriyel
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calismalar1 kisa zamanda daha fazla verim elde etmeye ve zorlu endiistriyel ¢alisma
kosullarina uyum saglayan enzimlere yoneltmistir. Bu anlamda biiyiik bir kismi1 ekstrem
sartlarda yasayan arkelere ait enzimler biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

Sonug olarak bu c¢alisma ile halofilik arkelerde ilk olarak proteaz iiretiminin
fruktoz varliginda maksimum diizeyde {iretildigi belirlenmistir. Optimizasyon sonrasi
izolatlarin proteaz iiretiminde yaklagik 1-2.5 kat oraninda artis saglanmistir. Diger
mikroorganizmalarda oldugu gibi bu ¢alismada kulanilan arkeal izolatlarin da enzim
iiretim ¢aligmalarinda optimizasyon asamasinin dogru bir strateji oldugu bir kez daha
gosterilmistir. Ayrica organik solvent toleransi oldugu belirlenen arkeal proteazlarin
organik ¢oOziicii ile kontamine olmus endiistriyel atik sularin remediasyonu gibi

endiistriyel islemlerde kullanim potansiyeline sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.
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