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OZET

Proteazlar, proteinlerin peptit glarinin hidrolizini katalize eden hidrolitik
enzimlerdir. Serin proteazlarin (E.C. 3.4.21) it lan alkalen proteazlar deri, gida,
deterjan, eczacilik, fogpaf, atik yonetimi gibi bircok endistriyel alandalllanilan
bir enzim grubudur. Son yillarda endistride klagiktemler yerine enzimlere dayall
surecglerin  kullanimi  giderek galik kazanmaktadir. Enzimlerin kullanifg
endustriyel glemler daha ucuz ve Kaliteli Grin eldesine olanalasnaktadir.
Alkalen proteazlar gegipH ve sicaklik araliklarinda kararli olduklarindiaincok
endustriyel alanda kullaniimaktadir. Alkalen praiea csitli mikroorganizmalar
tarafindan uretilseler de, endustriyel alanlardiéakuacak enzimlerin kayrga olarak
Bacillus turleri tercih edilmektedir. GYTE, Biyoloji BolumuMolekuler Biyoloji
Anabilim Dali, Enzim Molekiler Gengdi Laboratuvarinda vydaritilen bu tez
calsmasinda Bacillus sp. GYTE-L1 alkalen proteaz enziminin Uretilmesi,
saflatiriimasi ve nitelendirilmesi amagclangtir.

Bacillus sp. GYTE-L1 alkalen proteazi, amonyum silfat coktgsi, Q-
sefaroz anyon dgsim kromatografisi ve Sefakril S 100 kolon kromatafgginin
kullanildigi stire¢ sonunda yakl& olarak 105 kez saf§ariimistir. Bacillus sp.
GYTE-L1 alkalen proteazini nitelendirme gatalari kapsaminda, optimum sicaklik
degeri 50-55°C bulunmuytur. Ayrica 45-55°C aralginda enzim aktivitesinin %
50'den fazlasinin korung@u gordlmigtir. 10 mM CaGlin enzimin sicaklik
kararliligini 50 ve 60°C'ta cok etkin sekilde arttirdgl saptanngtir. Enzimin
optimum pH dgeri 9.0 ve kararhlik gostergli pH aralgl 7—11 bulunmgtur. Enzim
aktivitesinin, C&', Na', Cu*, B&* ve NF" iyonlarinin varlginda arttg1, K* ve Zrf*

iyonlari ile inhibe oldgu gozlenmgtir.

Denenen deterjanlardan SDS ve deoksikolatin enzirbeglangictaki
aktivitesini kuvvetle indirgemesine kam, Tween 20, Triton X-100 ve CTAB'’In
desisen miktarlarda arttirgq géralmigtir. EDTA ve PMSF’in enzimi inhibe e,
buna kagin DTT’nin enzim kararligini arttirdgl saptannstir. Enzim kararhlginin
basta DMSO, aseton ve izoamilalkol olmak Uzeraithieorganik ¢ozuculer iginde

korundwu ve iyilestigi belirlenmitir. Enzimin optimal pH/sicaklik derlerine ek



olarak, pH, 7.0-11.0 arginda kararli olmasi ve 6zellikle €aDMSO ve gliserol
varhiginda iyilesen sicaklik kararlifi;, GYTE L-1 proteazini ¢gtli biyoteknolojik

uygulamalar icin ¢ekici bir aday kilmaktadir.



Vi
SUMMARY

Proteases are the enzymes which catalyze the lygdralf the peptide bonds
within proteins. Alkaline proteases, which are fubgroup of serine proteases, are
used in a variety of industrial processes includiegther, food, detergent,
pharmaceuticals and waste management. Recently,ousnzymes in industry
instead of traditional methods gains more impomariEnzymes using in industrial
processes increases the quality of the productide whlcreasing the production cost.
Due to their high pH and temperature stabilitidsalane proteases have been widely
used in various industrial processes. Although lelkaproteases are produced by
several organisms, the members B#cillus genus are preferred as the enzyme
sources for industrial applications. In this thesgrk, performed in the Enzyme
Molecular Genetics Laboratory, Molecular Biology @aetment (GIT), production,
purification and characterization of the alkalimetpase fronBacillus sp. GYTE-L1
have been aimed.

Alkaline protease fronBacillus sp. GYTE-L1 was purified 105 times by using
ammonium sulphate precipitation, Q-sepharose agwhange chromatography and
Sephacryl S100 gel filtration chromatography. Ie ttontext of characterization
studies, optimum temperature of the enzyme wasdf@sn50-55C and the enzyme
showed 50 % residual activity in the range of 85°6. 10 mM Cadl effectively
increased the enzyme stability at 50 and@0The optimal pH was found as 9.0 and
the enzyme was stable in the pH range of 7.0—-En@yme activity increased in the
presence of metal ions €aNa’, Cu'%, Ba? and Ni and decreased in the presence
of Zn*?, K.

While SDS and deoxycholate strongly reduced stguictivity of the enzyme,
the presence of detergents Tween-20, Triton X-T@D@TAB has resulted in a rise
in the enzyme activity in varying degrees. Enzynt&biity was sustained and
improved in DMSO, acetone and isoamyl alcohol. T3€TE-L1 protease is an
attractive candidate for several biotechnologicppligations due to its stability
within pH range of 7-11 and improved stability hetpresence of €§ DMSO and

glycerol, in addition to its pH and temperatureimgats.
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1. GiRiS
1.1. Proteazlar

Enzimler birgok kimyasal reaksiyondagoren ve ticari olarak deterjan, gida,
ilac sanayi, firincilik, yakit, hayvan yemi imalatnerubat, tekstil, kait, tani ve
kimya endustrilerinde kullanilan biyokatalistlerdiranimlanmy olan 3000 den fazla
enzimin ¢@unlugu mezofilik organizmalardan izole edilgtir (Rao ve ark, 1998;
Kumar ve ark,1999; Kirk ve ark). Proteazlar proteinlerdeki peptit garinin
kirllmasini kataliz ederler. Gidi endustriyel alanlarda kullanilan enzimlerinlia
toplam sat tutari 1 milyar $'in tGzerindedir. Proteazlar buzaala oldukca blyuk bir

paya sahiptir. Ticari amacla kullanilansiti enzimlerin pazar paylari sagida

verilmistir:
Enzim Adi Pazar Payi (%)

Proteaz 46
Amilaz 18
Reninler 10
Analitik enzimler 10
Karbohidrolazlar 10
Lipaz

Tripsin

1.2. Proteaz Kaynaklari

Proteaz kaynaklari bitkisel, hayvansal veya mikyabiolabilir. Proteazlarin
farkli canl gruplarindan elde edilebilmesine grarendustriyel amaclh kullanilanlar
genellikle mikrobiyal kokenli proteazlardir. Mikrofal kaynaklardan elde edilen
proteazlar gewni pH aralginda ve dgisik sicakliklarda reaksiyon verdiklerinden
endustride Ozellikle tercih edilmektedir (Nduvimana ark, 1995; Siezen ve
Leunissen, 1996).



Bitkisel kokenli proteazlar 06zellikle gida endustnde uzun sdredir
kullaniimaktadir. Bu nitelikte bir proteaz olan pap Carica papayabitkisinin
meyvelerinden elde edilmekte ballk ve bitki prokeimin hazirlanmasinda
kullaniimaktadir (Godfrey, 1986).

Bitkilerin yetismesi icin elvegli alanlar ve uygun yegtirme kosullarinin
bulunmasindaki giclik ve bitkilerden proteaz eldiesuzun zaman gerektiren bir
uygulama olmasi bitkisel kaynakl proteazlarin &almini sinirlayan faktorlerdir
(Godfrey, 1986; Rawe ark, 1998).

Hayvanlardan elde edilen proteazlar arasinda frjpisimotripsin ve pepsin
tipta ve endustride kullanilan enzimlerdir. Hayyaankreasindan elde edilen tripsin
Ozellikle deri sanayinde ve medikal alanda kullaaktadir. Tripsin, proteinleri hizli
denatire etmesi nedeniyle gida endistrisinde ddarklt. Yine hayvan
pankreasindan elde edilen kimotripsin, tani ve ifkal uygulamalarda
kullaniimaktadir. Pepsin domuz veyagisimidesinden elde edilen ve hayvansal
proteazlar arasinda en asidik Ozellikte olan pmiea Pepsin genellikle gida
endustrisinde peynir yapiminda kullaniimaktadir {@ey, 1986; Rawve ark, 1998).

Endustriyel anlamda 6nemli olan proteazlar genelliBacillus cinsine ait
organizmalar tarafindan Uretilmektedir. Bacillus proteazlari tg@diklar farkh
Ozellikler nedeniyle gida endustrisinden deterjadistrisine kadar farkli kullanim
alanlarina sahiptir. Farklh pH ve sicaklik ggeerinde aktivite gosterebilen bu
proteazlar ayrica, bitkisel ve hayvansal kdkentiietere goreceli olarak daha kolay
uretilmektedir (Rawe ark, 1998).

1.3. Siniflandirma ve Adlandirma

Barrett ve McDonald (1986) tum proteolitik enzimtesiniflandiririmasi ve
adlandiriimasi icin, peptidaz (peptit g@rini hidrolize edenler) ve proteaz olmak
Uzere iki terim belirleyerek terminolojideki soranl buyik oranda cozrglérdir.

Proteazlar katalize ettikleri reaksiyogekline gore ayrica ekzopeptidazlar ve



endopeptidazlar olmak Gzere iki gruba ayrilir (Niduanave ark, 1995; Rawe ark,

1998). Bu tanimlamada belirleyici olan enzimlerimbstratta etkili olduklar
bolgedir.  Proteazlar  katalitk ~ mekanizmalarina  goreserinproteazlar,
sisteinproteazlar, aspartikproteazlar ve metallgaar seklinde ve aktivite
gosterdikleri pH aragina gore de asidik proteazlar, notral proteazlaralkalen
proteazlar olarak siniflandirilirlar. (Nduvimawma ark, 1995; Rawe ark, 1998).

1.3.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar polipeptit zincirinin amino ya darlboksil ucundaki peptit
baglarini hidroliz eder ve etki bdlgelerine gére demflirilir. Amino ucundaki peptit
baglarini hidroliz eden ekzopeptidazlar, aminopeptiaigzarboksil ucundaki peptit
baglarini hidroliz edenler ise karboksipeptidazlar raka adlandirilir. Proteazlar
zincirin ilk peptit b&ni hidrolizleyen aminopeptidazlardir. Amino ucukdginci
peptit b&nin hidrolizini katalize eden endopeptidazlar giideminopeptidazlar
olarak bilinir. Karboksipepdidazlar proteinlerin rkaksil ucunda etki gosterirler.
Gergcek karboksipeptidazlar bu wuctaki son peptitgitoa hidrolize ederler.
Dipeptidilkarboksipeptidazlar ise karboksi ucta undn son peptit igandan bir
onceki ba& hidroliz ederler. Aminopeptidazlar ve karboksipeazlarin yani sira
tanimlanmy iki ekzopeptidaz ailesi bulunmaktadir. Bunlar giperi hidroliz eden
dipeptidazlar ve prostetik gruba gdha aminoasitlerin karboksil veya amino
uclarindaki peptit bdarinin  hidrolizini  katalize eden omegapeptidaziard
(Nduvimanave ark, 1995).

1.3.2. Endopeptidazlar

Hartley 1960 yilinda endopeptidazlari katalitik raelzmalarina gore serin
proteazlar (E.C. 3.4.21), sistein proteazlar (E4L22), aspartat proteazlar
(E.C.3.4.23) ve metallo proteazlar (E.C.3.4.24) akmizere 4 grup altinda
siniflandirmgtir. Endopeptidazlar ekzopeptidazlarin aksine amiega karboksil
uclarda bulunan peptit Bari yerine i¢ kisimlarda bulunan peptitgtarini hidroliz
ederler (Nduvimanae ark, 1995).



1.3.2.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar aspartik asit (Asp), serin (Serhistidinden (His) olgan tclu
katalitik yapilar ile karakterize edilirler. Bu yaiginde serin, substrat ile kovalengba
olusturan oldukca reaktif bir elemandir (Nduvimaraark, 1995). Serin proteazlar
alkali pH deerlerinde aktivite gostermeleri ve kararliliklariedeniyle farkli
endustriyel uygulama alanlarina sahip enzimlerddadq ve ark, 1998). Serin
proteazlar virus ve mantarlar tarafindan da uretdi® birlikte en yayginsekilde
Bacillus cinsi bakteriler tarafindan tretilmektedir. Alk@lH deserlerinde aktif olan
bu enzimler genibir substrat ¢gtlili gine sahiptir. Molekiler @rliklar ¢cogunlukla
18-35 kDa arafiindadir (Rawe ark, 1998) .

1.3.2.2. Sistein Proteazlar

Sistein proteazlar tiol proteazlar olarak da bilwve sistein (Cys), histidin (His)
ve aspartik asitten (Asp) glan Gcli katalitik yapilar ile karakterize edilirlé&istein,
substrat ile kompleks ofturulmasinda etkili olan rezididir. Bu grupta papeae

calpain ailesinden enzimler bulunmaktadir (Nduvianaa ark, 1995).

1.3.2.3. Aspartat Proteazlar

Aspartat proteazlar asit endopeptidazlar olarakbdiairler. Bu enzimlerin
katalitik bolgeleri iki aspartik asit rezidisu igeektedir. Bu proteazlar genellikle
disik pH deerlerinde aktivite gosterirler. Molekuler g@iklart 30-45 kDa
arasindadir. Pepsin, katepsin D ve E ile renimm@apendopeptidazlardir. Pepstasin

tarafindan 6zgun olacak inhibe edilirler (Nduvimaeaark, 1995).

1.3.2.4. Metalloproteazlar

Bu grup, aktivite mekanizmasi yonindergeti proteazlara goreceli olarak, en
cok farklihk gosteren enzimleri icerir. Metallopeazlar aktiviteleri igin divalen
katyonlara ihtiyac duyan enzimlerdir. Metallopratieeida katyon olarak genellikle

cinko (Zr® bulunmaktadir. Bu enzim grubu icinde bulunan 3f@etaenzim



ailesinden 17 tanesi endopeptidaz, 12 tanesi ektiolge ve birisi hem endopeptidaz
hem de ekzopeptidazdir. Metalloproteazlar notikhlan, miksobakter | ve 1l olmak

Uzere dort gruba ayrilirlar (Nduwimamna ark, 1995; Rawe ark, 1998).

1.4. Proteazlarnn Katalitik Mekanizmalari

Batin endopeptidazlar, ayni biyokimyasal reaksiyomeptit balarinin
hidrolizini katalize ederler. Fakat bunlarin kat&li mekanizmalari arasinda
farkhliklar vardir. Serin ve sistein endopeptidazl katalitik bdlgelerindeki
aminoasitlerin kuvvetli nikleofilik 6zellik tamasi nedeniyle substratlari ile kovalent
ara 0rin kompleksi (kovalent Kkataliz) eiururlar. Dger yandan, aspartat
endopeptidazlar ve metallo-endopeptidazlar genelbkit-baz katalitik mekanizmasi
tzerinden etkirler (Nduwimanae ark, 1995).

1.4.1. Serin Endopeptidazlarin Katalitik Mekanizmas

Serin endopeptidazlarin katalitik mekanizmasi, Knpsin ornginde Sekil
1.1'de gosterilmgtir. Substratin hidrolizi enzimin acgilasyonu ve diéasyonu olmak
Uzere birbirini izleyen iki basamakta gercakie ilk basamakta, kirllacak peptit
baginin karbonil grubu, kimotripsinin serin 195 rezsdi tarafindan nukleofilik
saldiriya @rar ve bunun sonucunda kovalen acil-enzim ara Urdingur. ikinci
basamakta ise, su molekill, peptitin ucunda karbaksibu oluacak sekilde
kovalen ara drindn parcalanmasinglaa Sirasiyla katilma ve ayrilmadan ibaret
olan bu iki basamak, enzimin aktif bolgesinde ylEmave katalizde rol oynayan
histidin 57 ve aspartat 102 amino asitlerinin lyirte yakin konumlarda bulunmalari
sayesinde kolaytanaktadir (Nduwimanae ark, 1995; Stryer, 1992; Polgar, 1990).
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Sekil 1.1. Serin endopeptidazlarin katalitik mekamézsi.
1.4.2. Sistein Endopeptidazlarin Katalitik Mekaniznasi
Sistein  (tiyol) endopeptidazlarin katalitik mekamiasi papain igin

orneklenerek,Sekil 1.2'de verilmektedir. Papain yapisinda katddizrol oynayan
amino asitler, Cys 25 ve His 159'dur. Sistein erefijplazlar tarafindan kataliz
edilen reaksiyonlarin mekanizmasi temelde seriropeptidazlarinkiyle aynidir. Tek
fark, kirnlacak peptit baindaki karbonil grubunun, hidroksil grubu yeringoaliat
iyonu tarafindan nukleofilik saldinyagtamasidir. Cys 25'teki tiyolat iyonunun
kararhihgi komsu His 159 imidazolyum iyonu tarafindan desteklenteeke onu
potansiyel nukleofilik saldirilar icin elvati kilmaktadir (Nduwimanave ark, 1995;
Stryer, 1992; Polgar, 1990).
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Sekil 1.2. Sistein endopeptidazlarin katalitik mekamasi.

1.4.3. Aspartat Endopeptidazlarin Katalitik Mekanizmasi

Katalitik

merkezdeki iki aspartik asitin (32 ve 215 numanazidiler) katalitik gruplari

Mekanizma pepsin o6rge Uzerinde Sekil 1.3'te gosterilmytir.

hidrojen b&i ile birbirine baldir. Aspartat endopeptidazlar, biri su molekulénd
aspartik asit 32'nin karboksilat iyonuna, bigeii ise aspartik asit 215'in karboksil
grubundan substratin kabonil grubundaki oksijemeadil Gizere ayni anda meydana
gelen iki proton transferi ile (reaksiyon a) nuKiglo saldiriyr kolaylastirmaktadir.
Bu transferler, nétral tetrahedral bir ara UrinUosmasina yol acmaktadirlar
(reaksiyon b). Ayni cift tarafli transfer mekanizsnaaspartik asit 215'in karboksil
grubundaki protonu azot atomuna transfer ederkgparéik asit 32’'nin karboksilat
iyonuna proton gdayan bu ara urinu parcalar (reaksiyon c¢) (Nduwinan ark,
1995; Stryer, 1992; Polgar, 1990).
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Sekil 1.3. Aspartat endopeptidazlarin katalitik makanasi.

1.4.4. Metallo-endopeptidazlarin Katalitik Mekanizmasi

Metallo-endopeptidazlarSekil 1.4'te gosterilen mekanizmaya uygun olarak
etkir. Suya bgh halde bulunan cinko tarafindan karbonil karbamupapilan
nakleofilik saldiri, katalitik bélgedeki glutamiksain karboksilat iyonu tarafindan
desteklenmektedir. Tetrahedral ara Urin, glutansidia karboksilat iyonundan
elimine olan NHR’ grubuna proton transferi sonucunda parcalandu@manave
ark., 1995; Stryer, 1992; Polgar, 1990).
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Sekil 1.4. Metallo-endopeptidazlarin katalitik mekanasi.

1.5. Endustriyel Acidan Alkalen Proteazlar

Proteazlar global enzim Uriinleri satda 6nemli paya sahip bir endustriyel
enzim grubu olup, deterjan, protein, mayalama, fetpgraf, deri ve mandira
endustrisinde kullaniimaktadir. Endustride kullanilalkalen proteazlar bakteri,
fungi ve bocekler gibi farkli kaynaklardan elde lehilir (Horikoshi ve ark,1996
Anwar ve Saleemuddin, 1998). Proteazlarin endigtriyuygulamalarda
kullanilabilirligi bazi faktorlere bgidir. Daha 6nce bu alanda yapilan gaklarda
proteaz Uridnleri igin fungal kultirlerde galmis ve triin miktarinin kullanilan ttr ve
ortama gore fazlasiyla gigken oldigu ortaya konmgtur. Banerjee ve Bhattacharya
(1992) yaptiklari cagmada fungal izolaRhizopus oryzaeden alkalen proteaz elde
etmek icin kalttr keullarini optimize etnglerdir. Calsmada, organik ve inorganik
nitrojen kaynaklari, metal iyonlari, surfaktanlag mantar oldirtcu ilaglarin proteaz
dretimi ve Udrdnleri Gzerine etkileri agtarilmistir. Organik nitrojenin proteaz
dretimini  olumlu etkiledsi bulunmu, ancak ekonomik boyutu go6zetilerek
endustriyel proteaz uretimi icin inorganik tuzlardih edilmitir. Inorganik nitrojen
kaynasi olarak % 0,2 sodyum nitrat kullanilghr. Metal iyonlar (C@*, zré*, C&",
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Ag**, PB*, HF") ve surfaktanlar (Tween 80, SDS, Triton X-100)tpez Uriinlerini
uyaricl bir etkiye sahiptir. Proteazlarin etkin timene olanak veren slreclerin
gelistiriimesi, alkalen proteazlarin endustride bircdnala kullaniimasinda etken
olmustur. Tablo 1'de alkalen proteazlarin guncel endystrkullanim alanlari ve
kaynaklari gorilmektedir. Alkalen proteazlarin yékspH ve sicakliklarda, gli
surfaktanlarin varfiinda aktivite gostermeleri, onlari endustriyel ulggualar igin
elverisli kilmaktadir (Kumar ve Takagi, 1999; Anwar ve &anuddin, 1998). Ticari
olarak uretilen alkalen proteazlarin Ureticilerygulama alanlari ve kaynaklari Tablo
1.1’de Ozetlenmgtir (Raove ark, 1998).



11

Tablo 1.1. Bakteriyel Alkalen Proteazlar, Kaynakldndustriyel Uygulama

Alanlari ve Ureticileri.

Uretici Urdin ismi Mikrobiyal Uygulama alani
kaynak
Novo Nordisk, Alcalase B. licheniformis Deterjan, ipek
Danimarka
Savinase Bacillussp. Deterjan, tekstil
Esparase B. lentus Deterjan, gida, ipek
Biofeed pro B. licheniformis Yem
Durazym Bacillussp. Deterjan
Novozyme 471MP Belirtilmiyor Fofgraf
Novozyme 243 B. licheniformis
Nue Bacillussp. Deri
'(ieBneDncor International, Purafact B. lentus Deterjan
Primatan Bakteriyel kaynakli  Deri
Gist-Brocades, Hollanda  Subtilisin B. alcalophilus Deterjan
Maxacal Bacillussp. Deterjan
Maxatase Bacillus sp. Deterjan
Solvay Enzymes, Opticlean B. alcalophilus Deterjan
Almanya
Optimase B. licheniformis Deterjan
Bacillussp.’nin
protein .
Maxapem mihendisgiile ~ Dcrenan
Uretilmis varyanti
Alkol, icki, ekmek,
HT-proteolytic B. subtilis yem, gida, deri,
fotografik atik
Protease B. licheniformis Gida, atik
Uretici Uriin ismi Mikrobiyal Uygulama alani
kaynak
Amano Pharmaceuticals, Proleather Bacillussp. Gida
Japonya
Collagenase Clostrodiumsp. Teknik
Amano protease S Bacillus sp. Gida
'IinBzmee Development, Enzeco alkaline protease B. licheniformis Teknik
ET:ZSCO alkaline protease- B. licheniformis Gida
Enzeco high alkaline Bacillussp. Endustriyel
protease
Nagase Biochemicals, Bioprase concantrate B. subtilis Kozmeyk_,
Japonya farmasotik
Ps. Protease P. aeruginoso Arastirma
Ps. Elastase P. aeruginoso Arastirma
Cryst. Protease B. subtiligK?2) Arastirma
Cryst. Protease B. subtiligbioteus)  Aratirma
Bioprase B. subtilis Deterjan, temizlik
Bioprase SP-10 B. subtilis Gida
Godo Shusei, Japonya Godo Bap B. licheniformis Deterjan, gida
Rohm, Almanya Corolase 7089 B. subtilis Gida
Wuxi Synder . : .
Bioproducts, Cin Wuxi Bacillussp. Deterjan
Advance Biochemicals . -
Hindistan Protosol Bacillussp. Deterjan
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1.5.1. Mandira Endustrisinde Alkalen Proteazlar

Laktik asit bakterileri, mandira endustrisinde peyne st Urinlerinin
yapiminda ¢ok onemli bir mikroorganizma grubunustlwr (Thomas ve Mills,
1981). Bu bakteriler sutte bulunan kazeinin pepdglarinin kirllmasini sgayarak,
degradatatif maya bakterileri olarak salar. Bu olay peynirin olgumu boyunca
devam eder. Laktik asit bakterileri, peynir imataia sitin asitlenmesi ve peynirin
olgunlamasindaglevseldir ve 6zgun lezzetin glumuna da katkida bulunur. Her iki
islev icin proteolitik aktivite temeldir. Peynir enstiisindeki dnemleri nedeniyle son
yillarda maya bakterileri tzerine yapilan gadalar oldukca artngtir. Laktik asit
bakterileri baka besinlerin fermentasyonu ve fermentasyon iciiguuy ortamin
olusturulmasinda da kullaniimaktadir. Proteazlar ayrgpda sektoriinde bebek
mamasil, diyet Urtnleri, meyve suyu gibi Urtnlermetiimesinde kullaniimaktadir
(Anwar ve Saleemuddin, 1998).

1.5.2. Atiklarin Yok Edilmesi ve DOnigumu

Boynuz, tly, tirnak ve sac gibi fibrilli proteinleiogada atik olarak oldukca bol
miktarda bulunmaktadir. Bu atiklar bazi mikroorgamalardan elde edilen
proteazlarin kullanimi ile kullanilabilir hale dapirtlebilir veya yok edilebilir.
Proteazlarin proteolitik aktivitesi sayesinde piotécerikli bu atiklarin ortadan
kaldiriimasi splanmaktadir. Bu etkileri sayesinde proteazlar samanlarda atik
yonetiminde etkinsekilde kullaniimaktadir. Kimes hayvanlarinin atrkdan yok
edilmesi proteazlarin bu tir kullanim alanlari ardadir. Bu sayede atiklar ve tuy
birikintileri atik borularindan temizlenebilmektedi

Alkalen proteazlar fotgrafcilik sektoriinde de kullaniimaktadir. Bu alanda
kullanilan filmlerin Uzerinde, geri dogamudnin sglanmasi keulu ile 6nemli
miktarda gumg bulunmaktadir. Gumgj filmlerin yakilmasi ile geri kazanilmakta
ancak bu yontemle cevre kirfiinin artmasina yol acilmaktadir. Proteazlarin
kullanilimasi, gumgiin geri donglimia icin c¢evre dostu bir yontem olarak
gorulmektedir. Filmlerin jelatin kisminin enzim @aandan parcalanmasi ile, Gizerinde
bulunan gumii geri kazaniimakta, proteazlar film sektorinde akeigk 6nemli bir

yer edinmektedir (Anwar ve Saleemuddin, 1998).
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1.5.3. Deri Endistrisinde Proteazlar

Deri endustrisinde enzim kullanimi, hayvan denilaridaha diizgtn bir ylizeye
sahip olmasini gamaktadir. Bu sureg¢, hayvan derilerinin doyurunkirec ve
sodyum sdlfit  kullanilarak slenmesinin  yerine kullaniimaktadir. Belirtilen
maddelerin kullanild klasik yontem pahali ol@undan ve cevreye zararli atiklarin
Uretiimesine yol ac@indan, deri sanayinde enzimlerin kullaniimasi terci
edilmektedir. Deri glenmesinin cgtli basamaklarinda kullanilan alkalen proteazlar
daha kullargh deri Uretimine olanak gamaktadir. Bu uygulamada deride
istenilmeyen pigmentlerin yok edilmesi, deri yuzeden killarin ve taylerin
uzaklgtiriimasi ve daha dizgun, kullahideri yiuzeyinin elde edilmesglemlerinde

alkalen proteazlar kullaniimaktadir (Anwar ve Saleddin, 1998).

1.5.4. Deterjan Endustrisinde Alkalen Proteazlar

Bazi enzimler alkalen pH'da cgdbildikleri icin deterjan endustrisinde de
kullaniimaya bglanmstir. Deterjanlar proteaz, amilaz, lipaz gibi farldnzimler
icerir. Deterjan katki maddesi olarak farkli enznm kullaniimasi protein icerikli
lekelerin yani sira, gasta ve karbohidrat lekelerinin de cikariimasiranak sglar.
Enzimlerin deterjan katki maddesi olarak kullangmmala etken olan bklaca
Ozellikler alkalen pH'da cajmalari ve deterjanlarla uyumlu olmalaridir. Daha iy
temizleme performansi ve g¢ik maliyet proteazlarin deterjan endustrisinde
kullanimini yayginlgtirmistir. Deterjan katki maddesi olarak kullanilan peaaiar
Bacillusproteazlandir.

Bakteriyel proteazlarin deterjanlarda kullaniimdsiki temel sorun, mikropsuz
enzim Uretiminin pahali filtrasyon yontemleri getigkesidir. Fungal orijinli
proteazlar, miselyumun filtrasyon teknikleri ilehdakolay uzaklgtiriimasina bgli
olarak daha avantajlidir. Bu proteazlar Gzerindailga calsmalar, ticari deterjanlar
icin uygun o6zellikleri taidiklarini gostermyi, fermentasyon caimalari ile etkin
proteaz Uretimi gdanms, ayrica deterjan endistrisinde kullaniimak Uzeatad
ekonomik olduklari bulunmgiur (Kumarve ark, 1999; Kirkve ark, 2002).
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Deterjan endustrisinde genellikle subtilisinler laniimaktadir. Subtilisinler
katalitik mekanizmalari gozetilerek alkalen protaaz olarak tanimlanirlar.
Aminoasit dizileri ve Uucboyutlu yapilari gkr serin proteazlardan farkhdir.
Subtilisinlerin katalitik Ucli yapilari aspartik igshistidin ve serin icermektedir.
Subtilisinlerin - molekal girhiklari 18-90 kDa arasinda gigmekle birlikte
deterjanlarda kullanilanlar genellikle 27 kDa buigindedir. Subtilisinlerin
basarili kullaniminin temelinde, yiksek sicakliklard&krarhlik ve yiksek substrat
Ozgulluligt gibi nitelikleri yatmaktadir. Bir gger 6nemli nokta ise fermentasyon
ortaminda oldukc¢a kisa surede uretilebilmeleriir.proteazlar her turli cagiave
bulasik deterjanlarinda kullanilirislevieri kan, sit, yumurta gibi protein icerikli

lekelerin azaltilmasidir (Maurer, 2004).

Ideal deterjan enzimi, yilkksek pH da ve°@a kadarki sicakliklarda camali
ve deterjanin daha kisa surede bozulmasina nedaroksitienmeye kar dayanikli
olmahdir. Ayrica deterjan soliisyonu icindekistiih miktarlarinda etki gosterebilmeli
ve gens substrat 6zgillgiine sahip olmahdir. Bu Beamda ginumizde deterjan
sanayinde kullanilan proteazlar, pH 8-10getéeri arasinda etkili ve protein

lekelerine 6zgul enzimlerdir.

Deterjan katki maddesi olarak kullanilan enzimdn ibir diger kaynak boécek
barsgdir. Bu nitelikli proteazlarin avantaji, bakteriyee fungal cagmalardaki gibi
pahali filtrasyon yontemlerinin gereksinilmemesidinwar ve Saleemuddin, (1997)
bdcek barsandan elde ettikleri proteaz ile yaptiklari gedada enzimin pH 11'de ve

50°C’'ta optimal aktiviteye sahip olgunu gosterngierdir.

1.6. Saflgtirma Teknikleri

Saflgtirma, belirli bir proteinin ortamda bulunan hi@keglemanlardan ve
diger proteinlerden ayrilmasi amaciyla gercglikiden islemler toplgudur.
Saflatirma surecinin amaci hedef proteinin, kendisirjitieksizin ortamda bulunan

diger proteinlerin uzakkiriimasidir (Dennison, 2002).
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Saflsgtirmada ilk olarak ortamda bulunan kati hicreseirklarin sivi kisimdan
uzaklgtiriimasi hedeflenir. Bu amacla, satiama yonteminin ilk basamaklarinda
ardsik santrifij slemleri uygulanir. Kati ve sivi faz birbirinden dyken hedef
proteini de iceren sivi faz ayrilarak kismen tesmphs bir sekilde elde edilir
(Scopes, 1994; Dennison, 2002).

1.6.1. Coktlirme

Bu samada sivi faz icindeki proteinlerin kesimlenere@kt@irilmesi ve
birbirinden ayrilmasi amaclanmaktadir. Coktlrglemi temelde protein ylzeyinde
bulunan hidrofobik aminoasit rezidilerine dayaner sivi fazdaki protein kaimi
uzerine belirli oranda tuz eklenmesi ile bazi prdezin ¢oktiurulmesi sganir. Tuz
eklenmesinin erken basamaklari boyunca toplanateipréraksiyonlari daha sonra
toplanacak olan fraksiyonlardan daha az coziniglikiedir. Cozeltide bulunan
serbest su molekilleri tuz eklenmesinin ardindamelto icinde hareket ederek
yerlerinden ayrilir. Bu yer dgstirme siurecinde hidrofobik bdlgenin cevresinde
bulunan su molekdlleri de ayrilacak ve boylece blgé Uzerindeki kontrol ortadan
kalkacaktir. Bu kontrolin yok olmasiyla ilgili pet ylzeyinde su molekulleri
sayesinde kurulan diizen yok olacak ve hidrofobikuplar etkilgim icine girecektir.

Bu etkilesimin sonucu olarak proteinler toplanacak ve ¢okécek

Cokturme gleminde en yayginsekilde kullanilan tuz amonyum stilfattir.
Bunun balica nedenleri, amonyum silfatingdr tuzlara goreceli saf ve daha ucuz
elde edilmesi, ayrica sudagdr tuzlardan daha iyi bir ¢cozunige sahip olmasidir.
Proteinlerin yapilarinin bozulmasina engel olur peoteinlerin kararli halde

kalmasini sgar.

Cokturme glemi icin bir diger yontem organik ¢ozuculerin kullaniimasidir. Bu
yontemde hidrofobik bolgeler etrafindaki diizenlj stganik ¢ozuct molekdlleri ile
yer deistirir. Bu bolgeler dger bolgelere goreceli daha yiksek c¢ozinielgahip
oldugundan yer dgistirme olgusu gerceki@. Sonucta suda ¢ézinebilen proteinlerin
¢bzinme orani azalir. BOoylece korunan proteinlesiada etkilgm gerceklgir ve
proteinler bir araya gelerek ¢oker.
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Ortamda kalan tuz biyolojik aktiviteyi etkileyebdesi gibi daha sonraki
safltirma basamaklarinda iyonik gigmelere de neden olabilegeden, ¢oktirme

isleminin ardindan protein ¢ézeltisinin icindeki tmzuzaklagtiriimasi gerekmektedir.

Ilgilenilen proteini iceren ¢ozelti, siklikla bir s@ki saflatirma basamana
gecmeden Once ayricagigiriimekte ve proteinler bir sonraki basamak i¢iygun
bir tampon c¢ozeltiye alinmaktadir. Bu amacla enkulanilan yontem diyalizdir.
Kismen saflgtirilmis 6zt yari gecirgen membran icine alinir. Gyagoreceli blyuk
hacimde ve uygun iyonik gugcteki tampon ¢ozelti dgnbirakilan membran tuz ve
tamponun gegine izin verir, ancak proteinlere vermez. BoOyleagatiz buyuk
proteinlerin, membran icinde kalmasini glsaken, dger cozinenlerin dari
citkmasina izin verir. Diyaliz, amonyum stlfatin lhhlanms protein materyalinden

ayrilmasi icin en sik kullanilan yontemdir.

Bundan sonraki safjarma basamaklarinda amag; ilgilenilen proteinigedi
proteinlerden daha buyuk oranda ayrilmasidir. gumada kromatografik yontemler
kullantlir. Kromatografik yontemler eliyle proteer buyukliklerine, iyonik
yuklerine veya secilmni bir molektle afinitelerine gore birbirlerinden dgbilir.

Kullanilacak kromatografik yontem, cgilan proteinin 6zelliklerine gore belirlenir.

1.6.2. Kromatografik Yontemler

Baz! afinite kromatografisi uygulamalari bir yakapmatografik yontemlerde
calsilacak ornek, daha ©once gecilen basamaklargerdniicresel elemanlardan
arindirildg icin yalnmzca farkh proteinleri icermektedir. Bgamada hedef, istenilen
proteinin 6rnekteki @er proteinlerden ayrilmasidir. Satialimak istenen proteinin
Ozelligine bali olarak kromatografik yontemlerden biri veya kaci uygulanabilir.

Kromatografik yontemlerin ana ilkesi tutunmadir.

1.6.3. Kolon Kromatografisi

Proteinlerin  fraksiyonlar halinde toplanmasi iginullanilan  6nemli

yontemlerden birisi kolon kromatografi yontemidBu yontemde proteinin yikd,
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Ozellikleri tastlyan gecirgen kati materyal (hareketsiz faz) kalpne yerlatirilir ve
tampon ¢oOzelti (hareketli faz) bu kati fazdan kobwyunca gegirilir. Protein iceren
cOzelti kolona yuklenir ve kati matriks boyunca diaatli fazla birlikte gittikce
gengleyen bantlareklinde ilerler. Proteinler kolon ¢cgindan fraksiyonlar halinde

toplanir.
1.6.3.1. Jel Filtrasyon

Jel filtrasyon yontemi ile proteinler blayutkltukleeirgore birbirinden ayrihir. Jel
granullerini iceren matriks kolona uygun tampomadg yerlgtirilir. Farkli molekuler
blyuklukteki proteinler bu kolon boyunca birbirindeyrilir. Blylik molekuller
granullerin porlari dinda kalacak ve boylece kolondan daha Once suziiece
Kiguk molekuller ise granullerin icine girecekleten daha gec suzuleceklerdir.
Ayirmak istenilen proteinlerin buyudkliklerine veysyirma yapgimiz islem icin
secilen arafia goére, toplam kolon hacmi icinde grantllerirpigda kalan hacim
onem taimaktadir. Cunku ayrilacak olan proteinlerin stuzéie ve ayriimayi
salayacak olan aralik bu kluklardir. Bu yontem kullanilirken kolonun alt kigmm
istenilen proteinden 6nce polmasina dikkat edilmelidir. Ayrica kullanilacakl&n
hazirlanirken ve kullanilirken kolon icinde havab&eciklarinin olgmamasina ve
matriksin kurumamasina c¢ok 6zen gostermek gerdialon kromatografisinde
oldukcga sik kullanilan matriksler, Sefadeks ve Befaur (Streyenve ark, 2002).

1.6.3.2.1yon Degisim Kromatografisi

Proteinler 6zgin pH’larda anyonik (-), katyonik (y& da “zwitterion” (net
yiike sahip dgl) olarak bulunabilen molekiillerdiriyon desisim kromatografisi
proteinlerin bu 0©zelliklerine dayanan bir yontemdiarkh yiklere sahip olan
proteinler bu yodntemle birbirlerinden ayrilabiliNegatif ya da pozitif olarak
yuklenmi molekuller kendilerine zit yikliu olarglevsel gruplara h#anabilir. Bu
yontem, uygun matrikslerle hazirlanan anyogiglen kromatografisi veya katyon
degisim kromatografisi olarak uygulanir.

Anyon desisim kromotografisinde; pozitif olarak ylklengislevsel gruplar

¢bzinmez matrikse BEnir. Pozitif yokli matriks Gzerine kar yukliu iyonlar
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tutunur. Negatif yuklu proteinler matriks Gzerindédarsi yuklerle yer dg@istirerek
matrikse bglanabilir. Zit yuklu proteinler, daha sonra uygwampon kullanilarak
matriks Uzerinden ayrilir. Ayirma olayl proteinteriyon desistiriciler tzerine
baglanma derecelerine pladir. Bu sekilde kurulmyg bir dizenekte negatif yikla
olan protein gruplari matriks icinde yuklerinin tanerine goreceli fazlag ile
orantili sekilde ilerleyeceklerdir. Fakat pozitif yukli prateer matriksle etkilgime
girmediklerinden kolonda en hizli ilerleyen gruptdacaklar ve bdylece proteinler
yuklerinden yararlanilarak ayrilacaklardir. Alkaleroteazlar genellikle pozitif yukli
olup anyon dgistiricilere  bglanmazlar. Dolayisiyla alkalen proteaz
saflgtirmalarinda, daha c¢ok katyon gigiriciler kullanilir. Kolona bglanan

molekdller pH veya tuz gradyani kullanilarak datiaresekilde ayrilabilir.

Iyon desisim kromatografisinde pozitif yikli proteinlerin alynasi igin
Karboksimetil (CM-), Sulfopropil (SP-) gibi katyadegistirici kolonlar kullanilabilir.
Negatif yuklu proteinlerin ayrilmasi s6z konusuu@dnda ise Kuaterner amonyum
(Q-) ya da Dietilaminoetil (DEAE-) gibi anyon gistirici kolonlar kullaniimaktadir
(Streyerve ark, 2002).

1.6.4.3. Afinite Kromatografisi

Bir diger kromatografik ayirma yontemi de afinite kromatdpidir. Bu
yontem proteinlerin 6zgin olarak @andgl gruplarin varlgina ve bglanma
Ozgulligine dayah bir yéntemdir. Kolon, tzerinde 6zgintgiderin b&lanmasina
elverili 6zgun ligantlar bulundurmaktadir. Kolona, Uzeleki liganta ilgisi olan
proteinler bglanirlar. Digerleri ise kolona bdanmadiklari igin yikama tamponu ile

birlikte ilerleyerek stzilir ve bdylece ayriimaksams olur.

Bu kromatografik yontemde ayrilmak istenen her rkidlecin 6zgun ligantlar
mevcuttur. Enzimler igin substrat anglp kofaktor, inhibitdr ve bglayici proteinler;
hormon ve vitaminler icin reseptor vesiiaci proteinler ligant olarak kullanilabilir.
Afinite kromatografsinde ligant bir “spacer” ile tnfs Uzerine bglanir ve bu
liganta Ozel proteinin gelip buraya ghanmasi yoluyla, tutunma ve gir
proteinlerden ayrilmagllemi gerceklstiriimis olur. Kromatografigleminin dgru bir



19

sekilde yapilabilmesi icin kullanilan matrikslerigu 6zelliklere sahip olmasi
gerekmektedir: Matriks ¢oziinmez yapida olmalidigaht b&lanmasi igin uygun
gruplar taimaldir. Ornge balanma boyunca hareketsiz olmalidir. Giee
kimyasal olarak herhangi bir etkisi olmamalidyi. bir stiziilme icin her yerinde ayni

Ozelliklere sahip olmalidir (Streyge ark, 2002).

1.7. Tezin Amaci

Enzimler gunimizde endustriyel olarak bircok alandadlaniimakta ve
kullanimlari giderek artmaktadir. Bu anlamda uretmaliyetleri, zaman, kalite ve
performans birlikte gozetilmekte, sdetkenlerden olabildince b&msiz ve farkli
sicakhk/pH dgerlerinde aktivite goOsterebilen enzimleri Uretenniyesoylarin

tanimlanmasi ve/veya ggirilmesi buyik 6nem kazangtir.

Bu tez cakmasinda alkalen proteaz kagnalarak dncelikle Issever-Oztirk
ve ark. (2002) tarafindan ggilrilen ve Bacillus licheniformisATCC 53926 soyuna
ait alkalen proteaz geninigigan rekombinanapropUC19E.coli JM 109 hicreleri
denendi. RekombinanE&.coli JM 109 hiucreleri ile beklenen enzim dretimi
gerceklemediginden, GYTE Enzim Molekiler Gengti Grubu tarafindan yerel
ekosistemlerden toplanan 6rneklerden izole ediléagkmlanan enduistriyel enzim
Ureticisi bakteri soylarindan birisininBécillus sp. GYTE-L1) biyolojik kaynak

olarak kullaniimasi karargarildi.

Tez calgmasinin amaci, GYTE Enzim Molekuler Gegetsrubu tarafindan
yerel kaynaklardan izole edilerek tanimlaracillus sp. GYTE-L1 soyunun besi

yerine salgilady alkalen proteazin uretilmesi, satiailmasi ve nitelendiriimesidir.



2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Sarf Malzemesi

Kullanilan Malzemeler

diici Firma

20

2-Propanol RIEDEL 24137
3-5-dinitrosalisilik asit SIGMA D 0550
Akrilamit SIGMA A 8099
Akuazid SIGMA

AlClI3 BAKER

Amonyum per sulfat

BIORAD 161-0700

Amonyum silfat (NH),SO,

MERCK 1.01216.1000

Asetik Asit RIEDEL 27225
—Merkaptoetanol SIGMA M-6250
BaCh FLUKA
Bisakrilamit BIORAD 161-0201

Bradford Protein Assay

BIORAD 500-0006

Brillant Blue R SIGMA B 7920
Bromofenol blue SIGMA B-6131
CoClb SIGMA C 2644
CaCb SIGMA C-3306
CTAB (Setil trimetil amonyum bromid) Sigma H 6269
CuCb SIGMA C-6641
DMSO (Dimetilsulfooksit) SIGMA D 5879
DTT (Ditiotreitol) Promega V 3151
EDTA (Etilendiamintetraasetikasit) SIGMA E 5134

Etanol

J. T. BAKER 8228
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Etilen Glikol MERCK
FeCk MERCK
FeSQ SIGMA F-7002
Folin SIGMA F9252
Glisin SIGMA G 7126
Gliserol RIEDEL 15524
HCI RIEDEL 0.7102
KCI RIEDEL 12636
NaCGQs MERCK 106392
Lizozim BOEHRINGER
MANNHEIM
Lugol SIGMA L 6146
Maltoz SIGMA M 2250
MnCl, MERCK 105917
MgCl, MERCK 105832
NaCl MERCK 1.06400.1000
NaHPOy RIEDEL 0.4269
NapgHP Oy MERCK 1.06586
NaOH MERCK 1.06462.1000
Kazein (Casein from bovine milk) SIGMA C5890
NiCl, SIGMA N 5756
NH4AC RIEDEL
Nutrient Broth DIFCO 234000
PMSF (Fenil metil stlfonil florid) SIGMA 7626
Protein Standarti SIGMA SDS-6H

Q-sepharose Fast Flow (Anyongiigirici rezin)

Amersham Biosciences AB
17-0510-01

SDS

SIGMA 5750

Sephacryl S-200 High Resolution (Molekler elek

kromatografi rezini)

Amersham Biosciences AB
17-0584-10

Sodyum Asetat

RIEDEL 25022
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Sodyum deoksikolat ISMA

Sodyum potasyum tartarat SIGMA S 2377
Streptomisin stilfat BEMA

TEMED SIGMA T 7024
Trikloro asetik asit RIEDEL 27242
Tris baz SIGMA T-1503
Triton X-100 MERCK

Tween 20 SIGMA P 1379
Yeast ekstrakt MERCK 1.03753
ZnCl, FLUKA 96468
ZnSQ ALDRICH 22,137-6

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firma

+4°C Sagutucu

ARISTON NOFROST

-20°C dondurucu

ARISTON NOFROST

-80°C dondurucu

HERAEUS INSTRUMENT

Buz Makinesi

BAR LINE BF 85

EtOv

EDMUNT BUHLER-TH 15

Fraksiyon toplayici

BIORAD 2110

Gradyan pompasi

BIORAD Econogradient Pump

Gug kayngl

BIORAD POWER PACK 1000

Hassas Terazi

SARTAHS-BL 210S

Inkiibator

CERTOMAT-BS-T

Jel kurutucu

E-C Apparatus Corporation EC 34

b5

Jel kurutucu pompasi

E-C Apparatus Corporation EC 34

h3

Manyetik Karstirici

HEIDOLPH MR3001

Masa Ustu Santrifijj

HERAEUS Sepatech, Biofuge 15

AJ

Masa Ustu Santrifijj

BECKMAN COULTER, Allegr

25R
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Microsantrifu

BECKMAN Microfuge 18

Mikrodalga Firin

BEKO-1550

Orbital Karstirici

BIOMETRA WT12

Otoklav

HIRAYAMA-HICLAVE HVE-50

Otoklav

VARIOKLAV-Dampfsterilizator
300

Otomatik Pipet 5001 GILSON
Otomatik Pipet 100Qu GILSON
Otomatik Pipet 20Qul GILSON
Otomatik Pipet 2Qul GILSON

pH Metre

INOLAB pH LEVEL 1

Protein Elektroforezi Sistemi

BIORAD Mini Protealn |

Recorder BIORAD Econorecorder 1327
Spektrofotometre BIORAD-Smartspec 3000

Steril Kabin HERAEUS-Herasafe-HS 12
Sterilizator BINDER-ED115

Su Banyosu JULABO-SW 21

Su Banyosu JULABO-MP 13

Su Banyosu Techne TE-10A

Terazi SARTORUS-BL 3100

UV monitori BIORAD EM1 Econo UV Monitor
Vorteks IKA-MS 2-Minishaker

2.2. Yontemler

2.2.1. Enzim Kayn&inin Secilmesi

Bu tez camasinda biyolojik kaynak olarak dncelikigsever-Oztiirk ve ark.
(2002) tarafindan galirilen ve Bacillus licheniformisATCC 53926 soyuna ait
alkalen proteaz genini gggan rekombinaniapropUC19E.coli JIM 109 hicreleri
denendi. RekombinanE&.coli JM 109 hiucreleri ile beklenen enzim Gretimi
gerceklgmediginden, GYTE Enzim Molekiler Gengti Grubu tarafindan yerel

ekosistemlerden toplanan 6rneklerden izole edilet@kmlanan endistriyel enzim
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ureticisi bakteri soylarindan birisinin enzim kagna olarak kullaniimasi
kararlatirildi. Bu amaclaBacillus sp. GYTE-L1, Bacillus sp. GYTE-L10, Bacillus
sp. GYTE-L13 ve Bacillus sp. GYTE-P21 soylari ile hicre kilturi cghalar
baslatildi. Bu soylarin her birisi icin yapilan buylnegrisi ve enzimatik aktivite
calismalar sonucundaacillus sp. GYTE-L1 soyunun biyolojik kaynak olarak

kullaniimasina karar verildi.

Bacillus sp GYTE-L1 soyu, GYTE Enzim Molekiler GengtiGrubu'nun
endustriyel enzim dreticisi yerel bakteriyel soyltarayarak izole egi ¢alismada,
lipaz segcici besi yerinde (% 2,5 Zeytingya% 0,8 Nutrient broth, % 0,4 NaCl, % 2
Agar, % 1 Arabik gum, % 0,001 Rodamin B) dncelikpaz Ureticisi bir soy olarak
secilmgtir (Balci, 2004). Secici besi yerinde lipaz Uretsoylarin cevresinde ¥a
hidrolizine b&li olarak acgga ¢ikan y§ asitleri, floresan bir boya olan Rodamin B ile
etkilesmekte ve kolonilerin ¢evresinde 312 nm Uyg1 altinda goérulebilen turuncu

zonlar olygturmaktadir.

L1 soyu, Gonen Dallicas’'ndan alinan, dial sicaklgl 43C ve pH’'si 7.0
olan su érnginden izole edilmitir. Ilk izolasyonu 36C'ta ve pH, 10.0 besi yerinde
yapilan L1 soyu, lipaz icin secici besi yerlerirfpH, 7 ve 10.0) her ikisinde de 6
mm capinda zon ofturmus, ancak alkali besi yerindeki zon daha parlak

gozlenmgtir (Tuzlakaslu ve ark., 2003; Balci, 2004).

Lipaz secici besi yeri Uzerinde taranarak secil@ktdrinin tanimlanmasi,
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinden yola glarak yapilmgtir (Bailey and
Scott, 1994; Turnball and Kramer, 1995). L1 soyuwloki ve mikroskobik
morfolojisi ve biyokimyasal test sonuclari Bacillus subtiligBacillus firmusolarak
nitelendirilmistir. Ancak BIOMERIEUX firmasi tarafindan Bacillus cinsini
tanimlamak icin gedtirilen APl 50 CHB/ E kiti ve tam otomatik bir tanlama
sistemi olan VITEK sisteminiBacillus kiti kullanilarak yapilan tanimlamalarda; L1
soyu, her iki sistem tarafind@acillus pumilusolarak adlandiriingtir. Tanimlamada
kullanilan bu iki otomatik sistemin L1 soyuacillus pumilusolarak belirlemesini
takiben, laboratuvarda yapilan manuel testlerin ilaaz tekrarlanmy, nisasta
hidrolizinin negatif c¢ikmasi sonucu, bu soyuBacillus pumilus olarak

adlandiriimasina karar verilgtir (Tuzlakaslu ve ark., 2003; Balci, 2004). Ancak
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planlanan molekdiler tiplendirme c¢ahalari tamamlanarak gerekli gholama
yapilana dgin L1 soyunun,Bacillus sp. GYTE-L1 olarak anilmasi daha uygun

bulunmutur.

L1 soyunda lipaz aktivitesi 5. saatte gorulmeysldvans, hizli bir sekilde
artarak, 10. saatte en yuksekgelee ulgmistir. Aktivite 10. saatten sonra ani bir

disUs gostererek, daha sonraki saatlerde ayni dizeydeska (Balci, 2004).

Ayni zamanda proteaz Urgitibelirlenen L1 soyu, % 4 jelatin iceren NB sivi
besi yerinde (Kanekaet. al) buyutulerek aktivite testine alingtir (Battal, M,
2004). Proteaz Ureten yerel soylar arasinda ku@dih sivi besi yerinde enzim
Uretkenlgi yonunden 6ne c¢ikan soylardan birisi olan GYTE-kayu icin, dncelikle
optimal enzim Uretimine olanak veren besi yeri e, havalandirma orani,
blylume sicakfil ve kulttrin calkalama hizi gibi gigkenler optimize edilnstir. Bu
amacla LB, NB, % 1 ve % 4 jelatin iceren NB besilge farkli pH’larda
hazirlanarak denengtir. Asilama oraninin yani sira, ana kultirin; °@0stoklari ile
dogrudan veya bir gece buyUtilsidn kalttrler eliyle alandg kosullardaki
uretkenlik test edilngtir. Buna gore, —20°C stoklarindan @lanarak gece boyu
blyutulm 6n kdltirlerden % 1sdama oraniyla, % 4 jelatin iceren pH 7 NB sivi
besi yerinde 37C'ta, 170 rpm’de ve kiltur/flask hacminin 1/5 oflukosullarda
biyutulen L1 soyunun etkigekilde alkalen proteaz ureitig6zlenmitir (Battal, M,
2004).

2.2.2. Hiucre Kultarinun Hazirlanmasi

On kulttr hazirlamak tzere, 2 ml LB Broth besi y&YTE-L1 hicrelerinin -
20 °C’ta korunan stok kultiri ile 1/100 oranindglandi. Hicreler 37°C’'ta 170

rpm’de gece boyu calkalanarak buyutulda.

Ana kultarler bir 6nceki gece buydtilen 6n kiltérleullanilarak allandi.
Onkdiltur ile 1/100 oranindasdanan ve % 1 jelatin iceren Nutrient Broth begii 3
°C'ta 170 rpm'de calkalanarak gece boyu buyiitilbikiibasyon boyunca belirli
zaman araliklarinda alinan oOrneklerle yapilan huwmigimesi (Aog) ve alkalen
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proteaz aktivitesi (Bso) testlerinin ardindan, enzim Uretiminin 64. sa&teyliksek
diuzeye ulgtigl belirlendi.

2.2.3. Kiltur Ust Sivisinin Toplanmasi

Daha once Tuzlakgu ve arkadglari (2003) tarafindan gercektgilen
calismada, izole edilen ve nitelendirileBacillus sp. GYTE-L1 soyu tarafindan

uretilen enzimin kiltur ortamina saligdbelirlenmitir.

Ana kltur belli araliklarla 6rnek alinarak izlendinkiibasyon, enzim tretimi
ve kultir ortamina saliniminin en yiksek @du64. saatte durduruldu. Kaltar

10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildikten soahasan Ust sivi toplandi.

2.2.4.Bacillussp. GYTE-L1 Alkalen Proteazinin Saflagtiriimasi

2.2.4.1. Amonyum Siulfat Cokttirmesi

Bolum 2.2.3'te anlatilgyn sekilde toplanan dst sivi iki kat 3 MM Whatman
filtre kagidindan sdzuldd. Sdzdlen kultdr Ust sivisinin - 500'sine  son
konsantrasyonu % 80 olacakkilde amonyum sulfat eklenerek, ¢6zuldi ve gece
boyu + 4°C'ta disiik hizda kastirildi. Daha sonra bu karm iki esit hacme
ayrilarak ertesi sabah 10.000 rpom’de 30 dakikarganedildi. Santriftjin ardindan,
ust sivi atilarak elde edilen iki amonyum sulfakej@si daha sonrakisiemlerde

kullaniimak tizere -26C’ta sakland.

2.2.4.2. Kromatografi

Saflgtirma gleminin optimizasyonu igin, amonyum silfat ¢coketrkiden bir
tanesi, once jel filtrasyon (Sefakril S200) ve adén iyon dgisim (Q-sefaroz)
kromatografisi, dieri ise ilk olarak iyon dg@sim (Q-sefaroz) ve ardindan jel
filtrasyon (Sefakril S100) kromatografisinin kulkéhgl saflagtirma calgsmalarina

alindi.
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2.2.4.3Kromatografi Rezinleri ve Kolonlarin Hazirlanmasi

Q-sefaroz, anyon dsstirici 0zelligi tasiyan bir rezindir. Q-sefarozun rezin
materyali, capraz Igh agaroz birimleridir ve fonksiyonel grup olarala #&uaterner

amonyum (-CHN"(CHa)s icermektedir.

Sefakril S-200 jel filtrasyon rezini, 25-75 pum gagaki boncuklardan
olusmaktadir. Bu boncuklar, allil dekstran / N;Nmetilenbisakrilamit birimlerinin
capraz bglanmasi ile elde edilirler.

Q-sefaroz, Sefakril S-200 ve Sefakril S-100 mateis% 20 etanol icinde ve
sisiriimis halde sglandi. Rezinlerdeki etanol atilarak, Gzerlerineimezacminin %
75'i oraninda yukleme tamponu eklendi. Karnlarak, cokmesi sgandi ve buglem
birkac kere tekrar edildi. Jel-tampon kami degaze edildi. Cam kromatografi
kolonu yikandi, kurutuldu ve kolonun tabanina caamygu yerlstirildikten sonra
rezin tek seferde kolon icerisine yuklendi. Kol@miamen dolduktan sonra uygun
tamponla yikanarak dengelendi.

2.2.4.4. Kromatografi Calsmalari

Birbirine paralel olarak yapilarslemler sonucu elde edilen amonyum siilfat
cOkeleklerinden birisi 2 ml 50 mM Tris, % 15 Gliser0,1 M NaCl, 7 mMp-
merkaptoetanol (B-ME), pH 7,5 coOzeltisi icinde cliiii Bu co6zelti eppendorf
tuplerine dgitilarak 13.000 rpm’de 10 dakika santriflj edil@antriflij sonrasi
olusan st sivi alinarak 0,45 um capindaki filtrederiigdii. Elde edilen stzintl (2.4
ml) daha 6nce 50 mM Tris, % 15 Gliserol, 0,1 M NaC mM B-ME, pH 7,5
coOzeltisi ile dengelenmiSefakril S200 kolonuna yuklendi. Ayni tampon ¢zt
gerceklgtirilen kolon kromatografi stiresince toplanan figkslarda aktivite testi ve
SDS-PAGE analizi yapildi. Aktivite testi ve SDS-PBGonuclarina gore 40-84.
tiplerde bulunan fraksiyonlar toplanarak bir ‘havagusturuldu. Havuz hacmi
20.850 ml olarak ol¢uldi. Daha sonra diyaliz membra aktarldi ve aquasid ile + 4
°C’'ta gece boyu konsantre edildi. Diyaliz membragimdeki konsantre érnek 50 mM
Tris, % 15 Gliserol, 7 mM B-ME, pH 8.0 ¢ozeltisikarsi +4 °C’'ta gece boyu diyaliz
edildi. Diyalizden alinan 6rnek 0,45 um filtredeaizgldi ve Q-sefaroz kolonuna
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yuklendi. Kolon siresince toplanan fraksiyonlardgpijan aktivite testi ve SDS-
PAGE analizleri sonuclar gozetilerek, 16-50. tigéebulunan fraksiyonlar toplandi

ve olwturulan havuzun hacmi 5.450 ml olarak belirlendi.

Ikinci cokelek 2,5 ml 50 mM Tris, % 15 Gliserol, 7MmB-ME pH 8.0
cozeltisinde ¢ozuldi ve diyaliz membrana aktardsece boyu +4C'ta diyalizde
birakildi. Diyaliz sonrasi 6rnek (5 ml) eppendanplerine dgitilarak 13.000 rpm’de
10 dakika santriftij edildi. Okan Ust sivi (4,8 ml) alinarak 13.000 rpm’de tekir@r
dakika santrifiij edildi. Ust sivi (4,1 ml) 0,45 (fitreden sizuldikten sonra, 50 mM
Tris, % 15 Gliserol, 7 mM B-ME pH 8.0 ¢ozeltisi itengelennsi olan Q-sefaroz
kolonuna yuklendi. SDS-PAGE ve aktivite testleringglarina goére, 16-32.
fraksiyonlar toplanarak ofturulan havuz diyaliz membrana aktarildi ve Aquaksd
+4 °C’'ta gece boyu konsantre edildi. Daha sonra 50 nmid, % 15 Gliserol, 0,1 M
NaCl, 7 mM B-ME, pH 7,5 cozeltisine kargece boyu +4C'ta diyaliz edildi.
Diyalizden cikan 6rnek (800 ul) ayni tampon ile gelenmsg Sefakril S100
kolonuna yuklendi. Sefakril S100 kolonundan eldd@eedfraksiyonlarda yapilan
SDS-PAGE ve aktivite testi analizleri sonuclarindregy 37-45. fraksiyonlar arasi
havuz 1, 46-49. fraksiyonlar havuz 2, 34-36. frggmlar havuz 3 ve 54-56.
fraksiyonlar havuz 4 olarak toplandi. Once iyorgiskirici, ardindan Sefakril S-100
jel filtrasyon kromatografisinin kullanil@ ikinci yéntem daha etkin bulundu. Daha
sonraki nitelendirme c¢amalarinda bu saffirma semasi kullanilarak kismen
saflatirilan enzim (Havuz 1) kullanildi.

2.2.5. Alkalen Proteaz Aktivite Testi

= 50 pl 6rnek temiz bir eppendorf tiptine alinarakriaee250 ul Glisin-NaOH
tamponu iginde ¢ozulmg®o 0,6’lik kazein eklenir ve vorteks ile kgtrrilir.

=  Ornek, 30°C sicakliktaki su banyosunda 20 dakika inkiibe redili

= 250 ul TCA cozeltisi eklenerek, vorteks ile iyicarktilir ve 30 dakika oda
sicaklginda inkiibe edilir.

= Eppendorf tlp icindeki 6rnek 13.000 rpm’de 5 dalskatrifiij edilir.

= Ust sivinin 200 pl'si temiz bir cam tiipe aktanie tizerine 1 ml 0.5 M NEO;

eklenerek vorteksle iyice katirilir.
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= Uzerine 200 pl 1:2 seyreltiljFolin’s Reagent eklenir ve vorteksle kamilir.

= QOda sicakiiinda 30 dakika inkiibe edildikten sonra enzim ice@metampon ile
hazirlanan kore kar spektrofotometrede ¢ okunur.
Glisin-NaOH tamponu: 50 mM Glisin, 50 mM NacCl, pd,%
TCA Cozeltisi: 0,11 M TCA, 0,22 M Sodyum Asetat38® M Asetik Asit

2.2.6. Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

= Glisin-NaOH tamponu icinde c¢OzunguL-tirozin, kalibrasyon grisinin
hazirlanmasinda standart olarak kullanilir.

= 50 pg/ml L-tirozin ¢oOzeltisi hazirlanir ve bu cdzekullanilarak iki set
halindeki L-tirozin dilisyonlari Tablo2.1’ de bdllen sekilde yapilir.

Tablo 2.1. Kalibrasyonggisi icin L-tirozin dilisyonlarinin hazirlanmasi.

Tip No Kor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
L-tirozin 50

() - 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
pa/mi
Glisin

(u) 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 -
tamponu
Tupte L-

trozin miktari

= 1 ml 0,5 M NaCOs eklenir ve vorteksle kagturilir.

= 200 pl 1:2 seyreltiligi Folin’s Reagent eklenerek vorteksle karilir ve oda
sicaklginda 30 dakika inkibe edilir.

» Ornekler spektrofotometredeséyda kore kagi 6lctim yapilarak dgerlendirilir.

= Her iki setin Ao degerlerinin ortalamasi alinarak L-tirozin miktarlaaurapsis)
kargi ortalama Ao degerlerinin (ordinat) yerlgirilmesi ile elde edilen grafikten,

egim hesaplanir ve enzim aktivitesinin hesaplanmaskadianilir.
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Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

1 Unite enzim,1 dakikada 1 mmol tirozin gluran enzim miktari olarak

tanimlanmgtir.

Toplam reaksiyon hacmi = 0,55 ml
Kullanilan enzim hacmi = 0,05 ml
Renk gekimi i¢in kullanilan hacim = 0,2 ml
Reaksiyon slresi = 20 dakika

MA Tirozin= 181,2 g/ mol

Ao 1000 Toplam Reaksiyon Hacmi

X X

Eim MAriozin  Renk Gekliimi igin Kullanilan Hacim
Aktivite =

Kullanilan Enzim Hacmi (m{)Reaksiyon Stiresi (dakika)

2.2.7. SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PA&), Nativ
PAGE ve Zimogram Analizi

SDS-PAGE analizi proteinlerin molekuler gidiklarinin  ve  saflik
derecelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan y@intemdir. SDS-PAGE analizinde
ilgili proteinin molekuler buayuklga, ¢eitli protein belirtecleri yardimiyla belirlenir.
Tez calgmasi kapsaminda SDS-PAGE analizinden ayrica, ugguolakolon
kromatografileri sonucunda elde edilen fraksiyomlarprotein profillerinin

belirlenmesinde ve havuzlarin gturulmasinda yararlanilstir.

Derisim jeli ve ayirma jeli hazirlandiktan sonra filbenzim 6rngi Gzerine 5
pl “cracking” tampon eklenerek elle ketnrildi. 5 pl protein belirte¢ ¢ozeltisine fl
“cracking” tamponu eklenerek molekulegidik belirteci hazirlandl. Kisa sureli
santrifijun ardindan ornekler 5 dakika kaynatil@ekrar kisa sireli santrifijin
ardindan 6rnekler jele yuklenip dgm jelinde 100 V'ta, ayirma jelinde 200 V'ta
yurutuldukten sonra jel boyama ¢oOzeltisinde hafgfaikanarak boyandi. Boyanan jel

aritma ¢ozeltisi icine alindi.
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Jel Hazirlig

« Iki adet elektroforez cami aralarina ayiricilar Kanak kasete yerjirilir.

* Ayirma jeli hazirlanarak pipet yardimiyla camlaanasina dokulur.

» Jelin Gzerine izobutil alkol eklenerek, oda sicakida polimerize olmasi
beklenir.

* Ayirma jeli polimerize olduktan sonra, tUzerindekia dokaltr ve jelin Gstu
distile su ile yikanir. Jelin Gzerinde kalan sultora ka&di ile alinir.

* Ayirma jelinin tzerine, degim jeli dokulerek taraklar takilir ve jelin oda
sicaklginda polimerize olmasi beklenir.

* Polimerizasyon tamamlandiktan sonra taraklar dikame kuyular 1X

elektroforez tamponu ile yikanir.

Ayirma Jel
H>O . 750 pl
0,75 M Tris, % 0,2 SDS, pH 8,8 : 3750 pl
% 30 Akrilamit, % 1 Bisakrilamit : 3000 pl
% 10 APS 290 pul
TEMED 16 ul

‘Cracking’ Tampon
50 mM Tris-HCI, pH 6.8, % 1 SDS,
2 mM EDTA,
% 1p-merkaptoetanol,
% 10 gliserol,
% 0,002 Bromofenol blue

Derisim Jeli
H.O : 1050 pl
0,25 M Tris, % 0,2 SDS, pH 6,8 : 1500 pl
% 30 Akrilamit, % 1 Bisakrilamit : 390 pl
% 10 APS : 60 pl

TEMED -3l
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Nativ (Denatiran icermeyen) PAGE Analizi

Native-PAGE analizi proteinlerin t¢ boyutlu yapilave yiklerine gore
ayrilmasi ilkesine dayanan bir analizdir. NativeH analizi icin SDS-PAGE
analizinden farkh olarak derm ve ayirma jelleri SDS icermeyen tamponlar
kullanilarak hazirlandi. Ornekler hazirlanirken SS B-ME igermeyen yiikleme
tamponu kullanildi ve 6érnekler kaynatiimaksizirejgliklendi. Elektroforez deim
jelinde 80 V ve ayirma jelinde 120 V'ta gercetieldi ve bromofenol mavisinin
jelden cikmasindan 45 dakika sonra durduruldu. ¥¥edsleminin ardindan jel

boyama ¢ozeltisinde hafifce calkalanarak boyandantena ¢ozeltisi icine alindi.

Zimogram Analizi

Zimogram analizi i¢cin hazirlanan jelde, SDS-PAGHElanden farkl olarak
ayirma jeline son konsantrasyon 2 mg/ml olagakilde jelatin eklendiiki sekilde
hazirlanan orneklerden birincisinde 10 pl enzimegirizerine 10 pl yikleme
tamponu (Native PAGE Dye), ikincisinde ise ayni tarda enzim orng Uzerine
SDS-PAGE *“cracking” tamponu eklenerek oda sigmiktia 10 dakika bekletildi.
Ardindan kuyulara yuklenen 6rnekler, den jelinde 80 V'ta, ayirma jelinde 120
V'ta olmak (zere boyalar jelden c¢ikana kadar +°Gita yuratuldd. Yoritme
isleminden sonra jel, renattirasyon tamponunda odklgimda 30 dakika hafifce
calkalanarak yikandi. Goruntileme tamponunda odzakliinda 30 dakika
bekletilen jel, daha sonra boyama c¢ozeltisi iledy@rak aritma ¢ozeltisi icine alindi.
Kullanilan Cozeltiler
“Native PAGE DYE” (Yukleme tamponu): 0,125 M Triscf pH 6,8; % 20
Gliserol; % 0,04 SDS; % 0,005 Bromofenol Mavisi
Renaturasyon Tamponu: % 2,5 Triton X-100
Gelistirme Tamponu: 50 mM Tris-HCI (pH 9.0), 5 mM CaC} 0,02 Tween 80.
SDS-PAGE Boyama Cozeltisi: % 0,1 Coomasie BrillR260, % 10 asetik asit, %
40 etanol
SDS-PAGE Aritma Cozeltisi: % 5 asetik asit, %5Meta
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2.2.8. Protein Miktarinin Bradford Yontemi ile Belirlenmesi

Boya-balanmasi olarak da bilinen Bradford yontemi, hizle wiksek
duyarlihikta olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edifotein miktar tayini yontemidir.
Bu yontemde kullanilan Coomasssie Blue G-250 boyaasit icerisinde
cozildigiinde kirmizi-kahverengi bir renk gmaktadir. Boyanin pozitif yikla
proteinlere bglanmasi ile olgan mavi renk, 595 nm dalga boyunda dlcilerek,

protein miktari tayin edilir (Scopes, 1994).

Belirlenen miktardaki enzim Orge distile su ile 800 pl'ye tamamlanir.
Uzerine 200 pl Coomasssie Blue G-250 boyasi eklgiveekler, 5 dakika oda
sicaklginda bekletilip, spektrofotometrede 595 nm dalggulbola protein icermeyen
kore kagl okunur.

Bradford yontemi icin kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

Bradford analizi igin kalibrasyon gesinin hazirlanmasinda, @r serum
albumini (BSA) standart olarak kullaniimaktadir. i€antrasyonu 0.1 mg/ml olacak
sekilde hazirlanan BSA c¢o6zeltisinden, 20, 40, 6Q, BID ve 120 ul alinarak tuplere
konulur ve distile su ile 800 ul'ye tamamlanir. Her tiipe 200 pl Bradford boyasi
eklenerek, spektrofotometrede, 595 nm dalga boyBf8A icermeyen kore kgr
okunur. Verilmg BSA konsantrasyonlarina (apsis) «arelde edilen A595
degerlerinin (ordinat) yerlgirilmesi ile oluturulan grafgin egimi, toplam protein

miktarinin hesaplanmasinda kullantlir.
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Tablo.2.2. Bradford kalibrasyongesinin hazirlanmasi ve toplam protein

miktarinin hesaplanmasi

Eklenen
Tlp | BSA (0.1mg/ml) o
_ Distile su
no miktari
Toplam protein miktari:
1 - 800 A595 Egim / 6rnek hacmi ()
2 (20 pl (2 po) 780
3 |40 pl (4 pg) 760
4 |60 ul (6 ng) 740
5 180 ul(8 o) 720
6 |100 pl (10 pg) 700
7 1120 pl (12 pg) 680

2.3. Alkalen Proteazin Nitelendirilmesi

Kismen saflstirilan alkalen proteaz enzimini nitelendirmek i&zeyapilan
calismalarda, oncelikle enzimin optimal sicaklik ve opl pH dgerleri belirlendi.
Bu amacla dgisik sicaklik ve pH dgerlerindeki aktivite belirlendi. Ayrica enzimin
kararl oldigu sicaklik ve pH dgerlerinin belirlenmesi icin enzim farkli sicaklilev
pH deserlerinde inklbe edildikten sonra, aktivite tesépydi. Enzim aktivitesi
Uzerinde metal iyonlarinin etkisini belirlemek (zeenzim ¢gtli metal iyonlarinin
bulundiwgu tamponlara alindi ve aktivite testi yapildi. Dgtelarin enzim Gzerindeki
etkisinin belirlenmesi amaciyla gt deterjanlarin variginda enzim aktivite tayini
yapildi. Bunlarin yani sira alkalen proteaz enzimaktivitesi Uzerinde etkili oldgu
bilinen farkh kimyasal maddelerin, kismen sgfialan enzimin aktivitesi tzerindeki
etkileri test edildi.

Belirlenen optimal reaksiyon sicaklive optimal pH dgerleri, daha sonraki

nitelendirme ¢cabmalarinda yapilan tim aktivite testlerinde uyguland
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2.3.1. Optimum Reaksiyon Sicakfiinin ve Sicaklik Kararliliginin

Belirlenmesi

Optimum reaksiyon sical@inin belirlenmesi icin alkalen proteaz aktivitettes
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 °C sicakliklaraaldi. Belirtilen sicakliklarda iki
set halinde c¢ajildi. Yapilan aktivite testleri sonuclarina goreziem igcin optimum
reaksiyon sicak@ belirlendi ve daha sonra yapilan nitelendirmasgahlarindaki

aktivite testleri bu sicaklikta gercekiieildi.

Kismen saflgtirilan enzimin sicaklik kararlgini belirlemek Gzere, 50 mM
Tris, pH 9.0 tamponu ile 1/100 oraninda seyreltlemzim c¢ozeltisi 20, 30, 40, 45,
50, 55 ve 60°C'ta 15 dakika inkube edildikten sonra aktiviteties alindi. Oda
sicaklginda (20°C) 15 dakika bekletilen enzim orgieicin elde edilen aktivite %

100 kabul edilerek, her bir 6rnek icin kalan akevinesaplandi

2.3.2. Optimum Reaksiyon pH'sinin ve pH Kararlilginin

Belirlenmesi

Optimum reaksiyon pH’sinin belirlenmesi amaciyla @i, 7.0, 8.0, 8.5, 9.0,
9.5, 10.0, 10.5, 11.0, 11.5 ve 12.0gederinde cift setseklinde calgildi. Bu
calsmalarda daha once optimum reaksiyon sigaldlarak belirlenen 5 deseri
uygulandi. Cakmalarda her bir tip icin 1/100 oraninda seyrelild0 pl enzim
ornesi kullanildi. Calgmada yalnizca substrat olarak hazirlanan kazeieligginin
hazirlandg tamponlarin pH dgerleri desistirildi. Optimum pH calgmalarinda; pH
6.0, 7.0 ve 8.0 icin 50 mM sodyum fosfat, pH 8@, 8.5, 9.0 deerleri i¢in Tris,
pH 9.0, 10.0, 10.5, 11.0, 11.5 ve 12.@elderi icin Glisin-NaOH tamponu kullanildi.
Verilen tamponlarda ve pH gerlerinde enzim aktivite testi yapilarak, optimad p
degeri belirlendi. Optimum reaksiyon pH’si 9.0 olaradlirlendisi icin, bu gamadan
sonraki aktivite testlerinde Glisin-NaOH, pH 10,gripe Tris pH 9.0 tamponu
kullanildr.

Enzimin pH kararhigini belirlemeye yonelik caimalarda, enzim farkli
pH’lardaki tamponlarla 1/100 oraninda seyreltdmyaklasik 40 saat boyunca +4
°C’'ta bekletilmg ve aktivite testine alinmgir. pH kararhlginda, pH 5.0 ve 6.0’'da
100 mM Asetat tamponu, pH 6.0 ve 7.0’de 100 mM &bsfmponu, pH 7.0, 8.0 ve
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9.0'da Tris tamponu ve pH 9.0, 10.0, 11.0 ve 12010 mM Glisin-NaOH
tamponu kullanilmgtir. Her bir O6rnek icin kalan aktivite, pH 9.0’dalaktivite
degerleri % 100 kabul edilerek belirlengtir.

2.3.3. Metaliyonlarinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Bazi metal iyonlarinin proteaz aktivitesi Uzerirt&ilerinin belirlenmesi icin
yapilan cajmada belirli iyonlarin klorla okturdusu tuzlar (AICk, BaCh, CaCh,
CoCh, CuCh, FeCk KCI, MgCl,, MnCl, NaCl, NiCb, ZnCh,), demir ve ¢inkonun
sulfat bilssikleri (FeSQ, ZnSQ) ve NH, kullanildi. Yapilan ¢cadmalarda ikser set
halinde, 1 mM ve 10 mM tuz icerecg&kilde hazirlanan 6rneklerle galdi. Enzim
oraninin toplam hacme orani 1/100 olagakilde hazirlanan 6rnekler 3¢’ ta 60
dakika bekletildikten sonra proteaz aktivite tes@i °C'ta gerceklgtirildi. Aktivite
testinde kontrol olarak 50 mM Tris, pH 9.0 tampaleuhazirlanmy tuz eklenmensi

enzim orngi kullanildi.

2.3.4. Deterjanlarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkig

Deterjanlarin enzim aktivitesine etkisinin belinkeesi icin yapilan ¢cajmada %
0,1 ve % 1 deterjan iceren Orneklerle gidi. Bu testlerde CTAB (setil trimetil
amonyum bromid), SDS (Sodyum Dodesil Sulfat), soaydeoksikolat, Triton X-
100 ve Tween 20 kullanildi. Deterjan eklendiktemkea sonra 37C su banyosunda
60 dakika bekletildikten sonra, tiplerden g’ ul 6rnek alinarak, ikér set halinde
hazirlanan temiz eppendorf tuplerine aktarildi divile testi 50 °C’ta yapildi.
Aktivite testinde kontrol olarak 50 mM Tris, pH 9t@mponu ile hazirlanmive
deterjan icermeyen 6rnek kullanildr.

2.3.5. Caitli Organik Cozuculerin Enzim Aktivitesine Etkisi

Organik cozuculerin enzim aktivitesine etkisininlibenmesi icin yapilan
calismada % 10 ve % 30 organik ¢ozlcu iceren ornekigalgildl. Bu calsmada
organik c¢cozicu olarak aseton, etil alkol, metilahlkizopropanol, izoamil alkol,
dimetilstlfooksit (DMSO) ve asetonitril kullanilddazirlanan 6rnek tpleri 4C'ta
60 dakika bekletildi ve her bir tiipten alinan 50quhek ile proteaz aktivite testi
ikiser set halinde 58C’ta gercekistirildi. Aktivite testinde kontrol olarak 50 mM

Tris, pH 9.0 tamponu ile hazirlangrue organik ¢ozucil icermeyen 6rnek kullanildi.
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2.3.6. Baziinhibitorler ve Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzeri ne
Etkisi

Cesitli kimyasallarin enzim aktivitesine etkisinin lénmesi icin yapilan bu
calismada inhibitor madde olarak etilendiamintetraassiik (EDTA), fenil metil
sulfonil florid (PMSF), B-merkaptoetanol (B-ME) ve ditiotireitol (DTT) kultadi.
EDTA, PMSF ve B-ME icin 10 mM, DTT icin ise 0.5, te 10 mM son
konsantrasyonlarda caldi. Hazirlanan 6rnekler 37C’ ta 5, 10 ve 30 dakika
bekletildikten sonra proteaz aktivite testi sixi set halinde ve 50°C'ta
gerceklatirildi. Aktivite testinde kontrol olarak 50 mM T8j pH 9.0 tamponu ile

hazirlanmg ve inhibitdr icermeyen 6rnek kullanildi.

2.3.7. Caitli Maddelerin Enzim Aktivitesi ve Sicaklik Kararl 1ligi
Uzerine Etkisi

Bazi efektor maddelerin enzim aktivitesi Uzerinekisghin belirlenmesi
amaclyla yapilan bu camada son konsantrasyonu % 10 ve % 30 olge&kde
gliserol, etilen glikol ve dimetilsilfoksit (DMSQgibi efektér maddelerle calldi.
Bir diger efektor madde olan etilendiamintetraasetik&ddTA) 5mM, CaC} ise 1,
2, 5ve 10 mM son konsantrasyonlarda test edildiekler 5°C’ta 30 ve 60 dakika
bekletildi. Her bir tipten verilen zamanlarda 0’ pl O6rnek alinarak, proteaz
aktivite testleri iki set halinde ve 5C'ta gerceklgtirildi. Aktivite testlerinde kontrol
olarak 50 mM Tris, pH 9.0 tamponu ile hazirlagrnae efektér madde icermeyen
ornek kullanildi. 10 mM CagGlvarligindaki enzim aktivitesi ayrica 61T sicaklikta
test edildi ve ornekler bu sicaklikta 30 ve 60 Hakbekletildi. Tuplerden verilen
zamanlar sonunda paralel olarak alinan 50 pl hadkiniki 6rnek igin standart

aktivite testi 50C’ta gercekletirildi.

Bu calsmada ayrica son konsantrasyonu 5 mM olan EDTA'nnzire
aktivitesi ve sicaklik kararlgh Gzerindeki etkisi 10 mM Cagliceren érneklerin bir
grubunun 37°C ve dger grubunun 60C’'ta yukarida belirtilen surelerde inkiibe

edildigi kosullarda dgerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Yerelizolat Bacillus sp. GYTE-L1 Alkalen Proteazinin

Uretilmesi ve Saflatiriimasi

3.1.1.Bacillussp. GYTE-L1 Alkalen Proteazinin Uretiimesi

Bacillussp.GYTE- L1 soyunda hiicre buyimesi ve alkalen proigatiminin
optimizasyonu amaciyla yapilan gatiada, GYTE-L1 soyunun dnceden hazirlaami
—20°C stok kdilturt, LB Broth besiyerininsganmasinda kullanildi. 1/100 oraninda
asllanan onkaultir 37 °C’ta 170 rpm’de calkalanarakegboyu inkibe edildi.

Ana kultdr calgmasinda, % 1 jelatin iceren Nutrient Broth besi,ygece boyu
blyutulen 6nkultdr ile 1/100 oranindailandi ve 37 °C’ta 170 rpm’de c¢alkalanarak
inkUbe edildi. Kaltir sdresince belirli araliklaridinan érneklerde hticre biytmesi
(ODgoo) Ve aktivite (OReg) tayini yapildi. Bu cagma ile kiltirde en iyi hicre
blylmesi ve enzim aktivitesi gerlerinin alindgl zaman arag belirlendi. Hicre
blylmesi ve enzim Uretimi yonunden en uygun zaméiltiirin 64. saati oldiu
sonucuna varildi ve saflarma calgsmalari icin enzim Gretiminin yapilgh kilttrler
64. saatte topland$ékil 3.1.).
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Sekil 3.1.Bacillussp. GYTE-L1'in buyime grisi ve enzim Uretimi

3.1.2. Bacillus sp. GYTE-L1 Alkalen Proteazinin Kultir Ust
Sivisindan Saflatiriimasi

Bacillussp. GYTE-L1 alkalen proteazi iyon gsim Q-Sefaroz ve Sefakril S-

100 jel filtrasyon kolonlarinin kullanilgh strec ile kismen safiarildi.

Kaltaran toplanmasindan itibaren tim safflama basamaklari boyunca elde
edilen orneklerde gercekl&ilen Bradford testleri ile 6rneklerde bulunanpkam
protein miktar belirlendi. Aynsekilde tim 6rnekler icin gerceklgrilen alkalen
proteaz aktivite testi ile de orneklerdeki enzimtiatesi belirlendi. Orneklerin,
toplam aktivitesi, protein konsantrasyonu, spesditivite ve saflgtirma verimi
hesaplanarak, alkalen proteaz sgffena tablosu (Tablo 3.1) gjturuldu.

Daha once aciklanagekilde buyuttlenBacillus sp. GYTE-L1 kultrd enzim
aktivitesinin en iyi oldgu noktada durduruldu ve 10000 rpm de 20 dakikaribant
edilen kilturden elde edilen Ust sivi alinarak,mnizayna olarak kullanildi. Kalttr
st sivisinda yapilan Bradford testi ile, toplarotem miktari 142,857 mg bulundu.
Kaltar Ust sivisindaki alkalen proteazin spesifitivatesi 0.78 U/mg protein olarak
belirlendi.
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% 80 amonyum silfat ¢oktirmesi sonucunda elde redjlikelekte yapilan
Bradford ve aktivite testi ile toplam protein miktave spesifik aktivite belirlendi.
Buna gére % 80 amonyum sulfat cokateleki protein miktari 19,488 mg ve
spesifik aktivite 2,87 U/mg protein bulundu.

Amonyum sulfat ¢oktlirmesinin ardindan diyaliz ventslj islemlerinden
gecirilen 6rnek Q-sefaroz kolon kromatografisihedi. Kolon sonrasi elde edilen
aktif fraksiyonlarin birlgtirilmesi ile olusturulan havuzda yapilan testler sonucunda

toplam protein miktari 1.318 mg, spesifik aktivite 16,86 U/mg protein bulundu.

Q-sefaroz iyon da#sim kolonunun ardindan sefakril S100 jel filtrasyon
kolonuna yuklenecek olan fraksiyonlarin belirlenmde ve bu kolonun ardindan
enzim kayngl olarak kullanilacak olan havuzlara alinacak fradslarin
belirlenmesinde aktivite testi ve SDS-PAGE anauclari birlikte dgerlendirildi.

Sefakril S100 kolonundan elde edilen aktif fraksikgmin birletiriimesi ile
olusturulan 4 havuzdan havuz 1, nitelendiriime gahalarinda enzim kaygaolarak
kullanildi. Havuz 1 icin toplam protein miktar1 7Q@ ve spesifik aktivite 81,8 U/mg

protein bulundu.
3.1.2.1. Q-Sefarodyon Degisim Kromatografisi

Q-sefaroz kolonu sonucunda elde edilen fraksiyomldng, ve aktivite testi
degerleri Sekil 3.2.’de ve SDS-PAGE profillefekil 3.3'te gorilmektedir.
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Sekil 3.2. Q-sefaroz iyon g@eim kromatografisi fraksiyonlari #o ve enzim

aktivitesi grafgi.

C

Sekil 3.3. Q-sefaroz fraksiyonlarinin SDS-PAGE piofdel A: 1. Kolon
oncesi; 2. Molekiler @rhk belirteci; 3.15.fraksiyon; 4. 16. fraksiyorf. 18.
fraksiyon; 6. 20. fraksiyon; 7. 22. fraksiyon; 8. 4raksiyon; 9. 26. fraksiyon; 10.
28. fraksiyon. Jel B:1. 30. fraksiyon; 2. 32. frgks; 3. Molekuler girlik belirteci;
4. 34. fraksiyon; 5. 36. fraksiyon; 6. 38. fraksiy@. 40. fraksiyon; 8. 42. fraksiyon;
9. 44. fraksiyon; 10. 46. fraksiyon. Jel C: 1. &@ksiyon; 2. 94. fraksiyon; 3. 95.
fraksiyon; 4. Molekuler @rhik belirteci; 5. 97. fraksiyon; 6. 100. fraksiyp7. 107
fraksiyon; 8. 133. fraksiyon; 9. 135. fraksiyon; 138. fraksiyon .
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Sekil 3.2'de gorulen aktivite testi sonuclarn #ekil 3.3'deki SDS-PAGE
sonugclari gozetilerek; Q-sefaroz kolonunun 16—Bikdiyonlarinin birlgtiriimesi ile
olusturulan havuz diyaliz membrana aktarildi ve aqualgdgece boyu konsantre
edildi. Once uygun tampon icinde diyaliz edilemék (Bolum 2.2.4.4) Sefakril
S100 kolon kromatografisine alindi.

3.1.2.1. Sefakril S-100 Jel Filtrasyon Kromatograsi

Q-Sefaroz 16-32 aktif fraksiyonlarinin bgteilmesi ile elde edilen protin
havuzu ©6nce konsantre, daha sonra diyaliz edildiksonra jel filtrasyon

kromatografisine uygulandi.

Sefakril S100 jel filtrasyon kromatografisi sonuelde edilen fraksiyonlarda
yapilan enzim aktivite testleriSékil 3.4) ve SDS-PAGE analizleriS¢kil 3.5)
sonucunda 4 havuz churuldu. Bolim 2.2.5.'te belirtilgii sekilde hazirlanan bu
havuzlardan havuz 1 (37-45. fraksiyonlar) daha aonenzim nitelendirme
calismalarinda enzim kaygaolarak kullanildi.

—4&— Aktivite = 0= A280

Aktivite (mmol Tirozin/ml/dak)
AZSO

Fraksiyon No

Sekil 3.4. Sefakril S100 kromatografisi fraksiyonl&280 ve enzim aktivitesi
grafigi.



C

43

Sekil 3.5. Sefakril S100 fraksiyonlarinin SDS-PAGEfi. Jel A: 1. Kolon
oncesi; 2. Molekuler @rlik belirteci; 3. 27. fraksiyon; 4. 29. fraksiypm. 33.

fraksiyon; 6. 34. fraksiyon; 7. 35. fraksiyon; &.3raksiyon; 9. 39. fraksiyon; 10.
41. fraksiyon. Jel B:1. 43. fraksiyon; 2. 45. frgks; 3. Molekuler &irlik belirteci;
4. 47. fraksiyon; 5. 49. fraksiyon; 6. 51. fraksiyd@. 53. fraksiyon; 8. 55. fraksiyon;
9. 57. fraksiyon; 10. 59. fraksiyon. Jel C: 1. &3ksiyon; 2. 65. fraksiyon; 3. 67.
fraksiyon; 4. molekuler @rlik belirteci; 5. 69. fraksiyon; 6. 73. fraksiypid. 77.
fraksiyon; 8. 81. fraksiyon; 9. 83. fraksiyon; B®&. fraksiyon

Kdltar dst sivisi, amonyum sulfat coOktirmesi ve guignan kolon
kromatografileri sonucunda elde edilen protein amkttoplam aktivite ve spesifik

aktivite degerleri ile ulailan verim ve saflgtirma oranlari Tablo 3.1’de sunuldu:

Tablo 3.1 Bacillussp. GYTE-L1 alkalen proteazini safiemma tablosu.

Spesifik
TOP"’?‘m Toplam Aktivite | Saflastirma Saflas_tlrma
Asamalar Aktivite | Protein Verimi
L) (1) (U/mg Orani (%)
protein)
Kultar Ust Sivisi 110849,1| 142857 0,78 1 100
% 80 AS c¢oktiirmesi | 55955.4| 19488 2,87 3,70 50,48
Q-sefaroz 22232,3 1318 16,86 21,73 20,06
Sefakril S100 Havuz 1 57235,6 700 81,80 105,43 51,63
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3.2. Bacillus sp. GYTE-L1 Alkalen Proteazinin

Nitelendirilmesi

3.2.1. Optimum Reaksiyon Sicak§ ve Sicaklik Kararliligi

Alkalen proteazin optimum reaksiyon sicgkiin belirlenmesi amaciyla
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 °C sicakliklaktvite testi yapildi. Yapilan bu
calisma sonucunda optimum reaksiyon sigakiin 50°C oldugu belirlendi. Enzim
aktivitesinin 20-50°C deserleri arasinda astigosterdgi, 55 °C'ta, en yiksek
aktivitesinin yaklalk % 95'ini, 60 °C’'ta yaklaik % 40'in1 ve 70°C’'ta % 20’sini
korudysu gozlendi fekil 3.6). Bu cakmadan sonra yapilan gir nitelendirme

calismalarinda reaksiyon sicakiiolarak 5°C degeri kullanild.

Saflatirllan alkalen proteazin sicaklik karagihin belirlenmesi amaciyla
enzim 15 dakika boyunca 20, 30, 40, 45, 50, 550/%6sicakliklarda bekletildikten
sonra Uzerine substrat tamponu eklenerek aktiesé yapildi. 20°C’'ta bekletilen
ornesin aktivite deeri % 100 kabul edildi ve enzimin fangi¢ aktivitesinin, 40
°C’ta % 82’sini, 45°C'ta yaklgik % 65’ini ve 50°C’'ta % 25'ini korudgu gozlendi
(Sekil 3.6).

=O—optimal sicaklik—s— Kararllik

100 ¢ T 100

80 + 80
g 60t NS
e 2
2 =
£ €
< <
g 5
g 40T +40 3
X N2

20+ +20

0 ‘ ‘ ‘ : ‘ ‘ ‘ 0

10 20 30 40 50 60 70 80

Sicaklik (oC)
Sekil 3.6. Bacillus sp. GYTE-L1 alkalen proteazinin reaksiyon sicgklve
sicaklik kararlilgi grafigi.



45

3.2.2. Optimum Reaksiyon pH’siI ve pH Kararlilgi

Bacillus sp. GYTE-L1 alkalen proteazinin optimal reaksiyomd’snin
saptanmasi amaciyla, farkli pHgaeleri icin farkl tamponlarda hazirlanan ve % 0,6
kazein iceren substrat c¢ozeltilerinin  kullangidiaktivite testleri gercekdgrildi.
Enzimin pH 6.0, 7.0, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, 10.0, 10560, 11.5 ve 12.0 derlerindeki
aktivitesi belirlenerek, optimal reaksiyon pH’si09pulundu. Enzimin pH 7-11
aralginda genel olarak iyi aktivite gostegdigozlendi. pH grafii, pH 9.0'daki
enzim aktivitesi % 100 kabul edilerek cizildi.

| ——Fosfat —8— Tris-HCI —#— Glisin-NaOH

100+
00
g0l
70 +
601
50 +

40+

Kalan Aktivite (%)

30 +
20+

10+

5 6 7 8 9 10 11 12 13
pH

Sekil 3.7.Bacillus sp.GYTE-L1 alkalen proteazinin pH grafi

Enzim farkh pH’lardaki tamponlar icinde 1/100 orada seyreltilip, +2C’ta 40
saat boyunca inktbe edildikten sonra kalan aktisiéandart kegullarda belirlenerek,
pH kararhlik grafgi olusturuldu §ekil 3.8).
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‘ —0— Asetat—0— Fosfat —— Tris —#— Glisin ‘
T ’/'\
| /

40

Kalan Aktivite (%)

20 +

pH

Sekil 3.8.Bacillussp.GYTE-L1 alkalen proteazinin pH kararlilhk grgfi

3.2.3. Metaliyonlarinin Enzim Aktivitesine Etkisi

Tek, iki ve ¢ dgerlikli cesitli iyonlarin (AICIs, BaChb, CaCp, CoC}h, CuCb,
FeCk, KCI, MgCl,;, MnCl,, NaCl, NiCb, ZnCh, FeSQ, ZnSQ ve NH,) alkalen
proteaz aktivitesi Uzerine etkisi test edildi. Ala proteazin verilen tuzlarla
yuzlestiriimesinin ardindan, ayni kallarda metal tuzu eklenmeksizin bekletilen ve
yalnizca enzim iceren kontrol Ofire goreceli kalan aktivite derleri (%)
hesaplandi. Bu sonuglar goz oOnine alinarak cizgeafigin degerlendiriimesi
sonucunda inhibitor/aktivator etki gosteren veyehhagi bir etki gostermeyen metal

iyonlari belirlendi.

Enzim aktivitesinin, 10 mMCagl 1 mM NaCl, 10 mM CuGJ 1 ve 10 mM
BaChk, 1 mM NiCL varliginda artgi gozlendi. 10 mM K iyonu belirgin bir etki
yaratmazken, 1 mM Kiyonunun aktiviteyi yaklgk % 56’ya, benzersekilde
Zn”nun klor tuzunun 1 mM degimde aktiviteyi % 58’e ve 10 mM dgimde %
59'a diurdigli belirlendi. 10 mM ZnSQvarliginda aktivitenin % 58’e difiigu
gozlendi. Dger metal iyonlari ve NI enzimatik aktivitede dgsik oranlarda

azalmaya neden oldular.



O01mM B10mM

Tablo 3.2. Csitli metal iyonlarin

alkalen proteaz aktivitesi Uizerine etkisi 140
Kullanilan | Kalan Aktivite 120
Metal (%) |
Tuzlarn | 1mM | 10 mM N
CaCl, 77,9 | 119,9( 100 [
KCI 55,6 97,5 __
MnCl , 90,9 83,4 80 - —
NaCl 104,8 96,4
FeSQ, 80,2 89,7 60
CuCl; 99,6 107,2
BaCl, 110,2 112,5
Znso, | 877 | 56,7 7
AIClI 3 82,5 82,5
FeCls 80,6 70,8 20
CoCl, 78,6 66,1
NiCl, 107,5 77,4 0
ZnCl, 50,6 58,7 CaCl2 KCI MnCl2 NaCl FeSO4 CuCl2 BaCl2 zZnSO4 AICI3 FeCl3 CoCR NiCl2 ZnCI2 NH4Ac
NH4AC 64,5 72,4 Sekil 3.9. Cssitli metal iyonlarin alkalen proteaz enzim igkesi Uzerine etkisi.
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3.2.4. Deterjanlarin Enzim Aktivitesine Etkisi

Yuzey aktif Ozellgi bulunan bazi deterjanlarin enzim aktivitesi Uzeri
etkisinin belirlenmesi icin % 0.1 ve % 1 deterjannkantrasyonlarinda ve 3T
sicaklikta gercekkgirilen calsmada aktivite testleri, deterjan eklendikten hemen
60 dakika sonra gercekteildi. Calismada iki farkli kontrol kullanilmtir: Kontrol
1: + 4 °C'ta korunan, oda sicakhina alindiktan 5 dk sonra aktivitesi standart
yontemle belirlenen enzim Oghdir. Kontrol 2: Yalnizca enzim igeren vegdr
ornekler ile birlikte 37C sicaklikta belirtilen strelerde bekletildiktemsa aktivitesi
standart yontemle belirlenen 6érnektiKalan aktivite hesaplanirken; Kontrol 1 icin
elde edilen aktivite dieri % 100 kabul edilngi diger drnekler ve Kontrol 2 icin
kalan aktivite hesaplangtir.

Buna gore; % 0.1 SDS’in, eklendikten hemen sonznemktivitesini % 92'ye
diUsUrdigl, bir saat sonunda aktivitenin batinuyle kaybgidu% 1 degimde ise
aktiviteyi her kgulda durdurdgu gozlendi. Tween 20'nin % 0.1 dgmde
eklenmesinden hemen sonra aktivitenin % 140'a \ldkse ancak 60 dakika
sonunda % 86’ya gerilegli % 1 dersimde ise aktivitenin bgangicta % 150 ve 60
dk sonra % 129'a yukselgi gozlendi. % 0,1 Triton X-100 vaginda aktivitenin
kismen artil, % 1 dergimde ise bglangicta ve 60. dakikada aktivitenin yakla%
150'ye varan oranlarda yuksetdbelirlendi. CTAB’In her iki degiminde de, enzim
aktivitesinin 0Ozellikle bglangicta artfii gozlendi. Son olarak % 0,1 deoksikolat
varliginda aktivitenin yalnizca kiangicta hafifce artmasina kar, % 1 degimde

hem balangicta hem de 60. dakika sonunda belirgin biibislyon saptandi.
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Tablo 3.3. Cgtli deterjanlarin enzim aktivitesine etkisi. (Koak 2: Yalnizca

enzim iceren ve ger ornekler ile birlikte 37C sicaklikta belirtilen sirelerde

bekletildikten sonra aktivitesi standart yontemditlenen ornektiy

Kalan Aktivite
Deterjan % 0 (%) 50
dakika | dakika
92 1
SDS O’lf 1 1
14
Tween 20 O’lf 152 122.
. , 118 112
Triton X-100 0 1f 146 150I
11 1
cme | 0811
Deoksikolat O’lf 123 22
Kontrol 2 100 86




200

W 0 dakika
0O 60 dakika
150
S
)
=
T 100
<
C
<
<
4
50 +
0 _
0,10% 1% 0,10% 1% 0,10% 1% 0,10% 1% 0,10%
SDS Tween 20 Triton X-100 CTAB Deoksikolat

Sekil 3.10. Ceitli deterjanlarin enzim aktivitesi Uzerine etkigkontrol 2: Yalnizca enzim iceren vegdr ornekler ile birlikte 37C

sicaklikta belirtilen strelerde bekletildikten saraktivitesi standart yontemle belirlenen drnektir

Kontrol 2
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3.2.5. Caitli Organik Cozuculerin Enzim Aktivitesine Etkisi

Bazi organik ¢oziculerin enzim aktivitesi Uzeritkeenin belirlenmesi amaciyla, % 10
ve % 30 oraninda organik ¢6ziicu varda 40°C sicaklikta gercekdirilen calsmada 60
dakika bekletilen ornekler ile yapilan aktivite ttesonuglari,Kontrol 1 (+ 4°C’ta korunan,
oda sicakfiina alindiktan 5 dk sonra aktivitesi standart yanéebelirlenen enzim 6rgedir)
icin alinan aktivite dgeri % 100 kabul edilerek, kalan aktivitgeklinde ifade edildi.
Calismada kullanilan gier kontrol; Kontrol 2: yalnizca enzim iceren ve gdir ornekler ile
birlikte 40°C sicaklikta belirtilen surelerde bekletildiktemsa aktivitesi standart yontemle

belirlenen ornektir.

40°C'ta diger ornekler ile birlikte 60 dk boyunca inkibe edilenzim 6rnginin
baslangictaki aktivenin ancak % 2.3'UnlU koruyabilmeskagin, % 30 DMSO varfiinda %
93.1'ini, % 10 aseton veya izoamilalkol v@rhda yaklaik % 69’unu korudgu belirlendi.
Izopropanol, etanol ve asetonitrilin farkli darileri sicakhik kararlilgini Kontrol 2'ye

goreceli olarak 25 keze varan oranlarda gatdiler.

Tablo 3.4. Cgtli organik ¢ozucilerin enzim aktivitesine etkile(Kontrol 2: Yalnizca
enzim iceren ve ger ornekler ile birlikte 48C sicaklikta belirtilen strelerde bekletildikten
sonra aktivitesi standart yontemle belirlenen otirgk

Organik Kalan
ganix % | Aktivite
COzucu (%)

Aseton :1)’8 68;
Etil Alkol ég ig’g
Metil Alkol ég 421‘71’471
izopropanol 10 >7.3
30 12,7

. ) 10 69,6
Izoamil alkol 30 50.8
10 55,3

DMSO 30 93,1
. 10 46,3
Asetonitril 30 8.1
Kontrol 2 2,3




100 —

40
) I I
. |

10% | 30% | 10% | 30% | 10% | 30% | 10% | 30% | 10% | 30% | 10% | 30%

Kalan Aktivite (%)

Etil Alkol Metil Alkol izopropanol | izoamil alkol DMSO Asetonitril  [Kontrol
2

Aseton

Sekil 3.11. Csitli organik ¢ozuculerin enzim aktivitesine etkile(Kontrol 2: Yalnizca enzim iceren vegdr ornekler ile birlikte 48C

sicaklikta belirtilen sirelerde bekletildikten saraktivitesi standart yontemle belirlenen érnektir
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3.2.6. Baziinhibitorler ve Kimyasallarin Enzim Aktivitesi Uzeri ne
Etkisi

Cesitli kimyasallarin enzim aktivitesi Gzerine etkilein irdelenmesi amaciyla
EDTA, PMSF, B-ME ve DTT varfiindaki enzim aktivitesi deerlendirildi. 37°C'ta,
10 mM EDTA, PMSF ve B-ME ve 0.5, 1 ve 10 mM DTTrivéanda gerceklgirilen
aktivite testlerinin sonuclariKontrol 1 ( + 4°C’ta korunan, oda sicakina alindiktan
5 dk sonra aktivitesi standart yontemle belirleeezim orngidir) icin elde edilen
degser % 100 kabul edilerek, kalan aktiviteggeleri seklinde hesaplandi ve Tablo
3.6'da gosterildi. Cagmada kullanilan gger kontrol; Kontrol 2: yalnizca enzim
iceren ve dier 6rnekler ile birlikte 37 sicaklikta belirtilen stirelerde bekletildikten

sonra aktivitesi standart yontemle belirlenen 6tinek

10 mM EDTA varlginda 30. dakikada, enzimin gi@ngictaki aktivitesinin
ancak % 32.22’'sini koruyabilgi, 10 mM PMSF varkiinda % 80’e yakin oranda
inhibe oldgu, 10 mM BME ile bglangi¢ aktivitesinin yarisindan fazlasini korgdu
ve 10 mM DTT igin bu dgerin yaklgik % 88’e ulgabildigi gozlendi. Dger 6rnekler
ile birlikte 37°C’'ta 60 dk siireyle imkiibe edilggontrol 2, enzimin balangigtaki
aktivitesinin Kontroll) yaklasik % 61’ini korudu.

Tablo 3.5. Bazi inhibitorler ve kimyasallarin enziaktivitesine etkileri.
(Kontrol 2: Yalnizca enzim iceren vegdr Ornekler ile birlikte 37C sicaklikta
belirtilen sirelerde bekletildikten sonra aktivitestandart yontemle belirlenen
ornektir)

Kalan Aktivite (%)
5dak | 10dak| 30 dak
10 mM EDTA 50,07 46,73 32,22
10 mM PMSF 19,3 18,72 16,69
10 mM B-ME 53,27| 40,06 53,12
0,5mM| 56,75 45,86/ 55,15
DTT 1 mM 53,120 52,83 59,36
10 mM 87,81 87,52 74,6
Kontrol 2 61,1 59,8/ 60,96

Kimyasal Madde
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100,0
05 dakika @ 10 dakika 0O 30 dakika

80,0+

S 600+
g
=

£ ,
<
c
[

< 40,0+
4

20,0

0,0

0,5 mM ‘ 1mMm ‘ 10 mM
10 mM EDTA | 10 mM PMSF | 10 mM B-ME DTT Kontrol 2

Sekil 3.12. Bazi inhibitérler ve kimyasallarin enzektivitesine etkisi. (Kontrol 2Yalnizca enzim iceren vegdr drnekler ile birlikte
37°C sicaklikta belirtilen strelerde bekletildiktemsa aktivitesi standart yontemle belirlenen 6rnekti
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3.2.7. Caitli Maddelerin Enzim Aktivitesi/Sicaklik Kararhli gi
Uzerine Etkisi

Bazi effektér maddelerin enzimin sicaklik karaghli Gzerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla gliserol, etilen glikol, DMSBEDTA ve CaCSun kullanildig
bir calsma gerceKklgtirildi. Bu effektor maddelerin farkl degimleri ile 5°C’ta 30
ve 60 dakika inkube edilen 6rnekler standart atdivestine alindi. Caimada iki
farkh kontrol kullanildi:Kontrol 1: + 4°C’ta korunan, oda sicakhina alindiktan 5
dk sonra aktivitesi standart yontemle belirleneaiendrngidir. Kontrol 2: Yalnizca
enzim iceren ve ger ornekler ile birlikte 58C sicaklikta belirtilen sirelerde
bekletildikten sonra aktivitesi standart yontemtditenen ornektir.Kalan aktivite
hesaplanirken; Kontrol 1 icin elde edilen aktiviteseri % 100 kabul edilngi diger

ornekler ve Kontrol 2 icin kalan aktivite hesaplasgtmn.

CaCt ile 1, 2, 5 ve 10 mM konsantrasyonda gercgkleen testlerde enzim
kararhhiginin konsantrasyon agtiile dogru orantili olarak art@n belirlendi. 10 mM
CaCb varliginda, enzimin bgangictaki aktivitesini 58C'ta 60 dk boyunca % 90.9
oraninda, ilk 30 dk da ise yakla % 100 oraninda korugu gozlenmgtir. 5 mM
CaCl varliginda korunma orani ilk 30 dakikada % 80 ve 60. kidka % 73'tlr.
Enzim % 30 oraninda etilen glikol iceren ortamdévatiesini ilk 30 dakikada % 48
oraninda korurken, % 30 DMSO ve gliserol ile ayimesle % 90’a varan oranlarda
kararl kalmgtir. 5 mM EDTA varlginda aktivite % 1’e dg§mUstdr.
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Tablo 3.6. Cgtli maddelerin enzimin sicaklik karargh Gzerine etkisi
(Kontrol 2: Yalnizca enzim iceren vegdr ornekler ile birlikte 56C sicaklikta

belirtilen sirelerde bekletildikten sonra aktivitestandart yontemle belirlenen

ornektir)
Kalan Aktivite (%)
Madd K t
adde | RonSantrasyonr ) jakika | 60 dakika

Gliserol % 10 24,1 4,9
% 30 91,4 90,5
Etilen % 10 29,2 3,8
Glikol % 30 49,2 35,0
% 10 35,5 8,9
DMSO % 30 84,0 69,3
EDTA 5 mM 1,0 1,0
1 mM 40,6 13,9
2 mM 50,5 349
CaCl 5 mM 80,5 72.8
10 mM 99,7 90,9
Kontrol 2 3,5 2,5




30 dakika B 60 dakika

100

80
60
40

|

10% 30% 10% 30% 10%

Kalan Aktivite (%)

oM 2mM s mu

CaCl2 Kontrol

30%
Gliserol Etilen Glikol DMSO

Sekil 3.13. Ceitli maddelerin enzimin sicaklik kararfgh tGizerine etkisi. (Kontrol 2Yalnizca enzim iceren vegdr 6rnekler ile birlikte

50°C sicaklikta belirtilen surelerde bekletildiktemsa aktivitesi standart yontemle belirlenen 6rnekti
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Sekil 3.13'de verilen sonuclar gozetilerek, 10 mMGEAIN 60 °C'ta enzim
kararliligi Gzerine etkisi ayrica g@erlendirildi. Buna goére enzimin 10 mM CacCl
varhiginda ilk 30 dk sonunda klangictaki aktivitesinin % 59,25’ini ve 60 dakika
sonunda % 39,9'unu korugu gozlendi. Buna kam yalnizca enzim iceren ve
diger ornekler ile 60°C'ta bekletilenKontrol 2 icin kalan aktivite, 30 dakika
sonunda % 14.9 ve 60. dakikada % 4.5 bulundu.

[0 30 dakika B 60 dakika

100

80

60

40

Kalan Aktivite (%)

20

=

10 mM CacCl2 Kontrol 2

Sekil 3.14. CaGlun 60 °C’ta enzimin sicaklik kararlgq tzerine etkisi
(Kontrol 2: Yalnizca enzim iceren vegdr ornekler ile birlikte 68C sicaklikta
belirtilen sirelerde bekletildikten sonra aktivitestandart yontemle belirlenen

ornektir.
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10 mM EDTA’nin enzim aktivitesini 37C’ta bllyiik oranda inhibe efti buna kagin
10 mM CaC} varliginda aktivitenin 50 ve 68C’ta bllyiik oranda korungu gozetilerek 5 mM
EDTA'nin 10 mM CaC} varligindaki etkisi 37C ve 60°C’ta ayri ayri irdelendi. Buna gore; 5
mM EDTA ve 10 mM CaGl varliginda 37°C'ta, 5 ve 10. dakika sonunda stangictaki
aktivitenin (Kontrol 1) yaklgk % 99 oraninda korungu, 30 dakika sonunda ise kalan
aktivitenin yaklgik % 113 oldgu belirlendi.

Tablo 3.7. 10 mM Ca@ke 5mM EDTA varlginda enzim aktivitesi (Kontrol 2¥alnizca
enzim igceren ve ger drnekler ile birlikte 37C sicaklikta belirtilen sirelerde bekletildikten

sonra aktivitesi standart yontemle belirlenen otirgk

Kalan Aktivite (%)
Kullanilan Madde
5 dak 10 dak 30 dak
10 mM CacCl, 84,07 97,15 100,91
5 mM EDTA 43,73 44 88 41,25
10 mM CaClk+5 mM EDTA 98,43 98,91 113,26
Kontrol 2 65,23 55,24 45,85




60

05 dakika [ 10 dakika W 30 dakika
120

100

[00]
o

Kalan Aktivite (%)
o
(@]

IN
(@]

20

10 mM CacCl2 5 mM EDTA 10 mM CacCl2+5 mM EDTA Kontrol

Sekil 3.15. 10 mM CaGlve 5 mM EDTA varlginda 37C’ta enzim kararliii. (Kontrol 2: Yalnizca enzim igceren vesdr 6rnekler ile
birlikte 37°C sicaklikta belirtilen siirelerde bekletildiktemsa aktivitesi standart yontemle belirlenen 6rnekti
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Ayni calsmanin 60°C'ta gerceklgtirildi gi kararlilik testinde, yalnizca 5 mM EDTA
varliginda aktivitesinin tamamini kaybeden enzimin, 10 @Q&Ch+5 mM EDTA varlginda 5,
10 ve 30 dakika sonundaki kalan aktivitezeeri sirasiyla % 96, % 100 ve % 62 bulundu.

Tablo 3.8. 66C’'ta 10 mM CaCJ ve 5 mM EDTA varlginda enzim kararlg (Kontrol
2: Yalnizca enzim iceren vegdr ornekler ile birlikte 60°C sicaklikta belirtilen surelerde

bekletildikten sonra aktivitesi standart yontemdditienen ornektiy

Kalan Aktivite (%)
5dak| 10dak 30 dak

10 mM CacCl, 92,33| 96,96| 69,56

Kullanilan Madde

5 mM EDTA 0 0 0

10 mM CaCl,+5 mM EDTA | 96,05| 100,34 61,7§

Kontrol 2 8,79 0 0




O5 dakika @10 dakika B 30 dakika
120

100

(0]
o

Kalan Aktivite (%)
(o))
o

N
o

20

10 mM CacCl2 5 mM EDTA 10 mM CacCl2+5 mM EDTA Kontrol

Sekil 3.16. 10 mM CaG#k5 mM EDTA varlginda 66C’ta enzim enzim kararligi. (Kontrol 2:Yalnizca enzim iceren veger
ornekler ile birlikte 66C sicaklikta belirtilen siirelerde bekletildiktemsa aktivitesi standart yontemle belirlenen 6rneki

62
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3.3. Zimogram Analizi Sonuclari

Saflgtinlan enzimin molekiler buyukgi, SDS/PAGE analizinde kullanilan molekiler
belirtecte yer alan karbonik anhidraza (29 kDa)géli olarak 27-28 kDa tahmin edildigkil
3.14.A). Buna kann kismen saflgirilan enzim denatlre edici olmayan (nativ) PAGE
analizinde jele girmedi.

Bacillus sp. GYTE-L1 alkalen proteazi ile yapilan, jelatgerien ve SDS-PAGE ilese
zamanl yudratilen zimogram jeBekil 3.14.B’'de verildi. Zimogramda proteolitik akiie

sonucu olgan acik renkli zon jelin tst kenarina yakin birdgile gdzlendi.
A B

Sekil 3.17.Bacillussp. GYTE-L1 alkalen proteazi SDS-PAGE ve zimogramaliai. Jel
A: SDS-PAGE Analizi: Kuyu 1. Native PAGE dye ile ff&nmis havuz 1, Kuyu 2. “Cracking”
tampon ile yioklenmgi havuz 1, Kuyu 3. Molekulergarlik belirtecleri (karbonik anhidraz: 29,
ovalbumin: 45, Bovin Serum Albumin: 66, Fosforilaz 97.4,3-galaktosidaz: 116, miyozin:
205 kDa), Jel B: Zimogram analizi: Kuyu 1. NativA®E dye ile yiklenmi havuz 1, Kuyu 2.
“Cracking” tampon ile yuklenmgihavuz 1, Kuyu 3. Molekulergalik belirtegleri (karbonik
anhidraz: 29, ovalbumin: 45, Bovin Serum Albumir, 6-osforilaz b: 97.4p-galaktosidaz:
116, miyozin: 205 kDa).
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4. TARTISMA VE SONUC

Alkalen proteazlar serin proteazlarin (E.C. 3.4.21) tipi olan bir enzim
grubudur. Cgtli proteazlarin katalitik mekanizmalari arasirfdekliliklar olmasina
kargin, bu gruptaki enzimler ayni kimyasal reaksiyopani proteinlerin yapisinda
bulunan peptit banin hidrolizini katalize ederler (Nduwimanee ark., 1995;
Horikoshive ark.,1999; Maurer, 2004).

Alkalen proteazlar deterjan endustrisinde, gidaustrsinde sit Urlnlerinin
olusturulmasi ve besinlerin tatlandirilmasinda, dakital killarin uzaklatiriimasi ve
daha purizsuz deri yuzeyinin elde edilmesinde wagfafcilikta filmlerin tGzerinde
bulunan gumgiin geri kazaniimasinda kullaniimaktadir (Singé ark., 1999).
Ayrica ilag sanayi, firincilik, yakit, hayvan yemmalati, mgrubat, tekstil, kait,
tani ve kimya endustrilerinde de kullanim alaniahigtirler (Raove ark.,1998;
Kumarveark.,1999; Kirkve ark.,2002).

Alkalen proteazlar bitkisel, hayvansal ve mikrobiya@kenli kaynaklardan
elde edilebilirler. Ancak endustriyel kullanim icmikrobiyal kdkenli proteazlar
tercih edilmektedir. Bunun temel nedenleri; koldyzlh ve ekonomik olarak
uretiimeleri, geni pH aralginda ve farkli sicaklik dgrlerinde reaksiyon

gOsterebilmeleridir (Nduvimanae ark.,1995; Siezen ve Leunissen, 1996).

Alkalen proteazlar deterjanlara, su, kir, kan lekieldeki protein kokenli
kisimlarin cikarilmasini kolayarmak Uzere eklenir. Bazi deterjanlar klorin
beyazlaticilar icerir ve klorinlerin enzimleri inake etmesini engellemek Uzere
(6zellikle alkalen keullarda) deterjan bikemlerine enzimi kararh kilacak bir
sistemin parcasi olarak katilirlar. Proteaz/klarjumsuzlgu, enzimin gidasieme
endustrisinde temizlik ajanlarinin  bir parcasi akar yaygin sekilde
kullanilamayginin bglica nedenlerinden birisidir ve yeni alkalen pratean
arggtirlimasinin gerekcgelerinden birisini gturur (Singh ve ark., 2001)

Son yillarda ultrafiltrasyon ve ters ozmoz gibi niean prosesleri atilsleme,

sut ve merubat endustrilerinde buyik bir 6nem kazagtmi Bu sirecleri sinirlayan
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temel faktorler; aly hizinda membran tikanmalarinaghaazalma ve membran
temizliginin maliyeti arttirmasidir. Enzim temelli bir basak ile birlikte veya
enzim kullanilmaksizin asit ve alkali ile muamelgeleneksel temizlik
uygulamalarinda kullanilan ana basamaklardir. Kullen enzimler daha c¢ok
mezofilik organizmalardan izole edilmekte, dar bpH aralginda, 1hmh
sicakliklarda cajmakta ve deterjanlara kartoleranslari sinirl olmaktadir. Buna
karsin alkalen proteazlar yiuksek pH ve sicakliklardasfaktanlar ve kaotrofik
ajanlarin variginda optimal aktivite gostermekte, bu 6zelliklerilari endustriyel
uygulamalar icin elvegli kilmaktadir. Kumar (2002) tarafindan izole edil®.
pumilusMK®6-5’in sicaklik kararhlgl gosteren alkalen proteazi, gepH ve sicaklik
araliklarinda cagabilme vyeterlilgi ve deterjanlara toleransina ghaolarak, bu
baglamda sinirlayici nitelikler t@ayan mezofilik proteazlara benzemeyen ve bu
nedenle de ultrafiltrasyon membran teng@eicin ¢cok yararli olabilecek bir enzimdir
(Kumar, 2002).

Proteazlarin peptit sentezinde ve proteilerimesinde kullaniimasinin ¢ok
sayida avantajl vardir. Ancak bu yakta, organik ¢ozicu vaglinda kararl olan
proteazlarin hazirlanmasini gerektirir. Proteazlanel olarak akkan olmayan
ortamlarda cok djilk hizda reaksiyon verirler veya inaktive olurl&u nedenle
cbzlcuye direncli proteazlarin gnailmasi gincel bir ¢cajma alanidir. Enzimleri
organik c¢oOziculerin vagiinda kararli kilmak uGzere, kimyasal modifikasyon,
immobilizasyon, protein muhendiglive yonlendirilmg evrim gibi ¢aitli fiziksel,
kimyasal yontemler ve rekombinant DNA tekniklerillamilir. Son yillarda organik
cbzlculere toleran bazi mikroorganzimalar raporn@gi ve bu organizmalarin
enzimlerinin ¢oziclden yana zengin ortamlardastgall saptanmgtir. Cozlcu
kararliligi goOsteren proteazlar c¢ozuculere toler&@seudomunasve Bacillus
turlerinden izole edilmstir (Gupta ve ark., 2005). Coziculere direriRliaeruginosa
PseA soyu topraktan izole ediknre geng bir organik ¢oztici grubu icinde aktif

olan yeni bir alkalen proteaz salgilgdielirlenmitir (Gupta ve ark., 2005).

Farkli Bacillustirleri tarafindan uretilen proteazlarin yalnizigderi degil, pH
ve sicaklik optimalleri de farklihk gosterir. Aga yuksek sicaklik ve pH
degerlerinde §lev gérme yeterlilikleri de farkhdir. Ancak, siddk kararliligi olan

enzimlerin Ozellikle sicak sever mikroorganizmatarafindan uretileggne iliskin
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mutlak bir bulgu yoktur. Buna kgin sicak sever bakterilerin sicaklik karagilolan
proteinler Uretmeansi daha buyiktuBacillus tirlerinden izole edilen ¢ok sayida
sicaklga dayanikli proteaz rapor edigtir. Proteazlar fizikokimyasal ve katalitik
Ozellikler yoniinden de genbir cesitlilik gosteren yuksek derecede kargriabir

enzim grubudur (Kaur ve ark., 2001).

Bu tez camasinda Gonen Rallicasi’ndan izole edilnsi yerel Bacillus sp
GYTE-L1 soyu, alkalen proteaz enzimini elde etmekra, biyolojik kaynak olarak

kullaniimistir.

Bacillussp. GYTE-L1 soyunun alkalen proteaz uretkgnlh hiicre biyumesi
ile birlikte dezerlendirildigi ilk denemelerde, enzimatik aktivite logaritmikzfa
sonlarina d@n hicre bluyumesi ile paralellik gostegnen yuksek aktivite (450
U/ml) kaltarin 72. saatinde, dytan fazin bglarinda ortaya ¢cikmive yaklgik 120.
saate kadar bu dizeylerde devam ettikten sonra, gddite yakkak 230 U/ml
dizeylerine inmytir (Battal, M, 2004).

Bu tez projesi kapsamindgacillussp.GYTE- L1 soyunda hiicre buylimesi ve
alkalen proteaz uretiminin yeniden ggelendirilmesi amaciyla yapilan gahada,
GYTE-L1 soyunun 6nceden hazirlagmi20°C stok kultirii, LB Broth besiyerinin
asllanmasinda kullanildi. 1/100 oranindglanan onkultir 37 °C'ta 170 rpm’de
calkalanarak gece boyu inkube edildi.

Ana kultir calgmasinda, % 1 jelatin iceren Nutrient Broth besi,yggce boyu
blyutulen 6nkaltar ile 1/100 oranindailandr ve 37 °C’'ta 170 rpm’de calkalanarak
inkUbe edildi. Kaltir stresince belirli araliklaridinan 6rneklerde hiicre blylumesi
(ODgog) Ve aktivite (ORgp) tayini yapildi. Bu cabma ile kdltirde en iyi hiicre
blylmesi ve enzim aktivitesi gerlerinin alindgl zaman ara@ belirlendi. Hicre
blylumesi ve enzim Uretimi yoninden en uygun zamkiltiirin 64. saati oldiu
sonucuna varildl ve saflarma calsmalari icin enzim tretiminin yapilgh kultarler
64. saatte toplandSékil 3.1). Alkalen proteaziBacillus sp. GYTE-L1 hcreleri
tarafindan en yuksek dizeyde urefiidevre daha once yapilan optimizasyon
calismalarinda (Battal, 2004) go6zlenene yakin olmaklaikbe, gerek hicre

blylumesi gerekse enzim sentezinin ilk denemelerdékeye ulgmadgl gozlendi.
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Ayni zamanda lipaz Ureticisi olan GYTE-L1 soyu,a#a proteazdan farkli olarak
bu enzimi hicre buyimesinin erken evresinde veaygdkll0 saat boyunca etkin

sekilde tretmektedir.

Alkalen proteaz sentezi konstitutif olmayip, enzfarkli karbon ve azot
kaynaklarinin varfiinda farkli duzeylerde Uretilmektedir. Ferrero wi.a1996)
60°C’ta ve pH, 9.0'a kadarki pH derlerinde buylime yetepmde olan B.
licheniformis MIR29 ile yaptiklari ¢cama sonucunda, kazeinin enzim sentezini
uyardgini, ayrica kaltur dst sivisinin amino asit ve geptien (10 kDA'dan kiuguk
molekuller) arindinimagy kosullarda aktivitenin azal@ini gozeterek, enzim
dretiminin son Urdn inhibisyonu ile dizenlenebi@oe 6nermglerdir. Hicre
blylmesi sirasinda denenen nitrojen kaynaklarindme, enzim Gretimini
baskilamg, buna kagin proteaz sentezi diik miktarda amonyum vaginda
etkinlegsmistir. (Ferrero ve ark., 1996).

Literatiirde zorunlu alkolofilikBacillus soyu P-2’den izole edilen ve sicaklik
kararlhligi gosteren alkalen proteaz, bu soy tarafindan %uKog ile % 0.25 pepton
ve maya Ozutu iceren besi yerinde en egjekilde dretilmgtir. Kaltir ortamina
inorganik nitrojen kaynaklarinin eklergikosullarda proteaz uretimi % 90’a varan

dizeylerde baskilangtir (Kaur ve ark., 2001).

Alkalen proteaz Uretimi besi yerinde hizla metabmliedilebilen nitrojen
kaynaklari (amino asitler veya amonyum gibi) tardéin baskilanir. Kiigtgekerler
ve mineraller gibi dier besi yeri bilgenleri de sentezlenen enzim miktarini etkiler.
Zorunlu alkalofilik olan Bacillus P-2 soyu pH, 7.5'in altindaki derlerde
bliylimezken, 3C'ta optimal olmak Uzere 15-45 aralginda blyUumitir. Bu
calismada besi yeri olarak 5g/l pepton, 1.5 gélisozutia, 5 g/l NaCl ve 1.5 g/l maya
Ozutd kullaniimgtir. Gece boyu bayutulen 6n kaltdr ile 1/100 oralargilanan 50
ml besi yeri, 250 ml erlende icinde dgam kaullarda 30C’ta gece boyu
bayutidlmitur. 12000 g'de 20 dk santriflj edildikten sonraleeledilen st sivi
enzim kayngl olarak kullaniimgtir. Besi yerinde inorganik azot kaynaklarinin
(NH,CI, (NH,),SO, ve dre) bulunmasi enzim Uretimini azaktm (Kaur ve ark.,
2001).
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Banerjee ve ark., (1999) alkalofili8. brevisden alkalen proteaz uretimini
optimize etmek Uzere farkli pH ve sicakliklari daigerdir. 37 ve 58C sicakliklar
ile pH, 9.0-11.0 aralt bu amacla test edilgtir. Gece boyu buyultileB. brevis
hicreleri ile ailanan 100 ml ana kulttir 500 ml flask icinde 20énige 37C’ta 96
saat buyuatilmgtdr. Hucreler santrif(j ile ayrildiktan sonra ustisin icerdgi hiicre
disi proteaz enzim kaygaolarak kullaniimgtir. 60°C’ta ve pH, 9.0’a kadar olan pH
degerlerinde biyume yetepmde olanB. licheniformisMIR29 proteazlar Uretmek
Uzere bsata laktoz olmak Uzere glukoz ve sukroz gibi farkétirbon kaynaklarini
kullanmakla birlikte, sicaklik kararlilgr gosteren proteazin etkin Uretimi igin

kazeinin en iyi karbon kaygaoldugu belirlenmgtir (Ferrero ve ark., 1996).

GYTE-L1 soyunun proteaz aktivitesinde daha Once&neainelere (Battal,
2004) goreceli azalmanin ¢dwa nedeninin, besi yerindeki jelatin miktarinin %
4'den % 1’e indirilmesi oldgu sonucuna varilrgiir. Besi yeri Ust sivisindaki
yuksek jelatin miktari, safirma basamaklarinda, 6zellikle de amonyum sulfat
peletinin ¢bzilmesi samasinda ve yapilan diyalizlemlerine rgmen o6rngin
yuklendggi ilk kolon materyalinde hasara yol agarak soruraegt&! icin besi yerine
eklenen jelatin miktar1 % 1'e cekilgtir. GYTE-L1 proteazi ile sivi kiltirde jelatin
varhiginda ulailan enzim Uretkeni kazeine goreceli daha ylksek ofduve enzim
uretimi jelatin miktarindan etkilengii icin, enzim Uretiminin jelatin ile uyarilg

sonucuna varilntir.

Tez calgmasi kapsamindaBacillus sp. GYTE-L1 alkalen proteazini
saflgtirma surecinde, amonyum sulfat coktirmesi ve diyglemlerinin ardindan
capraz bgl agaroz birimleri ve fonksiyonel grup olarak daakerner amonyum (-
CHoN*(CHs)sz iceren Q-sefaroz anyon glgim kromatografisi uygulanrgir. Q-
sefaroz kolonundan elde edilen fraksiyonlarda SB&P analizleri yapilarak,
alkalen proteazin aktivitesinin vegéir proteinlere goreceli miktarinin daha yiksek
oldugu fraksiyonlar secilmtir. Q-sefaroz iyon désim kramotografisi ile elde
edilen fraksiyonlar arasindan 16-32. fraksiyonlanzim icergi ve aktivitesi
yoninden zengin bulunmgiwr. Q-sefaroz kromatografisi sonunda alkalen gant
spesifik aktivitesinin yakkgk 8 kat arttgi gozlenmgtir. Secilen fraksiyonlarin
toplanmasi ile olgturulan havuz, érsiemlerin ardindan Sefakril S-100 kolonuna

yuklenmitir. Allil dekstran / N,N- metilenbisakrilamit birimlerinin capraz
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baglanmasi ile elde edilen Sefakril S-100’den elddesdiaktif fraksiyonlardan 4
ayri havuz olgturulmuwstur. Bu havuzlar arasinda alkalen proteaz fgelaha zengin
ve aktivitesi daha yuksek olan havuz 1 (37-45.d9r@knlar) daha sonrak§lemlerde
enzim kayngi olarak kullaniimgtir. Havuz 1'de yapilan aktivite testi ve Bradford
analizi sonuglari, enzimin kolon o©ncesi dtaegoreceli 5-6 kez safiagini
gostermgtir. Coomassie Blue G-250 boyasinin kullar@iidBradford yontemi, hizl
ve da@ru sonuclar vermesinden dolayi protein miktar tayde en cok tercih edilen
yontemler arasindadir (Scopes, 1994). Saffaa slrecinin sonunda enzimin
spesifik aktivitesinin 81.80 U/mg ve saflama veriminin % 51,63 oldiu

belirlenmitir.

Bu tez caymasinda kullanilan teknikler ve safimma basamaklari, uygulani
sirasina gore bazi farkhliklar gosterse de gendhmada daha ©nce yapilni
calismalara benzer niteliktedir. LiteratirdBacillus subtilis proteaz enziminin
saflgtirlmasinin  amaclangh bir calsmada amonyum sulfat c¢oktirmesinin
ardindan oncelikle DEAE-Sefaroz iyongigm kromatografisi, ardindan da Sefakril
S-200 jel filtrasyon kolon kramotogafisi uygularsmenzim 37 kez saf§ariimis ve
saflgstirma surecinin ardindan spesifik aktivitesi 39.4nd hesaplanngtir (Yangve
ark., 1999). Yapilan der bir calsmada, Bacillus licheniformis soyundan
keratinazin safidirilmasi amaclanmngtir. Saflgtirma basamaklarinda dncelikle CM-
seltloz iyon dgisim kromatografisi kullanilny ve enzim 43 kez safiariimistir.
Iyon desisim kromatografisi ile elde edilen 6zit, Sefadekg%jel kromatografi
kolonundan sizulmiir. Bu iki kromatografik yontemin ardi ardina lkanildgi
saflgtirma sureci sonunda enzim 70 kat saftdmis ve spesifik aktivite deeri
5.990 U/mg olarak belirtilngtir (Xiang ve ark.,1992).

Singh ve ark., (2001) tarafinddh sphaericusproteazini izole etmek lzere
yapilan cagmada kulttr tst sivisi, molekdllerin gggi 10 kDa ile sinirlayan bir
membranin bulundiu ultrafiltrason sistemi kullanilarak, 10 kez konsa edilmg
ve ardindan % 70 amonyum sulfat ¢oktirmesi ile dédra konsantre edilmstir.
0.025 M, pH, 9.0 Tris-HCI tamponda c¢o6zllen c¢okelakni tampona kar gece
boyu diyaliz edilmgtir. 1.0X10 cm fenil agaroza (hifrofobik etkgien
kromatografisi) yuklenen o6zutten ©6nce kolonaglaamayan proteinleri igeren

fraksiyonlar ve ardindan kolonaglanan proteinler dgrusal etilen glikol gradyani
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kullanilarak alinmgtir. Fenil agaroz kolonundan elde edilen ve aktdtg@az iceren
fraksiyonlar Q-sefaroz iyon @eim kromatografisine alinmgtir. Fraksiyonlar, 0-1
M NacCl gradyani ile elde edilstir (Singh ve ark., 2001).

Uc noktada sicaklik kararlgh gosteren bir proteaz Ureten sicak seBer
StearothermophilusF1, hurma dallarindan izole ediktit. IsI muamelesi,
ultrafiltrasyon ve jel filtrasyon kromatografiseilsaflgtiriimis ve spesifik aktivitesi
128 kez artngtir. Molekuler buyiklgi SDS/PAGE ile 33.5 kDa ve jel filtrasyon ile
yalnizca 20 kDa bulunmtur (Rahman ve ark., 1994).

Alkalofilik B. pumilus MK6-5'den izole edilen alkalen proteaz, amonyum
sulfat coktirmesi, iyon dgstirme ve jel filtrasyon kromatografileri ile
saflgtirilmistir. Saflagtirilan enzimin molekiler buyukgi, SDS/PAGE ile 28 kDa
olarak tahmin edilnsive jel filtrasyon kromatografisinde, molekdiler lilyigt 26.7
kDa olan subtilisin Carlsberg’den biraz daha erkentlmitiir. Bu da proteazin bir
monomer oldguna karet etmgtir (Kumar, 2002).

B. subtilisPE-11 soyundan izole edilen ve sicaklik kar&rligOosteren serin
alkalen proteaz, % 50 ve 70 amonyum sulfat ¢coktdrme sefadeks G-200 jel
filtrasyon kromatografisi (0.1-1.0 M NaCl gradyale) kullanilarak saflgtirilmistir.
Molekuler buyukligh SDS/PAGE ile 15 kDa olarak tahmin ediftii. Kazeinin
substrat olarak kullanilgh kosullarda optimal sicaklik ve pH derleri sirasiyla,
60°C ve 10.0 bulunmyur (Adinarayana ve ark., 2003).

Bacillus sp. GYTE-L1 proteazinin SDS/PAGE’de gb6zlenen midiek
blayukligtinin yaklaik 27-28 kDa olmasina k@n, proteinin nativ jele girmemesi
ve zimogramda proteolitik aktiviteygaret eden acik renkli zonu§ekil 3.17.B)
jelin hemen st kenarinda yer almasinin yanindaf pfoteinin, Sefakril S-100
molekiler elekten toplanan erken fraksiyonlardaubmasi $ekil 3.4); proteinin
yuksek molekiler @rlikli ve daha karmgk yapili olabilecgini disindurmigtar.
Bu konuya daha sonra yapilacak molekulgrlg tayinine yonelik kromatografik

calismalar eliyle aciklik getirilecektir.

Gupta ve ark., (2005) topraktan izole edilnaeruginosaPseA soyundan

genk bir organik ¢ozucu grubu icinde aktif olan yenr lilkalen proteaz elde
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etmislerdir. Q sefaroz iyon désimi ve fenil sefaroz 6FF hidrofobik etkien
kromatografileri kullanilarak, % 60 verimle ve 1kéz saflatiriimistir. Enzim, pH,
7.0-9.0 arafiinda aktif ve pH, 6.0-9.0 arginda kararl olup, optimum reaksiyon
pH’siI 8.0'dir. Enzimin, SDS/PAGE’de gtzlenen molekuiler blygidin 35 kDa
olmasina kann, denaturleyici olmayan zimogramda aktif bandaklgsik 160 kDa

biyukligiinde olmasi  nedeniyle buyik ve kompleks bir protelabilecgi
dUstndimistar.

Bacillus sp. GYTE-L1 proteazini saffiarma strecinde kullanilan Q sefaroz
iyon dezisimi kromatografisinde baskin aktivitenin gorufdiifraksiyonlarin danda
aktif bir diger tepegiin gorilmesi, ancak bu tepeye fagelen fraksiyonlarin
protein profillerinin farkh olmasi; bu tez catnasinin biyolojik materyalini
olusturan Bacillus sp. GYTE-L1 soyunun birden fazla proteaz Uretebimi
dUstndurmtar (Fraksiyon 93-107%ekil 3.2 ve 3.3).

B. licheniformis MIR29'un hiicre du proteaz aktivitesi Ferrero ve ark.
tarafindan (1996) % 1 jelatin iceren SDS/PAGE (limb¥iirdelenmy ve proteolitik
aktiviteye garet eden iki zon gozlengtir. Nativ jel kullanilan denemede de ayni
sonu¢ alinngtir. Denattrleyici jellerin kullanildii elektroforez cagmalari, alkalen
proteaz aktivitesi gosteren ve molekuler blyukliikks ve 40 kDa olan 2 protein

bandinin variiina saret etmtir.

Singh ve ark(2001),Himalaya'daki alkali topraklardan izole edilen zohu
alkolofilik B. sphaericuslan saflatirdiklari ki hicre dy alkalen proteazi
karakterize etmglerdir. Bu iki enzim benzer substrat 6zgulluklerosterirken,
molekiler buyukltkleri ve hidrofobik 6zellikleri thirinden farkli bulunmgtur.
Proteaz A 28.7 kDa buyuktiinde ve monomerik olgu halde, proteaz B 68.0 kDa
proteazlarindan farkli olarak, proteaz A ve B Cossia blue R250 ile, proteinin
biayuk miktarlarinin yiklendi kosullarda bile boyanmamive gumig boyama
yontemi ile c¢ok zayif boyanmtir. Proteaz A ve B, SDS/PAGE icgin jele
yuklenmeden ve kaynatilmadan once Uzerlerine PMISEndigi kosullarda jel

Uzerinde g6zlenebilmgiir (Singh ve ark., 2001).
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Endustriyel alanlarda oldukca farkl sicaklikzdderinde aktivite gosterebilen
mikrobial alkalen proteazlar kullaniimaktadir. Gegnyillarda B. brevis, B.
licheniformis, B. thermoruber, B. pumilus, B. stahermophilus gibi
mikroorganizmalar kullanilarak, 45-9%C sicaklik arafiinda optimal aktiviteye
sahip proteazlar dretilgtir (Haki ve Rakshit, 2003). YineBacillus tiurlerinde
yapilan cakmalarda proteazlarin, pH 6.0-12.0 gibi getuir aralikta aktivite
gosterebildgi belirtilmistir (Haki ve Rakshit, 2003).

Bu tez cakmasinda gercekgarilen nitelendirme cadmalari sonucunda
Bacillussp.GYTE-L1 soyu tarafindan Uretilen alkalen proteagptimum reaksiyon
sicaklgl 50 °C bulunmuytur. Enzim aktivitesinin 20-50C aralginda arttgl, 55
°C’'ta optimal sicakliktaki aktivitenin % 95'ini kodugu ancak 60°C’ta aktivitenin

hizla azaldil goralmistar.

Alkalen proteazlan nitelendirmek Uzere yapilagittecalismalarda saptanan
bazi optimum reaksiyon sicaklideserleri GYTE-L1 proteazi icin bulunan gere
benzer niteliktedir. Literatirde alkalofiliBacillus pumilussoyundan elde edilen
alkalen proteazin nitelendirilgli calismada, enzimin en iyi aktiviteyi 58C'ta
gOsterdgi ve 60°C’ta aktivitenin buyik oranda korungu gosterilmgtir (Kumar.,
2001). Yapilan bir der calsmada Bacillus horikoshii alkalen proteazinin
nitelendirilmesi amaclanmy bu alkalen proteazin optimum aktivitesini 40-%D
aralginda gosterdgji belirlenmgtir (Joo ve ark., 2002). Baka bir calgmada
Nacordiopsissp.’den saflgtirilan alkalen proteaz icin optimum reaksiyon kiga
50 °C bulunmuytur (Moreirave ark.,2002).Bacillus subtilissoyundan safiarilan
proteaz icin optimal reaksiyon sicaklibenzersekilde 50°C olarak belirlenmitir
(Yang ve ark.,1999).Bacillus cereusalkalen proteazinin camia deterjanlari ile
uyumunun irdelendi bir calsmada enzimin en ylksek aktiviteyi 58C’ta
gOsterdgi gorulmistir. Yine ayni cakmada 30°C, 40 °C ve 60°C sicaklik
deserlerinde enzim aktivitesinin sirasiyla % 70, %2 % 30 oraninda korungu

ortaya konmgtur (Banik ve Prakash, 2004).

Farkli alkalen proteazlarin gensicaklik araliklarinda aktivite gosterebgdi
bilinmektedir. Alkalofilik Bacillus sp. 1-312 alkalen proteazinin optimum reaksiyon
sicaklginin 60-65°C aralginda oldgu bildirilmistir (Joo. ve Chang., 2004). Buna
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karsin Burcholderiasp. soyundan saffarilan proteazin +4C gibi distk sicaklik
degerlerinde aktivite gostergii ortaya konmstur (Jevel., 2000). Yapilan gbr bir
calsmada alkalofilik ve termofilikBacillus sp. PS719 soyundan elde edilen
proteazin optimal reaksiyon sicakhin 75°C oldusu gosterilmgtir (Towatanave
ark.,1999).

Sicaklik Kkararlilgi goOsteren bir proteaz Ureten sicak sevé.
Stearothermophilug=1'den izole edilen proteamptimal aktivitesini pH, 9.0’da
gostermg, pH, 8.0-10.0 arasinda ve “@a 24 saat boyunca kararli bulungtur
(Rahman ve ark., 19%4

60°C’ta ve pH, 9.0’a kadar olan pH girlerinde blylime yetepmde olanB.
licheniformis MIR29'un urettgi alkalen serin proteazioptimal pH'si 12.0 ve
optimal sicakigl 6C°C bulunmugtur. Ayrica enzimin kararlilik arttirici ajanlarin
bulunmadg kosullarda 60C’a kadar kararl oldgu gozlenmgtir (Ferrero ve ark.,
1996).

Alkalen proteazlarin optimum pH ar@li genellikle 9.0-11.0 olarak rapor
edilmistir. Bununla birlikte pH 6.0-12.5 gerleri arasinda aktivite gosteren alkalen
proteazlar da bulunmaktadir. Boyle gerbir pH aralginda aktivite gbsterme
yetengi, alkalen proteazlarin farkli endustriyel alankréullanilmasina olanak
sglamaktadir (Kumar ve Takagi., 1999).

Literatiirde alkalen proteazlarin optimum reaksiyth deserini belirlemeye
yonelik ¢aitli calismalar mevcutturBacillus sp. soyundan safiarilan serin alkalen
proteaz i¢cin optimum pH ¢eri 11.0 bulunmg, enzimin pH 10.5-12.5 arasinda iyi
aktivite gosterdii belirtilmistir (Kumar ve ark.,1998). HaloalkalofilikBacillus sp.
soyundan safkurilan alkalen proteazin optimum pH géeinin 10.0 oldgu
belirtiimis, enzimin pH 10.0-12.0 derleri arasinda iyi aktivite gostepdli
saptanmytir (Guptave ark.,2005). Literatirde yer alan birgdir calgmadaBacillus
subtilis soyundan saflairilan alkalen proteazin en iyi aktivite gostéidiH dezeri
7.0 olarak belirlenmgtir (Yang ve ark., 1999). Benzer olaralNatronococcuc
occultusserin proteazi icin optimum aktivite, pH 7.0’da tgimistir (Studdertve
ark., 2001). LiteratirdePseudomonas aeruginosBseA'nin c¢ozucude kararh
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alkalen proteazinin, pH 7.0-8.5 agahda iyi aktivite goOstergi ve enzimin
optimum reaksiyon pH gerinin 8.0 oldgu belirtiimistir (Guptave ark., 2005).
Bacillus horikoshiden saflatirilan alkalen proteazin optimum reaksiyon pH%0
olarak belirlenmi ve enzimin pH 8.0-11.0 arginda iyi aktivite gostergi
bulunmuytur (Joove ark.,2002).

Bu tez cakmasinda kismen saflarilan Bacillus sp. GYTE-L1 alkalen
proteazini nitelendirme cainalari cercevesinde optimum pHgdeni belirlemeye
yonelik testler sonucunda, optimal reaksiyon pHXx0 bulunmstur. Ayrica
enzimin pH 7.0-11.0 arg@inda oldukca yuksek bir aktiviteye sahip aidu

gorulmugtar.

Ote yandanBacillus sp. GYTE L1 alkalen proteazinin pH karaguhin
belirlenmesine yonelik ¢camalar yapilmg ve enzimin pH 10.0, 100 mM Glisin-
NaOH tampon icinde aktivitesinin tamamini 40 saayumca korudgu, ayrica pH
7.0-11.0 arafiindaki butin dgerlerde enzim aktivitesinin % 80’in Uzerinde

korundgu belirlenmitir.

Literatirde, sicak sever ve alkali sev@acillus sp. JB-99 soyundan
saflgtirilan alkalen proteazin aktivitesi farkli pH gelerinde hazirlanan
tamponlarda (sitrat fosfat pH 5.0-6.0, sodyum fog#d 7.0, Tris-HCI pH 8.0 ve
Glisin-NaOH 9.0-13.0), 40°C'ta 10 saat boyunca bekletildikten sonra
degerlendirilmistir. Test sonuclarina gore enzimin pH 6.0-12.0 1gnadla
aktivitesini % 80 ve Ustl @erlerde korudgu belirtilmistir (Johnvesly ve Naik.,
2001). Dger bir calgmada, Bacillus soyundan elde edilen H ve N proteazlarin
nitelendiriimesi ve oOzelliklerinin kadastirilmasi amaclanngtir. Bu ba&lamda
yapilan pH kararlifii calsmasinda her iki enzim de farkli pH ghlerinde
hazirlanan tamponlarda 5&’'ta 10 dakika bekletilngtir. Enzimlerin pH 6.0-12.0
aralginda aktivitelerinin % 80’ini koruduklari belirlenigtir. Ayni calsmada
tampon icine 2 mM Cagleklendginde her iki enzimin kararlginin arttgi
saptanmytir (Kobayashwe ark.,1995 ).

Alkalofilik B. pumilus MK6-5’den izole edilen alkalen proteazin pH

kararliligini belirlemek lzere yapilan gahada enzim, pH, 6.0-13.0 agahdaki
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tampon c¢ozeltilerde 3Q'ta 30 dk bekletildikten sonra kalan proteaz dkdisi
irdelenmigtir (Kumar, 2002). Enzim 3C'ta, pH, 6.0-12.0 arglinda 4 saat ve 6.0-
11.0 aralginda 24 saat boyunca yaklka % 100 bir kararlilik gostermi ancak daha

asidik kaullar altinda kararsiz bulunnstur.

Alkalofilik B. brevisden elde edilen alkalen proteaz pH, 10.5'de % XM,
11.0da % 92 ve pH, 11.5de 1 saat icin kararh upwmhutur. Literatlrde,B.
alcalophilus sub sp.haloduransproteazi pH, 5.0-10.0 arginda % 100 kararli
bulunmuytur. pH, 11.0’de aktivitesi % 50’ye dén enzim, 5%’'ta pH, 13.0'da 10
dk inkiibasyon sonunda aktivitesini bitinuyle kagbstir. Bacillus sp. AH-101
proteazi ise pH, 4.0-13.0 agahda 60C’'ta 10 dk sureyle kararlidir. Bu enzim icgin
pH, 5.0-9.0 arasinda % 80 oraninda korunan akfipike 10.0-11.5 arglinda %
90’a yukselmgtir. Bu bulgulara goreB. brevisproteazinin yiksek pH’larda ¢ok
daha kararli oldgu bildirilmistir (Banerjee ve ark., 1999).

Bu tez camasi cercevesinde kismen sgtilalan alkalen proteazin sicaklik
kararliligini belirlemeye yonelik analizler sonucunda; ennidd °C’ta, 20°C ‘taki
aktivitesinin % 82’sini, 45C’ta yaklaik % 65’ini ve 50°C’ta % 25’ini korudgu

gozlenmitir.

Alkalofilik B. pumilus MK6-5'den izole edilen alkalen proteazin sicaklik
kararllg testinde enzim, pH, 10.5 tamponda, 30c8@rasindaki sicakliklarda 30
dk inkiibe edildikten sonra kalan aktivite 6lcuktiir (Kumar, 2002). 70 ve 80'ta,
55-60C'taki optimal aktivitesinin siarasiyla % 48.7 %e 18.6’sini korumaktadir.
30-60C arasinda % 100 kararh bulunan enzin?Cr@ 30 dk inktibasyon sonunda
baslangi¢ aktivitesinin yakkak % 65’ini korumaktadir. Daha da 6Otesi®°6da 12
saate kadar olan inkiilbasyon evresinde aktivite$if0’dan fazlasini ve 4 saate
kadar % 100’Unu korumaktadir (Kumar, 2002).

B. stearothermophilusF1l’den E. coliye klonlanan ve yiksek sicaklik
kararliligi gosteren bir alkalen proteazin bakteriosin sahgé proteinleri yardimiyla
kaltar ortamina salgilang bir calsmada, rekombinant enzim Mta 3 saat sireyle
Isitmaya dayall tek basamakli bir yontem kullaa#asaflatiriimistir. Optimum

pH’s1 9.0 ve optimal reaksiyon sicgkli8C°C olan enzim 7®C'ta, pH, 8.0-10.0
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aralginda 24 saat sureyle kararli bulurgtuw. Yiksek derecede sicaklik karaghli
gosteren enzimin 88'taki yari d6mri 4 saat ve 9'ta ise 25 dk bulunmyur
(Rahman ve ark., 2003).

Kaur ve ark., (2001) tarafindaéBacillus sp. P-2'den izole edilen ve optimal
aktivitesini pH, 9.6’da goOsteren proteaz, pH, 700laralginda bu aktivitenin %
80’den fazlasini korungtur. Optimum reaksiyon sicakli 9°C olan enzim bu
sicaklikta bir saatten fazla kararlihk gostestmi Enzim 90C’'ta bir saat
inkiibasyonun ardindan aktivitesinin % 95’ini ve 421a ise % 37’sini korumgtur.
121°C'taki yari 6mri 47 dk bulunmtur. Bacillus sp. P-2 proteazi pH ve sicaklik
kararhligl yoninden deterjan formulasyonlarinda kullaniiniiakere mikemmel bir
enzimdir. P-2 soyu, literatlirde rapor edilen higliezofilin taimadg! 6zelliklere
sahip bir proteaz uUretmektedir. Birska deisle otoklav ve kaynama sicaginda
bu denli kararh bir proteaz Ureten birska mezofilik organizma rapor edilmegtir
(Kaur ve ark., 2001).

Ote yandanBacillus sp. kokenli proteaz ile yapilan sicaklik karaghl
calsmasinda enzimin 35-50C aralginda 60 dakika boyunca aktivitesini buyuk
oranda korudgu, 60°C’ta yarisini yitirdgi gérulmistir (Joo. ve Chang., 2004). Bir
diger calsmada ise Bacillus subtilis PE-11 kokenli serin alkalen proteazin
aktivitesini 60 °C’'ta 350 dakika boyunca korugw ortaya konmsgtur. Ayni
calsmada enzimin 76C’'ta 50 dakika sonunda aktivitesinin yajka% 80’ini, 80
°C'ta ise % 35'ini korudpu belirlenmitir (Adinarayanave ark., 2003). Bacillus
soyundan safkurilan alkalen proteazin sicaklik karagihi belirlemek Uzere
yapilan bagka bir calsmada, enzim 20 mM borat/NaOH tamponu icinde, farkh
sicaklik dg&erlerinde 10 ve 20 dakika boyunca bekletiini Enzimin 50 °C’'ta
aktivitesini korudgu 5 mM CaCj varliginda ise aktivitesini 60°C’a kadar

koruyabildigi ortaya konmstur (Kobayashie ark.,1995).

Bu tez caymasi kapsaminda bazi effektér maddel&acillus sp. GYTE-L1
proteazinin sicaklk kararlgh Gzerindeki etkileri test edilmi bu amagcla % 10 ve %
30 gliserol, etilen glikol ve DMSO ile 5 mM EDTA wgssitli derisimlerde CaCl
varliginda 50°C’ta 30 ve 60 dakika inkiilbasyonun ardindan, alkalereaz aktivite
testleri gercgekligirilmistir. Poliollerin enzimleri yuksek sicakliklarda leah kildigi
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ve saklama surelerini arttiggibildirilmistir (Fagain, 2003). Enzimlerin daha uzun
sure saklanmasi amaciyla kullanilan bir poliol otdiserol GYTE-L1 proteazinin
kararhhgini ¢cok olumlu etkileny, enzim % 30 gliserol vaginda % 90’a varan bir
kararhilik gostermtir. Buna kagin bir diger poliol, etilen glikol varignda enzim
kararhihigini % 48 oraninda koruyabilgtir. % 30 DMSO enzim kararlginda
gliserol ile elde edilene benzer nitelikte bir ggine sglamistir. Aktivite, 5 mM

EDTA varhginda % 1’e démustdr.

Bacillus sp. GYTE-L1 proteazinin kararfiinin CaCj konsantrasyonunun
artisi ile dagru orantil olarak artgn belirlenmitir. 5 mM CaC} varliginda 50°C'ta
enzimin balangictaki aktivitesinin ilk 30 dakikada % 80 ve.6fakikada % 73
oraninda korundiu, 10 mM CaCl varliginda ise verilen sureler icin sirasiyla %
100 ve % 90.9 oraninda korurgdu gozlenmgtir. 10 mM CaCjfin enzim
kararlihg Gzerine 60°C'taki etkisi ayrica dgerlendirilmis ve aktivitenin 30 ve 60.

dakikalar sonunda % 60 ve % 50 oraninda korgadaptannsgtir.

Literatiirde, alkalen proteazlarin BaMn*? gibi iki degerlikli katyonlarin
varliginda daha iyi aktivite gosteggnin belirtildigi ¢esitli calismalar mevcuttur
(Kumar ve Takagi., 1999; Kumar., 2001). Bu katyomaBacillus alkalen
proteazlarinin sicakhk ve pH karargini arttirdiklari bulunmgtur (Kobayashive
ark., 1995; Palivalve ark.,1994).

B. subtilis PE-11 soyundan izole edilen serin alkalen protsazaklik
kararhhigini belirlemek tzere, 60-70 ve 8C0’ta, 10 mM Cadl varliginda inkiibe
edilmis, daha sonra aktivite testine aligtm (Adinarayana ve ark., 2003). Enzim 60
°C'ta 350 dk sonunda yaklk olarak % 100 kararli bulunmgtwr. Sicaklik
kararliligina iliskin daha dnceki ¢caimalarda; sicaklik kararlgi olan proteazlar igin
50 °C'taki yari 6mur 200 dakikadan fazla ve 8Dta 2-22 dk olarak bildirilmtir.
Subtilisin Carlsberg ve subtilisin BPN icin ise 8Dta sirasiyla, 3.4 dk ve 2.4 dk
olarak rapor edilmtir. PE-11 proteazi igin 78C’taki yart dmur 250 dk ve 8fC’ta
50 dakikadan az bulunngtur.

B. StearothermophiluBl’in sicaklik kararlilgl gosteren proteazinin 86’taki

yari 6mri 4 saat ve 'ta 25 dk bulunmgtur. 85°C ve Ustlindeki sicakliklarda
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gozlenen kararhfgn Cd&* varligina baimli oldusu belirtilmistir. Saflastirilan

ya
goreceli cok daha blyuktir. Mnve C&”nin her ikisi de enzimi aktive etseler bile,

2+

proteaz -80C'ta korunmutur. C&" tarafindan sglanan sicaklik kararlg, Mn

kararlilikta yalnizca C&un 6nem taidig anlgiimaktadir. C&’un yiksek
sicakliklardaki enzim kararlgi icin temel bir rol oynadn daha 6nce de rapor
edilmistir (Rahman ve ark., 1994).

B. subtilisPE-11 soyundan izole edilen ve sicaklik kargrhgosteren serin
alkalen proteazin ¢esitli  deterjanlar ile uyumlulgu irdelenmg, enzimin
kararhihiginin 1 M glisin ve 10 mM Cag@lun teker teker ya da birlikte bulungu
kosullarda etkinsekilde iyilestigi gozlenmgtir. Enzim belirtilen kgullar altinda 3
saat sonra da aktivitesinin % 52’sini korwtwr. Deterjanlardaki temizleme gucuni
arttiran enzim, 1 M glisin ve 10 mM CaCQlarliginda kan lekelerini tamamen
ctkarmstir (Adinarayana ve ark., 2003).

Alkalofilik B. brevisden elde edilen alkalen prote@s °C’ta 288 saat kararl
oldugu halde, 50 ve 68C’taki yari Gmri sirasiyla 60 ve 7 saattir. Enzirsinaklk
kararlihgl, mikro-cevresindeki dgsiklikler eliyle arttirilabilmektedir. C# ve
Na"un asetat tuzlari sicaklik kararfiini arttirmg ve enzimi otolizisten korungtur.
10 mM C&" ve 1M glisinin ayri ayri ve birlikte kullanimi, gieazin yart émrini
bircok kez arttirmgtir. Bu iki maddenin varfinda enzim, 60°C'ta 4 gun sonra
aktivitesinin % 50’den fazlasini korugtur. Enzim C& ve glisin varlginda, 60
°C'ta, caitli ticari deterjanlar ile uyumluluk gostergtir. Farkli deterjanlarin
temizleme gucund iyiktirmis ve kan lekelerinin buttndyle ¢ikariimasinglsanistir

(Banerjee ve ark., 1999).

Agir metallerin alkalen proteaz aktivitesini inhibee®ildikleri literattrde yer
alan caitli calismalarda gosterilngtir (Kumar ve Takagi., 1999; Kumar., 2001). Bu
tez calgmasinda, bazi metal iyonlarin enzim aktivitesiriglesi test edilmstir. Bu
amagcla cgtli metal iyonlarin klorla olgturduklarn tuzlar (AIC4, BaCh, CaC},
CoCb, CuCh, FeCg KCI, MgCl,, MnCl,, NaCl, NiCh, ZnCbh,), demir ve ¢inkonun
sulfat bileikleri (FeSQ, ZnSQ) ve NH, kullaniimistir. Metal iyonlarinin 1 ve 10
mM derkimlerinin kullanildgi calsmada, enzim 36C’ ta 60 dakika bekletilngive
ardindan aktivite testine alingtir. Enzim aktivitesinin, 10 Mm Cagl 1 mM NacCl,
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10 mM CuC}, 1 ve 10 mM BaGl 1 mM NiCk varliginda artgr gézlenmgtir. 10
mM K" iyonu belirgin bir etki yaratmazken, 1 mM'ikonunun aktiviteyi yaklgik
% 56'ya, benzegekilde Zri'nun klor tuzunun 1 mM degimde aktiviteyi % 58’e ve
10 mM dersimde % 59a dglrdigt belirlenmitir. 10 mM ZnSQ varliginda
aktivitenin % 58’e dgtigl gozlenmgtir. Diger metal iyonlari ve N enzimatik

aktivitede dgisik oranlarda azalmaya neden olgtur.

Sicak sever organizmd@. StearothermophilusFl'in sicaklik kararlikg
gosteren proteazi €ove Hg* iyonlari tarafindan 6nemli Glclide inhibe edigmi
Mg*, Fe€*, CUu*, Zn** ve Sf* iyonlari ise ya kiiclk bir inhibisyona neden olnya
da etkimemylerdir. Mr?* proteaz aktivitesini guicl§ekilde aktive etntir (Rahman
ve ark., 1994).

Alkalofilik B. pumilusMK6-5'den izole edilen alkalen proteazin aktivites
Cca*, Mn** ve Md" iyonlar ile artmg ve bu iyonlar enzimi ayrica kararli kilgtir.
Bu bulgular ilgili katyonlarin proteaz yapisininr&diliginda rol aldiklarini ve
sicaklikla denaturasyona karkorunma icin gereksinildiklerini dwulamaktadir
(Kumar, 2002).

B. subtilisPE-11 soyundan izole edilen ve sicaklik kargrhgosteren serin
alkalen proteazCa”*, Mn?* ve Md" iyonlari ile kuvvetle aktive olmgiur. 5 mM
PMSF ile guclu birsekilde inhibe olan enzimde BME ile ¢ok hafif birhibisyon
gozlenmgtir. EDTA’nIn bu nitelikte bir etkisi olmamtir (Adinarayana ve ark.,
2003). Sonuclar enzimin proteaz aktivitesi ve karatpinin Ca", Mn** ve Mg"
iyonlarinin olasi aktivasyon etkinlikleri ile agtna ksaret etmgtir. Bu katyonlarin
Bacillus alkalen proteazlarinin sicaklik karagihi arttirdgi daha 6nce de rapor
edilmitir.

Alkalofilik B. brevisden elde edilen alkalen protedzmM Ag" varliginda
aktivitesini buttiniyle ve Ztile Hg* varliginda ise kismen kaybetstir. Aktivitesi
kalsiyum asetat, CaCve MnSQ ile uyarilan enzim, Mg varliginda kismen inhibe

olmustur (Banerjee ve ark., 1999).
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Gupta ve ark. (2005) tarafindaapraktan izole ediler®. aeruginosaPseA
soyu gery bir organik ¢6zicu grubu icinde aktif olan yenr lalkalen proteaz
salgilamaktadir. Proteazin metalloprotein olgunu d@indiren bulgular elde
edilmistir. Ni** ve CU" proteaz aktivitesini 6nemli olgiide (% 11.9 ve 21.2
azaltirken; ZA", Mn*, Mg ve C&"un daha hafif etkiledii saptanmy, hicbir
ornekte cokelme gorulmestir. 5 mM EDTA proteolitik aktiviteyi % 75 inhibe

etmistir (metalloproteaz).

Deterjan endustrisinde kullanilan proteazlarinaklgH deserlerinde aktivite
gOstermeleri ve deterjanlarda bulunan, ylzey aktiéddelere, kelatorlere ve
oksidasyona neden olan ajanlara dayanikh olmaarekmektedir (Maurer, 2004;
Joove ark.,2002)

Geng bir organik ¢6zucu grubu icinde aktif ol&h aeruginosaPseA alkalen
proteazi, PMSF'den ve % 0.1 Triton X-100, % 0.5 €we30 gibi surfaktanlardan
etkilenmezken, % 0.1 CTAB ve % 0.1 SDS varida aktivitesinde % 47 ve 39
oraninda azalma gorulmgiir. 40-65°C sicaklik arafiinda belirgin aktivite gosteren
enzimin optimal reaksiyon sicagl 60 °C'tir. 60 °C'ta 30 dk boyunca % 100
kararlilik gosteren enzim, 65 ve 70’'ta 10 dk inkibasyon sonunda aktivitesini %
33 ve 80 oraninda kaybetgtir (Gupta ve ark., 2005).

Tez calgsmasi kapsaminda g#i deterjanlarin alkalen proteaz aktivitesi ve
kararhhgl Uzerindeki etkisi test edilgtir. % 0.1 ve % 10 oraninda deterjan
varliginda yapilan testler sonucunda; bir ylzey aktif deadlan SDS’in enzim
aktivitesini hemen hemen butindyle inhibegetjozlenmsgtir. Tween 20’nin % 0.1
derisimde eklenmesinden hemen sonra aktivitenin % 14@lkseldgi, ancak 60
dakika sonunda % 86’ya gerilédi % 1 dersimde ise aktivitenin bgangicta % 150
ve 60 dk sonra % 129'a yukseldibelirlenmitir. % 0,1 Triton X-100 varfiinda
aktivitenin kismen art@i, % 1 dergimde ise bglangicta ve 60. dakikada aktivitenin
yaklasik % 150’ye varan oranlarda yukseddbelirlenmg, CTAB varliginda enzim
aktivitesinin 6zellikle bglangicta artgii gbzlenmgtir. % 0,1 deoksikolat vaginda
aktivitenin yalnizca bdangicta hafifce artmasina kar, % 1 degimde hem

baslangicta hem de 60. dakika sonunda belirgin biibisigon saptanmngtir.
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Joo ve ark. (2004), baz! deterjanlaBacillus sp. KSM-K16 alkalen proteazi
ve Bacillus pumilusalkalen proteazi Gzerine etkilerini @lendirmitir. % 0.1 ve %
5 oraninda deterjan kullanilarak gercgktden calsmada, % 5 SDS vaginda
Bacillus sp. KSM-K16 alkalen proteazinin aktivitesinin 4atsa sonunda % 75
oraninda korundtu, Bacillus pumilusalkalen proteazinin ise % 0.1 SDS varda
1 saat sonunda aktivitesinin % 22’sini kayl@gthildirilmi stir. Yine ayni caymada
Tween 20 varfiinda enzim aktivitesinin az miktarda da olsa grgaptannstir (Joo
ve ark.,2004).Bacillus sp. soyundan saflarilan serin alkalen proteaz ile yapilan
baska bir calsmada 30°C’ta 30 dakika slreyle gi#li deterjanlar varlginda
bekletilen enzimin aktivitesinin, Triton X-100’Urarkli konsantrasyonlarinda ciddi
sekilde etkilenmedii belirlenmitir. SDS’in % 0.1'lik dersimde enzim aktivitesini
yaklasik % 25 oraninda ve % 0.5 dgmde oldukca etkinsekilde inhibe eti
bulunmuytur (Kumarve ark.,1999). Ote yandan alkalofiliB. brevisden elde edilen
alkalen proteazin aktivitesi SDS v@rhda % 40 dolaylarinda, tre vaihda ise %

95 bulunmytur (Banerjee ve ark., 1999).

Bu tez camasinda kelator Ozedii ile bilinen EDTA’nin enzim kararlifi
Uzerine etkisi test ediltir. Bu amagcla 5 mM EDTA vaginda 50°C'ta, 30 ve 60
dakika inktibasyonun ardindan yapilan aktivite tekj enzim aktivitesinin her iki
zaman arafiinda da kayboldgu gortlmitir. Proteazlarin EDTA’'ya duyarh oldu
farkll yayinlarda rapor edilgiir (Gnosspelius., 1978; Manachine ark., 1988;
Singhve ark.,2001; Yangve ark.,1999; Huange ark, 2002; Guptare ark.,2005).

Tez calsmasinda 5 mM EDTA'nin 56C ve 60°C taki enzim kararhfiini 10
mM CaC} varliginda nasil etkiledi de irdelenmitir. Bu amagla 50C’ta yapilan
testler sonunda 5 mM EDTA'nin enzim karagiliizerindeki olumsuz etkisinin,
verilen konsantrasyondaki CaClarliginda ortadan kalky goralmitir. 60 °C
sicaklikta yalnizca EDTA vaginda aktivitesini blyuk oranda kaybeden enzimin, 5
mM EDTA+10 mM CadC{ varliginda balangictaki aktivitesini, 10. dakikaya kadar
batinuyle ve 30. dakika sonunda ise % 60 oraniodacksu saptannstir.

EDTA deterjan endustrisinde katki maddesi olarakkakuan bir kelatérdir.

EDTA varliginda aktivitesinin azalmafacillussp. GYTE L1 proteazinin deterjan
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endustrisinde kullaniimasini zogtamakla birlikte, enzimin ortamda CaCin de
bulundgu kosullarda deterjan endistrisinde kullanilabil@adisuntlmdstar.

Literatirde EDTA'nin proteaz aktivitesini inhibe ne¢digi calismalar da
bulunmaktadirBacillus subtilisPE-11 soyundan saffarilan serin alkalen proteaz
ile yapilan nitelendirme c¢amalari gercevesinde gergeftielen enzim kararhlg
testleri sonucunda 5 mM EDTA vatinda 60°C’'ta 30 dakika sonunda enzim
aktivitesinin % 106 oraninda korunglu gosterilmgtir (Adinarayanave ark.,2003).
Literatirde yer alan dger bir calgmada Pleurotus ostreatugproteazinin 1 mM
EDTA varliginda 37°C'ta 2 saat inkilbasyon sonunda aktivitesinin tamam

korudysu ortaya konmgtur.

Singh ve ark.(2001) B. sphaericuslan saflgtirdiklari iki hiicre dyi alkalen
proteaziproteaz inhibitérleri ile 2 saat boyunca inkibeké&h sonra, A ve B
enzimlerinde kalan aktiviteyi gerlendirmglerdir. EDTA, proteaz Ayl % 27.4 ve
proteaz B'yi % 40.5 oraninda inhibe ederken, bjgedimetalloproteaz inhibit6ri
olan fenantrolein, EDTA'nin aksine enzim aktivit@sietkilememgtir.  Serin
proteazlar icin aktif bolge inhibitort olan PMSH fika proteazi da hemen butinuyle
inhibe etmgtir. Metalloproteazlarin siniflandiriimasinin temieir metal iyonunun
Ozellikle de cinkonun vaghina b&li olup, bu iyon kataliz sirecine katilir ve
fenantrolein ¢inko icin kalsiyumdan daha yuksek Kararlilik gosreren ve tercih
edilen bir metalloproteaz tani aracidir. Bu bulgida hareket edilerek, enzimlerin

serin proteaz ailesine dabhil olduklari sonucunamwagtir (Singh ve ark., 2001).

Bu tez camasi kapsaminda, serin proteaz inhibitéri olan PMSEBeynon
ve Bond., 2001) kismen saftailan Bacillus sp. GYTE-L1 soyu alkalen proteazi
Uzerindeki etkisi irdelenngiir. 10 mM PMSF ile 37°C’ta, 5, 10 ve 30 dakika
inkilbasyonun ardindan fangictaki enzim aktivitesinin yaklk % 16-19’a

geriledigi belirlenmistir.

Kumar (2001) tarafindan gercektigilen calsmada 1 mM PMSFirBacillus
pumilusalkalen proteazinin aktivitesini 3C'ta, 30 dk inkiilbasyon sonunda % 1’e
distrdigt belirtilmistir. Bacilus sp. den safldirilan serin alkalen proteazi ile
yapilan dger bir calsmada 1 mM PMSF vaginda 30°C’ta, 30 dakika bekletilen
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enzimin aktivitesinin bgangic aktivitesine oranla % 1’e gerilgdibelirlenmitir
(Kumar ve ark., 1998). Bacillus sp. 1-312 alkalen proteazinin saflalmasi ve
nitelendirmesi amaciyla gercekligilen calsmada ise 0.5 mM PMSF vatinda,
oda sicakiiinda 72 saat inkibasyonun sonunda enzim aktivitegmaklaik %

95'inin yitirildi gi saptanmgtir (Joo ve Chang., 2004).

B. sphaericuslan elde edilen iki proteazin aktivitelerinin PMSIE hemen
hemen buttndyle inhibe oldu, buna kagin tripsin ve kimotripsin inhibitorleri ve
tiyol bilesikleri ile ¢cok az inhibe olduklari, ya da hi¢ etkiimedikleri belirlenngi, bu
Buna kagin, Burkhoderia2.2 N soyundan elde edilen proteaz enzimi ile yepil
calsmada, 1 mM ve 10 mM PMSF dgmlerinde 37°C’ta 30 dakika siiren
inkiibasyonun, enzim aktivitesini belirgin bgekilde etkilemedii gozlenmitir
(Jevel., 2000).

B. licheniformisMIR29’un proteaz aktivitesi PMSF ile cidgekilde inhibe
olmus, buna kagin EDTA, amonyum sulfat ve Urenin bu nitelikte letkisi
gOzlenmemgtir. MIR29’'un SDS ile hafifgce inhibe olan enzim aktiate CaC)
varhginda da artmangtir (Ferrero ve ark., 1996%1cak seveB. Stearothermophilus
F1'in UOrettigi proteazin aktivitesi 2.5 ve 10 mM PMSF vaginda 30 dk
inkiibasyonun sonunda kaybedilirken, EDTA aktiviteetinde ciddi bir etki
yaratmamgtir (Rahman ve ark., 1994).

Bu tez camasinda enzim aktivitesi 10 mM EDTA ve PMSF'in yam, 10
mM BME ve caitli derisimlerde DTT'nin varlginda dgerlendirilmistir. 10 mM
EDTA varliginda 30. dakikada, enzimin di@ngictaki aktivitesinin ancak %
32.22'sini koruyabildgi, 10 mM PMSF varliinda % 80’e yakin oranda inhibe
oldugu, 10 mM BME ile bglangic aktivitesinin yarisindan fazlasini korgdwe 10
mM DTT icin bu dgerin yaklgik % 88’e ulgabildigi gozlenmgtir. Diger drnekler
ile birlikte 37°C’ta 60 dk sireyle imkiibe edildéfontrol 2, enzimin balangictaki
aktivitesinin Kontroll) yaklasik % 61’ini korumutur.

Literatiirde, Burkhoderia 2.2 N soyundan safjarilan proteaz enzimi ile

gerceklatirilen nitelendirme cagmasinda, 37C'ta farkli DTT dergimlerinde 30
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dakika bekletilen enzimin aktivitesinin azaldgosterilmgtir. Enzim aktivitesinin 1
mM DTT ile % 29 oraninda ve 10 mM DTT ile % 84 owaata azaldil belirtilmistir
(Jevel., 2000)P. aeruginosaPseA soyu alkalen proteazinin aktivitesi 1mM DTT
ile % 32'ye ve 5 mM DTT ile % O’a dérken,ME’Un etkin olmadg gbzlenmitir.
(Gupta ve ark., 2005).

P. aeruginoséPseA soyu alkalen proteam yuksek aktivitesini kazeine kar
gostermgtir. 30°C’'ta ve pH, 8.0’da organik ¢ozculerin (% 25 siklahan ve DMF)
varhginda yapilan caymada yaklsk 54 saat boyunca kararli bulungtwr.
Surfaktan ve sicaklik karari@h bu proteazi ayrica cama deterjanlarinda

kullaniimak tzere elveyli kilmaktadir(Gupta ve ark., 2005).

Tez kapsaminda bazi organik c¢Oziculerin enzim isiv Gzerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla, % 10 ve % 30 oraninda okggdiziicii variginda 40°C
sicaklikta gercekigirilen calsmada, 40C'ta diger ornekler ile birlikte 60 dk
boyunca inklibe edilen enzim 6gnein (Kontrol 2) baglangictaki aktivenin ancak %
2.3'Uni koruyabildsi gozlenmitir. Kontrol T'de elde edilen bdangi¢ aktivitesi %
30 DMSO varlginda % 93.1, % 10 aseton veya izoamilalkol gambla yaklaik %

69 oraninda korunngtur. izopropanol, etanol ve asetonitrilin farkli démleri
sicakhk kararhigint Kontrol 2ye goreceli olarak 25 keze varan oranlarda
iyilestirmistir (Tablo 3.4 veSekil 3.11).

4.1. Sonuclar

Bu tez caymasinda Gonen allicasI’ndan izole edilnsi yerel Bacillus sp
GYTE-L1 soyu, alkalen proteaz enzimini elde etmekré biyolojik kaynak olarak
kullaniimistir. Bacillus sp. GYTE-L1 alkalen proteazini safi@ama surecinde,
amonyum silfat coktirmesi, Q-sefaroz anyopigdmi ve Sefakril S-100 molekuler

elek kolon kromatografileri kullanilrgtir.

- Saflgtirma surecinin sonunda enzimin spesifik aktivit@s81.80 U/mg
ve saflgtirma veriminin % 51.63 oldiu belirlenmgtir. Kismen saflgtirilan enzim,

kararhligini +£C’ta 6 ay streyle korungtur.
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- Bacillus sp. GYTE-L1 proteazinin SDS/PAGE’de g6zlenen miliek
blayukliginin yaklaik 27-28 kDa olmasina kan, bulgular proteinin yuksek
molekuler girhkh ve daha karmgk bir yapiya sahip olabilegeni dustindirmigtar.

- Bulgular,bu tez cakmasinin biyolojik materyalini okiuranBacillus sp.
GYTE-L1 soyunun birden fazla proteaz Urdesdagsini disindirmitur.

- Kismen saflgtirilan alkalen proteazin optimum reaksiyon sigal0-55°C
ve optimal reaksiyon pH’si 9.0 bulungtur.

- Enzim, pH 10.0, Glisin-NaOH tampon icinde akiginin tamamini 40 saat
boyunca korumgive pH 7.0-11.0 aralindaki butlin dgerlerde ylksek derecede
kararli bulunmstur.

- Bacillussp. GYTE-L1 proteazi % 30 gliserol ve DMSO varida 50°C'ta 1
saat boyunca % 90’a varan bir kararhlik gostetmi

- 10 mM CaCJun enzimin sicaklik kararligni 50 ve 60°C'ta ¢ok etkin
sekilde arttirdg bulunmutur.

- Enzimin kararhlginin bgta DMSO, aseton ve izoamilalkol olmak Uzere
¢ssitli organik cézuculer icinde korungu ve iyilestigi belirlenmistir.

- Enzim aktivitesinin, C&4, Na’, Cu#”*, Ba&* ve NF* iyonlarinin varlginda
arttigl, K* ve Zrt* iyonlari ile inhibe oldgu g6zlenmitir.

- Deterjan varlginda yapilan caymada, SDS ve deoksikolatin enzimin
baslangictaki aktivitesini kuvvetle indirgemesine far Tween 20, Triton X-100 ve
CTAB'In degisen miktarlarda arttirgt goralmistar

- EDTA ve PMSF’in enzimi inhibe efil, buna kagin DTT'nin enzim
kararhligini arttirdgi saptanngtir. 5 mM EDTA ile olgan inhibisyonun guct
GYTE-L1 proteazinin bir metalloenzim olgluna ve PMSF ile % 80 oraninda
gerceklgen inhibisyon, enzimin bir serin proteaz ciduna karet etmgtir. Enzim
aktivitesinde 5 mM EDTA varfinda olgan inhibisyon 10 mM Cag@larliginda
gOzlenmenmtir.

Deterjan formulasyonlarinda kullanilan enzimleraldelarak geni bir sicaklik
ve pH aralginda yiksek duzeyde aktivite gostermelidir. Tezsgasi kapsaminda
saflgstirilarak, nitelendirilen enzim, optimal aktiviteyi0-55C’'ta gdstermektedir.
Deterjan endustrisinde kullanilan iki 6énemli prateasubtilisin Carlsberg ve
subtilisin Novo (Bacteriyel Proteaz Nagaz, BPN) is@®C’ta optimal aktivite

gOstermektedir.
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Enzimin optimal pH/sicaklik derlerine ek olarak, pH, 7.0-11.0 agahda
kararli olmasi ve C4 DMSO ve gliserol varfiinda iyilesen sicakhk kararlif;
GYTE L-1 proteazini ¢atli biyoteknolojik uygulamalar icin cekici bir aga
kilmakta, buna karm SDS ve deoksikolatin yani sira EDTA'nin enzintihatesini
inhibe etmesi; saflkurlarak nitelendirilen enzimin deterjan endustroe
kullanimini guiclgtirecek ozellikler olarak goriilmektedir. Ote yandffiC’'ta 5 mM
EDTA varliginda aktivitesini buttiintyle kaybeden enzimin, 10 i@&IC} varliginda
baslangictaki  aktivitesinin %  62'sini  korugunun  go6sterilmesi, bu
konsantrasyondaki €a iyonlarinin inhibitériin etkisini ortadan kaldiggni ve
ayrica enzimin yuksek sicakliklardaki aktif yapidtorumak tizere can alici bir rol
oynadgini disuindirmektedir. Cgtli cozucilerde de kararl olan enzim ayrica bazi
deterjan ve surfaktanlar ile de uyumlu bulugtou Enzim bu 6zellikleri ile bazi
deterjan formulasyonlari ve enzimatik peptit seimge kullanilmak tzere elvgh

gorunmektedir.

Alkalen proteaz enziminin 50 ve ®Dtaki kararliligini arttiran maddelerin
daha yuksek sicakliklardaki etkigimin aratirilmasi; enzimin  molekuler
blayukliginin belirlenmesi/dgrulanmasi, SDS ve kelatlayici ajan EDTA varida
go6zlenen gucll inhibisyona kam, Triton X-100 ve Tween 20 gibi iyonik ajanlarin
varhginda artan kararlihk go6zetilerek, enzimin hangisidtarda deterjan katki
maddesi olarak kullanilabilegmin irdelenmesi; enzimin ticari deterjanlarin
varligindaki etkinlginin belirlenmesi, yikama testlerinin gerceftiglmesi ve
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gére . pumilussoyu oldgu distndlen
GYTE-LY'in ayrica, 16S rDNA analizi gibi molekileiemelli teknikler eliyle

tiplendirilmesi yakin gelecekte yapilmasi planlagatsmalardir.
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