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Proteolitik enzim grubundan proteazlar ticari enzim pazarmda onemli bir yere sahiptirler.
Kullanim alanlarma gore farkli karakteristik 6zelliklere sahip olmalar: istenilen proteazlarin
ustiin ozellikte olanlarinin endiistriye kazandirilmas: 6nem teskil etmektedir. Bu yiizden yeni
mikrobiyal tiirlerin izolasyonu ve bu tiirlerden iretimlerin yapilmasi 6nemli bir ¢alisma
konusudur. Bu ¢alismada Kas, Antalya, Tiirkiye’den izole edilen 81 sucul bakteriyel izolatin
proteaz tretkenlikleri taranmugtir. En iiretken izolatin Microbacterium genusuna ait oldugu
belirlenmis ve bu izolat ile galkalamali flask iiretimlerde 166 U ml? aktivitesinde proteaz
tiretilmistir. Ayrica tretilen proteazin optimum sicaklik ve pH degerlerinin 35°C ve pH 8
oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda enzim aktivitesinin 10 mM MnCl, etkisinde arttig1 ve
enzimin uzun siireli depolanmasinda 4°C’nin -20°C ve 25°C kosullarina gére daha avantajli
oldugu gosterilmistir.
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Proteases from the proteolytic enzyme group have an important position in the commercial
enzyme market. It is crucial to bring the superior properties of the proteases, which are desired
to have different characteristics according to their usage, to the industry. Therefore, isolation
of new microbial species and enzyme productions from those is a critical study subject. In this
study, protease productivity of the 81 bacteria were screened which were isolated from Kas,
Antalya, Turkey. It was determined that the most productive strain belongs to the
Microbacterium genus, and this strain produced 166 U ml™ protease activity in shaking flask
productions. In addition, the optimum temperature and pH values of the produced protease
were determined to be 35°C and pH 8. Also, protease enzyme activity increase under the
influence of 10 mM MnCl, and 4°C condition is more advantageous than of -20°C and 25°C in
long-term storage of the enzyme.

1. Giris

Protein molekiillerinin peptit ve amino asitlere hidrolizini
katalizleyen proteaz enzimleri, toplam endiistriyel enzim
marketinin  yaklasik  %60’1m1  kapsamaktadirlar.  Proteaz
enzimleri gida, saglik, deri, ipek, deterjan ve atik su gibi bir¢ok
endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Fulzele ve
ark. 2011; Sharma ve ark. 2017). Bitki ve hayvan kokenli
tiretimlere nazaran, mikrobiyal proteaz enzimleri {retim
ortamlarinda daha kisa siirede, daha ucuz sekilde ve biiyiik
miktarlarda elde edilebilmeleri gibi avantajlara sahiptirler

(Sharma ve ark. 2017). Bilimsel ¢aligmalarda bakteri, maya ve
kif smifindan birgok mikroorganizma proteaz iiretimi igin
kullanilmis olsalar da Bacillus tiirleri endiistriyel proteaz
iiretimlerinde en ¢ok kullanilan tiirlerdir (Razzaq ve ark. 2019).
Ornegin, Novozymes, Solvay Enzymes GmbH ve Amano
Pharmaceuticals gibi firmalar Bacillus licheniformis tiirii basta
olmak {iizere gesitli Bacillus tiirlerinden proteazlarin {iretimini
gerceklestirmektedirler. Uretilen bu proteazlar karakteristik
6zelliklerine bagli olarak farkli alanlarda kullanilmaktadirlar.
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Ilerleyen biyoteknoloji ile proteaz enzimlerine ve
cesitliklerine olan ihtiyag ve ilgi giderek artmaktadir. Bu
yiizden, dogal ortamlarindan izole edilen mikroorganizmalar
tizerinde arastirmalar hiz kazanmis olup, 6zel karakterlere sahip
enzimlerin kesfedilmesi 6nemli hale gelmistir (Fulzele ve ark.
2011). Bu  perspektiften  bakilinca,  sucul  ortam
mikroorganizmalar1  Onemlilik  tagimaktadir.  Su  alt1
sedimentlerinde bulunan proteince zengin organik maddeleri
parcalayarak hiicre i¢i alimma uygun hale getirecek enzimleri
sentezleyen bazi mikroorganizmalar yakin zamanda bilimsel
calismalarda sikca aragtirilmaya baslanmuglardir (Zhang ve ark.
2015).

Bu makalede, Antalya’nin Kas ilcesinde 24 metre
derinlikteki Axinella damicornis siingeri tizerinden izole edilen
81 sucul bakterinin proteaz iiretkenliklerinin taranmasi ve en
iretken tiirden elde edilen proteaz enziminin kismi
karakterizasyonunu gergeklestirmek amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bakteri izolatlar

Daha 6nce tamamlanan bir TUBITAK projesi (SBAG
109S361) kapsaminda izole edilen ve saflastirilarak -20°C’de
stoklanan bakteriler ¢calismada kullanilmistir.

2.2. Hizli plaka tarama

Izole edilen mikroorganizmalarin proteaz iiretkenliklerinin
taranmast  i¢in  hazirlanan hizli plaka tarama ortam
kompozisyonu, litrede 1 g glikoz, 2 g KH2POa, 3 g et ekstrakti,
10 g pepton, 10 g kazein, 10 g NaCl ve 15 g agar icerecek
sekilde hazirlandi. Karigimin pH degeri derisik NaOH ¢ozeltisi
ile 8’¢ ayarlanip 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Besi agar
ortami, steril petri kaplarma dokiilerek sogumaya birakildi.
izole edilmis ve dondurularak saklanan 81 adet izolat, buz
icerisinde yavasca ¢ozdiriildiikten sonra petri  kaplarinin
yiizeylerine 2 pl hacminde nokta inokulasyonu yapildi. Inokiile
edilmis petriler 30°C’de 24 saat inkiibe edildi. Kiiltivasyon
sonras1 enzimatik aktiviteden dolay1 olusan proteolitik zon ¢ap1
ve mikrobiyal koloni ¢ap1 oOlgiilerek en yiiksek proteolitik
kapasiteli izolat daha sonraki ¢alismalarda kullanildi.

2.3. Izolatin tanimlanmas:

En yiiksek proteolitik aktivite gdsteren izolatin inokulum
hazirlama kosullarinda kiiltivasyonu yapildi. Ardindan, Qiagen
genomic DNA izolasyon kiti prosediiriine uygun sekilde
¢ogaltilan hiicrelerden genomic DNA elde edildi. Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) basamaginda 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ve 1492R
(TACGGYTACCTTGTTACGAG) universal primerleri, 16S
rRNA dizisini kodlayan gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanildi.
PZR karigimi 10X Taq buffer, 0.2 mM dNTP, 0.75 mM MgCly,
1.25 U Taq polimeraz, 0.4 pmol ul! primer ve 150 ng DNA
icerecek sekilde toplam 50 ul hacimde gergeklestirildi.
Kullanilan PZR programinda 6n denatiirasyon 94°C’de 30
saniye, ardindan 30 dongii 94°C’de 30 saniye, 50°C’de 30
saniye ve 72°C’de 45 saniye olacak sekilde ayarlandi. PZR
iriinliniin 5 pl’si %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kalitesi ve
miktart kontrol edildi. PZR sonrasi elde edilen iiriinlerin
dizileme ve 1000 bootstrap degerli filogenetik aga¢ c¢izimi

islemleri hizmet alimi seklinde RefGen Biyoteknoloji
firmasinda yapildi. Ayrica, National Center for Biotechnology
Information (NCBI) web sayfasinda

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) niikleotid dizi veri bankasi
kullanilarak Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
analizi yapildi ve dizi sisteme kayitlandi.

2.4. Inokulum hazirlanmasi

Inokulum ortammnin kompozisyonu, hizli plaka tarama
yonteminde kullanilan besiyeri ile ayni fakat agarsiz ve glikoz
miktar1 5 g I olacak sekilde hazirland. Derisik NaOH ¢dzeltisi
ile pH degeri 8’¢ ayarlandiktan sonra 250 ml’lik ¢alkalamali
flaskta 50 ml hacminde olacak sekilde doldurularak, 121°C’de
15 dakika otoklavlandi. Oda sicakligina geldikten sonra, agar
ortaminda biiylitiilmiis aktif izolattan 10 pl’lik 6ze ile alinan
miktar inokulum flaskina transfer edildi. inokulum flaski 30°C
ve 180 rpm kosullarinda 24 saat bilyiitiildii.

2.5. Mikrobiyal kiiltiirleme kosullar:

Uretim ortaminin kompozisyonu, inokulum ortami ile ayni
tutularak ancak azot:karbon oranini artirmak i¢in glikoz miktar1
tekrar 1 g I"* olacak sekilde hazirlandi. Derisik NaOH ¢ozeltisi
ile pH degeri 8’c ayarlandiktan sonra 250 ml’lik calkalamali
flaskta 50 ml hacminde, 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Oda
sicakligina gelen {iretim ortamlarina, inokulum flaskindan
hacimce %1 oraninda transfer yapilarak baslangic hiicre
konsantrasyonu 106 hiicre ml™* olacak sekilde standardize edildi.
Uretim flasklar;, 30°C ve 180 rpm kosullarinda 48 saat
kiiltiirlendi. Giinde iki kez pH, hiicresel biiylime ve proteaz
aktivitelerini 6l¢mek i¢in 6rnekler alindi.

2.6. Mikrobiyal biiyiime ol¢iimii

Uretim ortamindan alinan drneklerin absorbans degerleri,
spektrofotometrik olarak 600 nm dalga boyunda, inokulasyon
yapilmamis taze tiretim ortami kor olarak kullanilarak 6lgiildii.
Olgiilen absorbans degerleri, mikroskop altinda yapilan hiicre
sayimindan elde edilerek olusturulmus absorbans-hiicre sayisi
esitligi kullanilarak hiicre sayis1 ml! birimine ¢evrildi.

2.7. Proteaz aktivite dl¢iimii

Proteaz aktivite Olcimii Pilanee ve ark. (2008) referansi
kismen modifiye edilerek uygulandi. Uretim ortamindan alman
ornekler pH ve bakteriyal biiylime 6l¢iimleri yapildiktan sonra
dakikada 5500 devir hizinda 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki
stvt kisimdan alinan 0.5 ml 6rnek, 2.5 ml agirlikga %0.6°lik
kazein igeren fosfat tamponu (50 mM, pH: 8.0) ile karigtirilarak
35°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Karigimlara 2.5 ml 0.44 M
trikloroasetik asit eklenerek reaksiyon durduruldu ve Ornekler
oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Daha sonra oOrnekler
dakikada 5500 devir hizinda 10 dakika santrifiij edildi. Sivi
kisimdan alinan 0.25 ml 6rnek, 1.25 ml 0.5 M Na2COs ve 0.25
ml Folin-Ciocalteu’s fenol sivisi ile karistirilarak 30 dakika
boyunca oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Absorbans
degerleri 600 nm dalga boyunda 6l¢iiliip, tirozin standardindan
elde edilen degerler baz alinarak enzimatik aktivite degeri
hesaplandi. Bir enzim birimi (U), dakikada ve 35°C’de 1 pmol
tirozin ortaya ¢ikmasini saglayacak enzim miktar1 olarak
tanimlandi.

2.8. Uretilen proteaz enziminin kismi karakterizasyonu

Uretilen proteaz enzimi 5-10 pH ve 4-70°C sicakliklari
arasinda aktivite Ol¢limiine tabi tutularak optimum degerler
belirlendi. Ayrica gesitli kimyasallarin (EDTA, MgSO4, MnCly,
CaClz, ZnSOs4, FeSO4) 10 mM konsantrasyonlarinin enzim
aktivitesi tizerine etkileri incelendi. Son olarak, optimum
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kosullarda iretilen proteaz enzimi -20, 4°C ve oda
sicakliklarinda bekletilerek aktivite degisim degerleri dlgiildii.

3. Bulgular ve Tartisma

Bu calismada izole edilen 81 sucul izolatin proteaz
aktiviteleri hizli plaka tarama yontemiyle belirlendikten sonra
en tretken izolattan iretimler yaparak, enzimin kismi
karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

3.1. Hizli plaka tarama sonucu

Nokta inokulasyonu ile ekilen izolatlarin 30°C’de 24 saat
kiiltiirlenmesi sonucu olusan proteolitik zon ¢ap1 ve mikrobiyal
koloni ¢ap1 Olgiilerek oranlandi. Taranan izolatlar arasindan 17

mm proteolitik zon ¢ap1 ve 3 mm mikrobiyal koloni ¢api ile en
yitksek proteolitik aktivite orani (5.67) gosteren 6.20.3 kodlu
izolat ile galismalara devam edildi (Sekil 1).

3.2. Mikrobiyal tiriin belirlenmesi

En yiiksek proteolitik aktivite gosteren izolat, inokulum
hazirlama kosullarinda kiiltiirlenerek  biiyiitiildii. Genomik
izolasyon, dizi analizi ve sonuglarin iglenmesi basamaklarindan
sonra elde edilen 1000 bootstrap degerli filogenetik agacta
izolatin Microbacterium genusuna ait oldugu belirlendi (Sekil
2). Ayrica elde edilen 16S rDNA dizisi NCBI niikleotid veri
bankasina MT013395 numarasi ile kaydettirildi.

Sekil 1. En yiiksek proteolitik aktivite oran1 gdsteren izolatin petrideki goriintiisi.

Figure 1. The highest proteolitic activity ratio shown specie on petri dish.
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Sekil 2. Segilen yiiksek proteolitik aktivite gosteren izolatin 1000 bootstrap degerli filogenetik agac cizelgesi.

Figure 2. 1000 bootstrap philogenetic tree of the highest proteolitic activity shown specie.
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3.3. Calkalamali flask itiretimi ve iiretim kinetigi

Sekil 3’te goriildiigl lizere 48 saatlik tiretim boyunca pH
degeri 8 ile yaklasik 7.60 arasinda degislik gosterdi. Uretimin
30. saatinde pH degeri gozlemlenen en kiigiik deger olan 7.6
civarinda O6l¢iildii ve 36. saatte de benzer bir deger okundu.
Ancak ilerleyen saatlerde pH degerinin artarak 48. saatte 7.84’¢
kadar ulastig1 gézlemlendi. Bu verilerden iiretimin yaklasik 30.
saatine dogru temel karbon kaynagmm mikroorganizma
tarafindan tiiketildigi ve devaminda ortamda olusmus asitlerin
karbon kaynagi olarak kullanilmasiyla pH degerinin tekrar
ylikselmeye bagladigi sGylenebilir (Blommel ve ark. 2007).
Proteaz aktivitesi Uiretimin ise ilk zamanlarindan itibaren hizla
yiikselerek 30. saatte en yiiksek degeri olan 166 U ml™? ulasti.
Devam eden 18 saatlik iiretimle beraber proteaz aktivitesinin
%12 azaldig: dlgiildii.

Hiicre konsantrasyonu inokulasyon sonrasi kisa bir
adaptasyon siiresinden sonra hizla artarak 36. saatte en yiiksek

pH

deger 2.27.10% hiicre ml? konsantrasyonuna ulagti. Anlhk
hiicresel 06zgiill biiyime hizina (p) bakildiginda hiicreler
iiretimin ilk asamalarinda daha hizl bir sekilde biiyiimekteyken,
bu deger zamanla azalarak 30. saatten itibaren neredeyse sifir
degerine ve 42. saatte de negatif degere ulasti. Bu degerler yine
temel karbon ve enerji kaynagi olan glikozun bitise gectigi
tahmin edilen silirenin dogrulugunu teyit etmektedir. Birim
hiicre bagina iiretim verimi degerine (Ypx?) bakilinca iiretimin
12. saatindeki hiicrelerin en yiiksek {tretkenlikte oldugu
gozlemlendi. Bu hem hiicrelerin aktif sekilde boliindiigli hem de
ortamda Onceden az miktarda proteaz enzimi bulunmasindan
dolayr hizli bir artig degerinin hesaplanmasina baglanabilir.
Ayrica, proteaz iretim verimliligi agisindan en yiiksek deger
olan 9.59 U mls? iiretimin 24. saatinde 6l¢iildii. Cizelge 1°den
ongoriilecegi lizere liretimin, kesikli besleme ve siirekli tiretim
biyoreaktor dizaynlarina taginmasi durumunda kullanilmasi
gereken p degerleri hesaplanabilecektir.

Proteaz aktivitesi (U ml?)

Zaman (saat)

—a—H

—&—Proteaz aktivilest (Uml)

Sekil 3. Mikrobiyal proteaz tiretimi sirasindaki pH ve enzim aktivitesi degisimi.

Figure 3. pH and enzyme activity changes during microbial protease production.

Cizelge 1. Mikrobiyal iiretimde elde edilen kismi kinetik parametreler.

Table 1. Partial kinetic parameters obtain from microbial production.

Kiiltiirleme siiresi Hiicre konsantrasyonu

Anlik hiicresel ozgiil

Birim hiicre basina iiretim verimi  Proteaz iiretim verimliligi

(saat) (hiicre 10° mI?) biiyiime hiz1 (1 saat™) (Ypx1) (U mi? hiicre? 10°6) (U ml! saat?)
0 0.0 - - -
0.1 1.6 - - -
6 16.6 0.396 0.221 0.62
12 62.1 0.220 0.573 5.93
18 144.3 0.141 0.267 6.42
24 213.1 0.065 0.270 9.59
30 2226 0.007 0.133 4.95
36 227.0 0.003 Negatif deger Negatif deger
42 225.8 Negatif deger Negatif deger Negatif deger
48 211.6 Negatif deger Negatif deger Negatif deger
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3.4. Uretilen proteaz enziminin kismi karakterizasyonu

Uretilen proteaz enzimi 5 ile 10 pH degerleri arasinda enzim
aktivite Ol¢limiine tabi tutuldu. Enzimatik aktivite 6l¢limiinde
kullanilan substrat, kazeinin izoelektrik noktasi 4.6 civarinda
oldugu ic¢in en diisiik pH 5 degeri incelendi. Sekil 4’te de
goriildiigii tizere incelenen aralikta en yiiksek proteaz aktivitesi
pH 8’de elde edildi. Enzimin maksimum aktivite degerinin pH 5
ve 10 kosullarinda sirastyla % 43 ve % 41 azaldig1 gézlemlendi.
Bu iki u¢ deger arasinda kalan pH 6 ve 9 arasindaki degerlerde,
enzimin aktivitesini biiyllk 0Olglide koruyabildigi sonucu
kaydedildi. Asidik proteazlar (optimum pH 3.8-5.6) ¢ogunlukla
kiiflerden elde edilmekte olup soya sosu igerigi, protein
hidrozolati hazirlama, bira ve meyve suyu berraklagtirma gibi
islemlerde kullanilmaktadirlar. Notral (optimum pH 5-8)
proteazlar ise yine genellikle gida ve alkol endiistrisinde

150

160

50

Proteaz aktivitest (U ml )

| T S0 & 00D 7

Sekil 4. Proteaz aktivitesinin pH ile degisimi.
Figure 4. Protease activity changes by pH.

180

Proteaz aktivitesi (U ml 1)

Sekil 5. Proteaz aktivitesinin sicaklik ile degigimi.

Figure 5. Protease activity changes by temperature.

kullanilmaktadir. Alkalin (optimum pH 9-11) proteazlar ise
cogunlukla bakteriyel tiirlerden elde edilmekte ve deterjan, deri
endiistrilerinde kullanilmalar1 tercih edilmektedir (Razzaq ve
ark. 2019). Optimum pH degeri 8 olarak Olgiilen proteaz
enzimin zayif alkali kosulu sevmesi, hem gida hem de deterjan
ve deri endiistrisinde kullanimini uygun kilmaktadir.

Uretilen proteaz enzimi 4-70°C arasinda aktivite lgiimiine
tabi tutuldu. Enzimin 4°C’de maksimum aktivitesinin %51’ini
gosterebildigi 6lgiildii. Artan sicaklik degeri ile beraber enzim
aktivitesi de artarak 35°C’de en yiiksek deger elde edildi.
Enzim, aktivitesini 40 ve 50°C’de koruyarak sirasiyla %2 ve
%10 kayip gosterdi. Ancak 60 ve 70°C’de aktivite kayiplari
%38 ve %84 olarak kaydedildi (Sekil 5). Yine bu sonuglardan
enzimin 10-60°C araliginda aktivitesinin 100 U ml*’den fazla
oldugu goriilmektedir. Bu genis sicaklik araliginda

s 00 900 10,00 11.00

Stcakhk (*C)y
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caligabilmesinden dolay1 iretilen proteaz enziminin deterjan
endiistrisinde  kullanilabilecek kuvvetli bir aday oldugu
sOylenebilir. Literatiirdeki galismalarda sucul ortamlardan elde
edilmis izolatlardan {iretilmis proteaz enzimlerinin oldukga
farkli optimum sicaklik ve pH degerlerine sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu ¢aligmalarin birinde, Etiyopya’nin Arenguadie
alkali soda goliinden izole edilen Microbacterium genusuna ait
bir tiiriin {irettigi proteaz enziminin optimum sicaklik degerinin
60°C ve pH degerinin de 9.5-11.5 arasinda oldugu belirlenmistir
(Gessesse ve Gashe 1997). Baska bir calismada ise
Marinobacter genusundan bir tiire ait proteazin optimum pH ve
sicaklik degerleri sirasiyla 7 ve 40°C olarak bulunmustur
(Fulzele ve ark. 2011). Bir diger calisjmada da Geziwo
Qinhuangdao denizinden izole edilen bir bakteri tiriiniin trettigi
proteaz enziminin optimum g¢alisma sicakligi 60°C ve pH degeri
ise 10 olarak belirlenmistir (Cui ve ark. 2015). Hint
Okyanusu’ndan izole edilen Microbacterium genusuna ait bir
tirden elde edilen proteaz enziminin optimum pH ve sicaklik
degerleri ise sirastyla 12 ve 60°C olarak dl¢iilmistir (Saggu ve
ark. 2019).

Farkli metal iyonlar1 ve enzim inhibitdrlerinin enzim
aktivitesi tizerine etkisi Sekil 6’da gosterilmistir. Denenen
kimyasallarin ¢ogu iiretilen proteaz enziminin aktivitesi iizerine
negatif etki gostermistir. Ozellikle EDTA ve Zn, enzimin bagil
aktivitesini %40 civarlarina kadar digiirmiistiir. Ca iyonunun ise
enzim aktivitesine pozitif veya negatif bir etki gostermedigi
6l¢iildii. Bunun yaninda Mn iyonunun 10mM konsantrasyonda
iretilen proteaz aktivitesini yaklasik %24 olarak arttirdigi
gozlemlendi (Sekil 6). Literatiirdeki bazi ¢alismalarda da Mn
iyonunun proteaz aktivitesini arttirict etkisinden bahsedilmistir
(Manachini ve ark. 1988; Rahman ve ark. 1994; Ul Qader ve
ark. 2017; Kannikan ve ark. 2018). Aksine, Microbacterium ile
iretilmis proteazin 5 mM MnCl; etkisi altinda aktivitesinin %38
azaldig1 olglilmistiir (Thys ve Brandelli 2006).

Sekil 7°de de goriildiigii lizere -20°C’de bekletilen enzimin,
ilk O6lgiimden itibaren ¢ok bilyiilk miktarda (%72) aktivite

Bagd Proteaz Aktivitesi (%o)

EDTA MgSOd

kaybina ugradigi gozlemlendi. Bu sonucun muhtemel sebebi,
donma islemi sirasinda olusan buz kristallerinin enzimin
yapisina ve dolayisiyla aktivitesine zarar vermis olmasidir (Cao
ve ark. 2003). Bu zararin minimize edilmesi igin gliserol gibi
kriyoprotektanlar kullanilmas1 uygun olacaktir Bunun yaninda 4
ve 25°C’de bekletilen enzimler ise biiyiik 6l¢lide aktivitelerini
korudular. Depolama siiresinin ilk 1. haftasinda 4 ve 25°C’de
bekletilen orneklerle yapilan olgiimlerde enzim aktivitesinin
%98 oraninda korundugu gozlemlendi. Daha sonraki siireglerde
enzim aktivitesindeki diisiis 4°C’deki Orneklerde daha yavas
oldugu goriildii. Bu nedenle sivi formdaki enzimin 1 haftadan
daha kisa siireli depolanmasi durumunda maliyetin azaltilmasi
yoniinden 25°C kosulunun tercih edilebilecegi kaydedildi.
Depolamanin 6. haftasinda -20, 4 ve 25°C’de bekletilen
orneklerin bagil aktiviteleri sirasiyla %27, %92 ve %73 olarak
Olgiildii. Literatirde de, tuzlu ortamlardan izole edilen
mikroorganizmalarca fiiretilmis enzimlerin oda sicakliginda
uzun siire stabil oldugu belirtilmistir (Fulzele ve ark. 2011).

4. Sonug

Yapilan c¢alismada, sucul ortamdan izole edilen
mikroorganizmalarin ayni ornekten izole edilseler dahi farkli
degerlikte proteaz iiretkenliklerine sahip olduklar1 gosterildi. En
iretken izolat ile yapilan calkalamali flask iiretimlerinde en
yiiksek enzim aktivitesi 166 U ml, enzimin optimum pH ve
sicaklik degerleri ise swrasiyla 8 ve 35°C olarak olgiildi.
Literatiirdeki  caligmalarla  karsilasgtirildiginda da  sucul
mikrooganizmalarla iretilen proteazlarin optimum pH ve
sicaklik degerlerinin birbirlerinden ¢ok farkli oldugu ve metalik
iyonlarin varliginda enzim aktivitesinin biiyiik farkliklar
gosterdigi kaydedildi. Bu ylizden yapilan bu caligmanin farkli
ortamlardan izole edilen mikroorganizmalar i¢in de denenerek,
kullanim amaglarma ve ortam kosullarina uygun olan
proteazlarin kesfedilmesinin 6nemi vurgulanmigtir.
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Sekil 6. Se¢ilmis kimyasallarin proteaz aktivitesine etkileri.
Figure 6. Effect of selected chemicals on protease activity.
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Sekil 7. Depolama sicakliginin proteaz aktivitesine etkisi.

Figure 7. Effect of storage temperature on protease activity.
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