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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Aeribacillus pallidus C10°DAN ALKALIN PROTEAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BIYOTEKNOLOJIK
UYGULANABILIRLIiGI

Vildan YILDIRIM

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda SISECIOGLU

Bu ¢alismada; termofilik bakteri olarak tanimlanan Aeribacillus pallidus C10’dan ekstra
seliiler alkalin proteaz enzimi saflastirildi ve karakterize edildi. Enzim amonyum siilfat
¢oktiirmesi-diyaliz sonrasinda DE52 anyon degisim kromotografisi ve Probond™ afinite
kromotografisi teknikleri ile sirasiyla %26,9 verimle 4,85 kat ve %19,56 verimle 17,32 kat
saflastirildi. Enzimin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile yaklasik 38,35 kDa olarak tayin edildi.
Enzim i¢in optimum pH ve sicaklik sirasiyla 9 ve 60°C olarak belirlendi. Enzimin 20-80°C
sicakliklar1 arasinda 1 saat sonunda aktivitesinin %80’den fazlasini 6zellikle 60, 70 ve 80°C
sicakliklarda kararliligini biiyiikk oranda korudugu tespit edildi. A. pallidus C10’dan
saflastirilan proteaz enzimin aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisi incelendiginde Mg*?,
K*, Ca*, Zn*? ve Ag" iyonlar varhginda enzimin aktiviteyi artirdigi gozlenirken, Fe*?,
Mn*2 ve Co*?iyonlar1 varliginda ise enzimin yiiksek kararlilik sergiledigi gozlendi. Enzimin
oksidantlar, yiizey aktif maddeleri varliginda aktivite kaybettigi fakat %5 SDS varliginda
enzimin aktivitesinde %16’lik bir artis oldugu belirlendi. Organik coziiciiler varliginda
enzimin aktivitesinin %70’den fazlasini korudugu tespit edildi. Enzim, en yiiksek aktiviteyi
kazein subsrat1 i¢in gosterdi. Enzimin serin proteaz inhibitorii PMSF ile tamamen inhibe
oldugu belirlendi. EDTA varliginda ise enzimin aktivitesini korudugu goézlemlendi. Bu
enzim i¢in Ky Ve Ve degerleri sirasiyla 0,197 mg/ml ve 7,29 pmol.ml™.dk™ olarak
hesaplandi.

2014, 90 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Termofilik bakteri, Alkalin proteaz, Aeribacillus pallidus, Enzimatik
karakterizasyon, Saflastirma



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF
BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS OF ALKALINE PROTEASE ENZYME
FROM Aeribacillus pallidus C10

Vildan YILDIRIM

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

In this study, an extracellular alkaline protease was purified and characterized by
Aeribacillus pallidus C10 identified as thermophilic bacteria. After ammoniumsulfate
precipitation-dialysis, protease was purified by DE52 anion-exchange chromatography and
Probond™ affinity chromatography with 26,9% a yield and 4,85 fold, with 19,56% a yield
and 17,32 fold respectively. The molecular weight of purified enzyme determined by using
SDS-PAGE was approximately 38,35 kDa. The optimum pH and temperature for enzyme
was 9 and 60°C respectively. The enzyme activity remained more than 80% of its orginal
activity for 1 h between 20-80°C and was stable especially 60, 70 and 80°C. The effects of
various metal ions (Mg?*, Mn®*, K*, Ag" , Fe?*, Zn*", Ca*") on the protease enzyme activity
were examined. This results showed that enzyme activity was increased in the presence of
Mg?, K*, Ca**, Zn*" ve Ag" ions and it was maintain stability in the presence of Fe*?, Mn*?
ve Co*™?. The enzyme wasn’t stable in the presence of surfactants and oxidizing agent but in
the presence of 5% SDS the enzyme activity was increased %16. The enzyme activity was
found to retain more than %70 in the presence of organic solvents. The protease enzyme
showed highest activity together with casein. The protease was almost completely inhibited
by the serine protease inhibitor PMSF. The enzyme was preserve its activity in the presence
of EDTA. The Kkinetic parameters, Vmax and Ky of the purified protease were determined by
using Lineweaver-Burk plot 0,197 mg/ml and 7,29 pmol.mI™.dk™ respectively.

2014, 90 Pages

Keywords: Thermophilic bacteria, alkaline protease, Aeribacillus pallidus, Enzimatic
Characterization, Purification
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1. GIRIS

1.1. Biyoteknoloji

Ilk ¢aglardan beri enzimlerin rol aldig1 sarap, peynir, ekmek ve yogurt yapimi gibi
bircok biyoteknolojik uygulamalar1 insanlar giindelik hayatlarinda enzimlerin
varligindan habersiz kullanmislardir. 19. yiizyilin ortalarinda Louis Pasteur’un
calismalar1 ile mikroorganizmalarda fermantasyon olayinin nedeninin enzimler oldugu
ortaya ¢ikinca, insanlar biyoteknoloji biliminin bilincine varmislardir (Cirakoglu 2009).
Biyoteknoloji; canli organizma ve biyolojik sistemleri kullanarak {iretim ve hizmet

sektorii i¢in molekiiler ve hiicresel proseslerin uygulanmasidir (Smith 2004).

Biyoteknoloji; biyoloji, biyokimya, mikrobiyoloji, molekiiler biyoloji, protein
miihendisligi, hiicre biyolojisi, gida, kimya, malzeme miihendisligi ve enzimoloji
bilimlerini i¢ceren multidisipliner bir bilimdir (Higgen et al. 1985). Biyoteknoloji tip,
tarim, c¢evre, gida ve endiistriyel biyoteknoloji olmak iizere bes temel alanda incelenir
(Kolankaya 2000). Biyoteknoloji; tipta hastaliklarin teshis ve tedavilerinde alternatif
ila¢ ve kit bulunmasina, tarimda istenilen genin bulunmasi, izolasyonu ve hedef hiicreye
aktarilmasina, gidada verimli ve kaliteli yeni iiriinler gelistirilmesine, ¢evrede atiklarin

arittimina ve c¢evre kirliliginin 6nlenmesine katkida bulunur (EFB 1999).

Endiistriyel ~ biyoteknoloji ayn1 zamanda beyaz biyoteknoloji olarak da
adlandirilmaktadir. Endiistriyel biyoteknolojinin amaci; yenilenebilir kaynaklari, canli
hiicreleri ve enzimleri kullanarak minumum atik iiretimi ve enerji kullanimi ile daha
temiz prosesler ortaya koymaktir (Maury et al. 2005). Endiistriyel biyoteknolojide
Ozellikle enzimler {izerine modifikasyonlar yaparak enzimlerin termostabilitesini
artirma, genis pH araliginda stabil kalmasini saglama, depolama omriinii uzatma gibi
caligmalar ile narin yapili enzimleri endiistriyel alanda kullanilabilir hale getirmek

amaglanmaktadir. Boylece hem istenilen enzimler biyoteknoloji sayesinde ticari olarak



tiretilebilir hem de daha ekonomik ve g¢evreye daha az zarar veren iriinlerin eldesi

saglanmis olur (Bachmann 2003).

Biyoloji ve enzimoloji biliminde meydana gelen gelismeler sayesinde biyoteknoloji
cagimizda karsilasilan problemlere ¢oziim bulmaya aday bir bilimdir (Beg et al. 2003).
Gelismis iilkelerin iiretimini %40 oraninda biyolojik ve biyoteknolojik kaynakl1 iiriinler
olusturmaktadir (Basaga ve Cetindamar 2000). Giiniimiizde biyoteknolojinin ¢ok ¢esitli
alanlarda gelisme gdstermesi ve molekiiler biyoloji tekniklerinden biri olan rekombinant
DNA teknolojisinden yararlanilarak enzim iiretimi, ¢ok yeni ve dikkat ¢eken bir alandir
(Gessese 1999). Bu teknikler kullanilarak gelisen enzim teknolojisi ile yiiksek
sicakliklarda, yiiksek pH degerlerinde, organik ¢oziiciilerde uzun siire kararli kalabilen
enzimler elde etmek endiistriyel biyoteknoloji alaninda arastirma yapan arastirmacilarin

dikkatini ¢cekmektedir.

1.2. Enzimler

Enzimler, katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢ ¢ogunlugu protein
yapisinda olan, dogal olarak sadece canlilar tarafindan iiretilen, canli organizmada
meydana gelen tiim reaksiyonlarin uygun kosullarda gergeklesmesini ve kontroliinii
saglayan spesifik biyokatalizorlerdir (Keha ve Kiifrevioglu 2009; Onal 2010). Ayrica
enzimler ¢evre dostu olmalar1 ve sanayi sektoriindeki genis yelpazeli uygulamalarindan

dolay1 yesil kimyasallar olarak da tanimlanmaktadirlar (Rai and Mukherjee 2009).

Enzimlerle ilgili yapilan ilk temel caligmalari; Spallanzai (1783)’in atmacada mide
suyunun eti yumusattigin1 belirlemesi, Robiquet and Chaland (1830)’1n amigdalanin ac1
badem tarafindan hidrolizlendigini gostermesi, Payen ve Persoz’un nisastayr sekere
doniistiiren bir maddeyi alkol ¢coktiirmesiyle elde etmesi, Schwann (1834)’1n pepsini saf
olarak elde etmesi olusturmaktadir. Enzimler ilk olarak ferment olarak isimlendirildi.
Daha sonraki yillarda belirli bir enzim {izerine yapilan ilk ¢aligmay: 1835 yilinda S.S.
Berzelius gergeklestirdi ve enzimler igin katalizor ifadesini kullandi. Ardindan Kiinhe

(1878) ilk enzim terimini kullanan kisi oldu (Onal 2010).



Bir hiicre i¢inde gergeklesen hemen hemen biitiin biyokimyasal reaksiyonlar enzimler
olmadan gerceklesemez. Enzimler protein yapisinda oldugu ve DNA tarafindan
sifrelendigi i¢in bir hiicredeki tiim olaylar DNA seviyesinde kontrol edilmektedir. Bu
sebeple enzimleri, sadece katalizor olarak tanimlama yarim kalacaktir. Bu molekiiller,
hiicrenin genetik bilgisinin tanimlandig1 en 6nemli araglardir (Keha ve Kiifrevioglu

2009).

Enzimler, metabolizmada yapim ve yikim reaksiyonlarinda, elektron aktariminda,
hidroliz reaksiyonlarinda hemen hemen tiim biyokimyasal siirecin can damarini
olustururlar (Onal 2010). Ayrica enzimler, DNA’nin sentezi ve tamiri, proteinlerin
bozulmasi, programli hiicre 6liimii, proteinlerin hiicre membranlar1 arasina alinmasi-
verilmesi, noronlarin uyarilar1 iletmesi gibi canliligin devami igin gergeklesen tim
reaksiyonlarda gorev alirlar. Her bir reaksiyon i¢in hiicre essiz 6zgiilliik ile reaksiyonu
katalize eden bir enzim kullanir (Whitford 2005). Enzimler hem Kkatalizledikleri

reaksiyona hem de iiriine dontistlirdiikleri subsrata kars1 son derece segicidirler.

Enzimler endiistriyel siireclerde de genig bir kullanim alanma sahiptir. Enzimlerin

endiistriyel uygulamalarda kimyasal katalizorlere gore avantajlart sunlardir:

1. Subsrat 6zgiinliigii; istenmeyen yan iirlin olusumunu elimine ederek maliyeti
diisiiriir ve ¢cevre sorunu yaratmaz.

2. Bazi stereo 6zgiin reaksiyonlar, enzimler olmadan ger¢eklesmez.

3. Reaksiyon hiz1 yiiksektir ve maliyeti diisiiktiir.

4. Proses kosullarinda 1s1ya duyarli subsratlar1 bozma olasiligini azaltir, korozyon

etkilerini ve enerji gereksinimini diisiiriir (Onal 2010).

Enzimler ayrica meyve suyu ve siit iiretimi, temizlik malzemeleri, tipta teshis ve tedavi
stireci basta olmak iizere kimya, biyoyakit, biyolojik silah, fotograf endiistrisi, kagit ve
ziraat endiistrileri gibi ¢cok genis alanlarda kullanilmaktadir. Maliyet bakimindan ucuz
olmasi, ¢ok ¢esitli alanlarda kullaniliyor olmasi, in vitro sartlarda aktif olmasi ve toksik,

alerjik gibi etkilerinin olmamasi, yiiksek katalitik aktivite ve yiiksek derecede subsrat



spesifikligi gostermelerinden dolay1r enzimleri yasamin her alanin da goérmek

miimkiindiir (Wiseman 1987).

Cizelge 1.1. Endiistriyel enzimler ve kullanim alanlar1 (Onal 2010)

Endiitri Enzim Uygulama alam
Deterjan Proteaz Protein uzaklastirma

Amilaz Nisasta uzaklastirma

Lipaz Yaglar1 uzaklastirma

Seliilaz Renkleri agartma ve temizleme
Nisasta ve yakit Amilaz Nisasta sakkarifikasyonu

Glukozizomeraz

Glukoz-fruktoz dontisimii

Ksinilaz

Viskositeyi diislirme

Amiloglukozidaz

Sekerlestirme

Gida Proteaz Siitlerde tat ve lezzet gelistirme
Lipaz Peynir lezzetlestirme
Laktaz Laktoz uzaklastirma
Transglutaminaz Visko-elastik 6zelliklelerin

modifikasyonu

Firincilik Amilaz Ekmek yumusaklig1 ve kabarmasi
Ksinilaz Hamur isleme
Fosfolipaz Hamur kararlig1
Proteaz Biskiivi iiretimi

Glukoz oksidaz

Hamurun giiclendirilmesi

Hayvan besleme Fitaz Fitik asit yikimi

Ksinilaz Sindirim

Glukanaz Sindirim
Mesrubat Pektinaz Pektin yikimi

Amilaz Meyve suyu isleme

Laktaz Meyve suyu berraklastirma
Tekstil Seliilaz Pamuk yumusatma

Amilaz Agartma ve taglama

Pektat liyaz Kir giderme

Peroksidaz Boya fazlasinin giderilmesi
Kagit Lipaz Pitch kontrolii

Amilaz Nisasta kaplamasi

1.2.1. Enzimlerin siniflandirilmasi

Enzimler, oncelikle katalitik etki gosterdikleri subsrat adi verilen bilesiklerin adinin

sonuna ‘az’ eki getirilerek isimlendirildi. Enzimolojik ¢aligmalarin ilerlemesi ve bir¢ok




enzimin ortaya ¢ikmasiyla sistematik bir isimlendirilmeye ihtiya¢ oldugu ortaya ¢ikti.
Boylece enzimlerin, uluslararast enzim komisyonu (E.C.) tarafindan, katalizledikleri

reaksiyon tipi ve mekanizmalarina gore siiflandirilmasi yapildi.

Sistematik isimlendirmenin baslica 6zellikleri sunlardir:

a) Reaksiyonlar ve bu reaksiyonlara etki eden enzimler 6 gruba ayrilir ve her bir grup
kendi i¢inde alt gruplara ayrilir.

b) Enzimin adi iki kisimda verilir. Ismin ilk boliimii subsrat, ikincisi katalizlenen
reaksiyonun tipinin sonuna ‘az’ eki getirilir. Subsratlar aralarina iki nokta konularak
yazilirlar.

¢) Reaksiyonu agiklayan bir ifade gerekirse parantez i¢inde ismin sonunda belirtilir.

d) Her enzime bir sistematik kod verilmistir. Her enzim E.C. (Enzyme Commission)
harflerinden sonra dort rakamdan olusan bir kod numarasina sahiptir. Birinci rakam
enzimin baglh oldugu grubu, ikincisi kimyasal yap1 ve fonksiyonel grubu, tiglinciisii alici

grubu, dordiinciisii de enzimin ayni {i¢ rakama sahip enzimler arasinda sirasini gosterir.

Enzimlerin kod numaralarina gore siniflandirilmasi:

1. Oksidorediiktazlar: Indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarmi katalizlerler.

2. Transferazlar: Hidrojen digindaki gruplarin iki subsrat arasinda transferini
katalizleyen enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, C-C, C-N, C-O gibi baglarin1 bir su
molekiiliiniin katilmasiyla hidrolize eden enzim grubudur.

4. Liyazlar: Hidrolitik olmayan bagka bir yoldan cift bag olusumunu katalizleyen
enzim grubudur.

5. Izomerazlar: Molekiil igindeki geometrik ya da yapisal izomerlerin birbirine
doniistiiriilmesini katalizleyen enzim grubudur.

6. Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili birlesiklerden fosfat baginin kopmasiyla
aciga cikan enerji ile iki molekiili birbirine baglayan enzim grubudur (Keha ve
Kiifrevioglu 2009).



1.2.2. Proteazlar

Proteazlar ya da peptidazlar proteinlerin yapisindaki peptid baglarini hidrolize eden ve
organik ¢oziicii varliginda peptid sentezini katalizleyen enzim grubudur (Sookkheo
2000). Proteazlar, ticari uygulamalarda 6nemli konuma sahip hidrolitik enzimlerdir

(Joshi and Satyanarayana 2012).

Proteazlar, tim organizma tiirlerinde mevcut olan toplam protein sayisinin %2’sini
temsil etmektedir. Peptidazlari kodlayan toplam yaklasik 500 insan geni vardir.
MEROPS (htpp://merops.sanger.av.uk) veritabani1 peptidazlar ve onlar1 kodlayan genler
hakkinda oldukga zengin bir bilgi kaynagidir. Bu veritabani bilgiyi depolama ve bilgiye

erisimi hiyerarsik siniflandirma sistemini kullanarak kolaylastirmaktadir (Polgar 2005).

Endiistriyel uygulamasi olan ticari enzimlerin en biiyiik sinifint proteolitik enzimler
olusturmaktadir. Proteinleri pargalayan proteazlar; diinya enzim pazarinin %60’ 11
igeren biyokatalizorlerin en Onemli smifim1 olustururlar. Basta ¢amasir deterjanlar
olmak {izere, deri isleme, et yumusatma, gida, ilag, protein geri kazanimi ve atik
endiistrisinde proteaz enzimi kullanilmaktadir (Asokan and Jyanthi 2010). Ayrica
proteazlar; kanin pihtilasmasi, doku diizenlenmesi, protein katabolizmasi, hiicre gelisimi
ve gocli, onclil proteinlerden hormonlarin ve aktif peptidlerin ayrilmasi, mebranlardan
proteinlerin gecisi gibi tiim metabolik ve fizyolojik olaylarda Onemli gorevlere

sahiptirler (Rao et al. 1998).

Proteazlar, organizmada sentezlenen proteinlerin bigiminin, konformasyonunun,
bliytikligliniin ve dongiisiiniin kontroliinde gerekli temel enzim grubudur. Bu enzimler
organizmada kanin pihtilagmasi, apoptozis ve doku farklilagmasi gibi yasamsal 6nemi
olan faaliyetlerde gorev alirlar (Kogak 2005). Proteazlari ayrica hiicre iletim sisteminde
ve fizyolojik reaksiyonlarin birgok alaninda gérmek miimkiindiir. Farkli hastaliklarda
farkli proteazlarin rol almasindan dolayr son yillarda terapdtik ajanlarin
gelistirilmesinde de proteazlara olan ilgi giderek artmistir (Shivanad and Jayaraman
2009).



1.2.2.a. Proteazlarin simiflandirilmasi

Proteazlar temelde katalize ettikleri reaksiyon tipine ve katalitik mekanizmalarina gore
siniflandirilmaktadir. Ayrica proteazlar1 kaynaklarina gore bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal proteazlar; aktive olduklari1 pH araliklarina gore de asidik, alkalin ve notral

proteazlar olarak bir siniflandirma yapilmaktadir (Rao et al. 1998).

Proteazlar katalize ettikleri reaksiyon tipine gore endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar

seklinde iki gruba ayrilir:

1. Endopeptidazlar

Polipeptid zincirin N- ve C- uglarni disinda i¢ bolgelerdeki peptid baglari iizerine etki
eden gruplardir. Endopeptidazlar katalitik mekanizmalarina gore serin, sistein, aspartik

ve metalo proteaz olmak iizere dort alt gruba ayrilmaktadir (Rao et al. 1998).

a. Serin proteazlar

Serin proteazlar ilk olarak 1960 yilinda Bender et al. tarafindan Kimotripsin enziminin
kinetigi tizerine yaptig1 ¢alismalar ile karakterize edilmistir. Daha sonra Blow et al.’un

kimotripsinin ii¢ boyutlu yapisinit belirlemesiyle mekanizmasida ortaya ¢ikmugtir (Polgar

2005).

Serin proteazlar aktif bolgelerindeki serin kalintilar1 ile karakterize edilirler. 13 klan ve
40 aileden olusan serin proteazlar, tim proteolitik enzimlerin {i¢te birinden fazlasim
olusturmaktadir (Cera 2009). Serin proteazlar arasinda PA klan1 ve S1 ailesinin tripsin

benzeri peptidazlar1 en bol bulunan serin proteazlardir.

Serin proteazlart subsrat tercihlerine gore dort ana grupta toplamak miimkiindiir.
Bunlar; tripsin benzeri serin proteazlar, kimotripsin benzeri serin proteazlar, elastaz

benzeri serin proteazlar ve subtilisinlerdir. Tripsin benzeri serin proteazlar, lys (lisin)



veya arg (arjinin) aminoasitlerinden sonraki peptid bagmi; Kimotripsin benzeri serin
proteazlar, aromatik aminoasitlerin bulundugu peptid bagini; elastaz benzeri serin
proteazlar, kii¢iik yan zincirlerdeki peptid bagini; subtilisinler, prokaryotlardaki peptid
bagini hidrolizlerler (Gisha 2014).

Tripsin EKimotripsin Elastaz
Lyv=, Arg'den keser Trp, Phe, Ty™ den keser Ala, Gh'den keser

—Ci ™—
A 2 V4 o gehy
= e
gn ] Derin olmsyan
= NH, e
E§ - nm:.:—Ep::hI
E el

aktif bolge

Sekil 1.1. Serin proteazlarin spesifiteleri (Ozden 2014)

Serin proteazlarin 6karyot, prokaryot, arke ve viriisler de bulunmasi hayati dneme sahip
oldugunu gostermektedir. Serin proteazlar sindirim (tripsin, kimotripsin) dahil olmak
tizere immun sistemde (kompleman B, C, D), kan pihtilasmasi (faktor VIIa, IXa, Xa,
Xlla) ve fibroliz (iirokinaz, plazmin) gibi ¢ok onemli fizyolojik siireclere katilirlar

(Polgar 2005).

Serin proteazlar genellikle pH 7-11 araliginda aktiftirler. Molekiil agirligi 18-35 kDa
araliginda degisir. izoelektrik noktalar1 pH 4-6 araligindadir (Deshpande et al. 1998).
PMSF (fenilmetilsiilfonilfloriir), DFP (diizopropilflorofosfat), TLCK (tosil-L-

lizinklorokumarin) serin proteazlarin inhibitorleridir (Rao et al. 1998).



b. Aspartik proteaz

Asit proteazlar olarak bilinirler ve katalitik bolgelerinde aspartik asit bulunmasi ile
karakaterize edilirler. Aspartik proteazlar 3 gruba ayrilarak pepsin (Al), retropepsin

(A2), pararetroviriislerden (A3) elde edilen enzimler seklinde siniflandirilmistir (Dash et
al. 2003).

Cogu aspartik proteazlar diisiik pH degelerinde aktiftirler. Molekiil kiitlesi 30-45 kDa
arasinda degisir. Bilinen aspartik proteaz inhibitorii pepstatindir (Rao et al. 1998).
Pepsin, katepsin D ve E, renin aspartat en iyi bilinen aspartik proteazlardir (Bugg 1996).

EYO' HyN \E
0

Sekil 1.2. Aspartik proteazlarin mekanizmasi (Sonug 2011)

c. Sistein proteaz

Sistein proteazlar tiyol proteazlar olarak bilinirler. Hem prokaryotlarda hem de
Okaryotlarda bulunurlar. Sistein proteazlarin katalitik aktiviteleri sistein ve histidin
kalintilarinin bulunmalarina bagl olup sistein ve HCN varliginda etki gosterirler. En iyi
bilinen sistein proteaz papaindir. Sistein proteazlar, aktif bolgesinde —SH grubu
bulundurmalari, agir metaller ve okside edici ajanlar varliginda inhibe olmalarindan
dolay1 6nemli enzim grubudur. Papain benzeri tiyol, tripsin benzeri tiyol, glutamik aside
Ozel tiyol ve diger tip tiyol proteazlar olmak tizere dort gruba ayrilarak incelenir

(Genckal and Tari 2006; Dubey et al. 2007).
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Sekil 1.3. Papainin ii¢ boyutlu yapisi (Ozden 2014)

Sistein proteazlar bitkilerin bilylime ve gelismesinde, ¢ekirdekte protein birikiminde,
apoptozisde, biyotik ve abiyotik strese karsi yanit olusturma gibi fizyolojik olaylarda
gorev yaparlar (Grudkowska and Zagdanska 2004). Sistein proteazlar notral pH’larda
aktifitirler. PCMB (p-kloromerkiiribenzoat) gibi siilfidril ajanlarina karsi hassastirlar,

fakat metal selatlarindan etkilenmezler (Rao et al. 1998).

d. Metallo proteaz

Metallo proteazlarin katalitik etkisi diger proteazlardan farklidir. Aktiviteleri igin iki
degerlikli 6zellikle ¢inko gibi metallere ihtiyag¢ duyarlar (Divakar et al. 2010). Metallo
proteazlarin doku morfogenezi ve farklilasmasinda rolii vardir. Ayrica kanser
hastaliklarin ~ tedavisinde kullanilabilirler.  Bakteriler de termolizin, yiiksek
organizmalarda yilan zehrinde bulunan hemorhagic toksin bilinen en yaygin metallo
proteazlardir (Rao et al. 1998). Metalloproteazlar EDTA gibi selat yapici ajanlar
varliginda inhibe olurlar. Cinko metali enzim aktivitesi i¢in gerekli iken kalsiyum metali

protein yapisinin korunmasi igin gereklidir (Deshpande et al. 1998).

Aktif bolgelerindeki fonksiyonel gruplara gdre proteazlarin mekanizmalar1 asagidaki

sekilde 6zetlenmistir.
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Sekil 1.4. Aktif bolgelerindeki fonksiyonel gruplara gore proteazlarin mekanizmalari
a:Serin proteaz b:Sistein proteaz c:Aspartik proteaz d:Metallo proteaz (Sonug 2011)

2. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar polipeptid zincirinin ug¢ kisimlarina etki ederler. Polipeptid zincirin ug
kismindaki N- amino ucuna etki ederse aminopeptidaz, C- karboksil ucuna etki ederse

karboksipeptidaz olarak isimlendirilirler.

a. Aminopeptidazlar

Aminopeptidazlar polipeptid zincirin serbest amino ucundaki aminoasitler iizerine etki
ederler. Bakteriler ve mantarlar basta olmak tizere bir¢ok mikroorganizmada bulunurlar.
Fakat bunlarin subsrat spesifikligi ve hidroliz {riinleri farklilik gdstermektedir.
Aminopeptidazlar genellikle hiicre i¢i enzimlerdir. Aspergillus oryzae’nin bir istisna ile

hiicre dis1 aminopeptidaz iirettigi rapor edilmistir (Rao et al. 1998).

b. Karboksipeptidazlar

Karboksipeptidazlar polipeptid zincirin serbest karboksil ucundaki aminoasitler iizerine
etki ederler. Karboksipeptidazlar aktif bdolgelerindeki aminoasitlere gore; serin
karboksipeptidaz, sistein karboksipeptidaz ve metallo karboksipeptidaz olmak iizere ii¢

ana gruba ayrlirlar. Penicillium sp., Saccharomyces sp. ve Aspergillus sp.
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organizmalarindan izole edilen serin karboksipeptidazlarin subsrat spesifikligi ayni
olmasina ragmen stabiliteleri, molekiil kiitleleri ve inhibitor etkileri birbirinden farklidir.
Ayrica Pseudomanas sp. ve Saccharomyces sp.’den izole edilen metallo

2

karbooksipeptidazlarin aktiviteleri icin Co* ve Zn*> metallerine ihtiyac duydugu

goriilmektedir (Rao et al. 1998).

3. Omegapeptidazlar

Omegapeptidazlar serbest bir N- amino ve C- karboksil ucuna ihtiya¢ duymazlar. Bu
uglara yakin bolgelere etki ederler. Gama-glutamil hidrolazlar ve proglutamil

peptidazlar omegapeptidazlara 6rnek verilebilir (Polaina and MacCabe 2007).

1.2.3. Bakteriyel alkalin proteazlar ve 6zellikleri

Gilinlimiizde endiistride 6nemi olan enzimlerin %80’nini hidrolitik enzimler
olusturmaktadir (Divakar et al. 2010). Diinya enzim pazarinin {gte ikisi
mikroorganizmalar tarafindan izole edilen enzimlerden olusmaktadir. Bunun nedeni
mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktivitelerin yiiksek olmasi, istenmeyen
yan iirlin olugturmamalari, bliyiime kosullarinin kolay optimize edilmesi ve ucuz olmasi,
yiiksek saflikta ve tek tiretim prosesinde ¢ok fazla miktarda iretilmesidir. Mikrobiyal
enzimlerin yiiksek sicaklik, yiiksek pH gibi ekstrem kosullarda yiiksek aktivite
gostermeleri enzimolojide ¢ok fazla kullanilmalarmin bir sebebidir (Wiseman 1987;
Horikoshi 1999). Mikroorganizmalar ayrica biyomiihendislik ve biyokimyasal
cesitliliklerinden dolay1 proteaz iiretiminde kullanilan oldukga iyi kaynaktirlar (Lazim et
al. 2009).

Bakterilerde alkalin proteaz iireticisi olarak Bacillus sp. cinsi bakteriler gériilmektedir.
Bu cinsin suglarinin ¢gogunun zararsiz olmasi, izolasyonunun ve teshisinin kolay olmasi,
sentezledikleri proteini dis ortama vermesi, fermentasyon yontemi ile kisa siirede fazla
miktarda iiretilmelerinde dolay1 cazip endiistriyel organizmalardir (Boyce and Walsh

2007).



13

Proteaz iireten bircok mikroorganizma olmasia ragmen sadece bir kagi ticari olarak
kullanilmaktadir. Bakteriyel alkalin proteazlar Subtilisin Carlsberg, Subtilisin BPN ve
Savinase gibi firmalarda deterjan enzimi olarak kullanilmaktadir. Bu enzim ilk 1914
yilinda deterjan katki maddesi olarak piyasa sunuldu ve oldukc¢a yaygin olarak

kullanild1 (Gupta et al. 2002).

B. subtilis, B. amyloliquefaciens, Pseudomanas sp. , Escherichia coli, Lysobacter
enzymogenes gibi birkag tiiriin proteaz lrettigi, yapilan ¢alismalar ile rapor edildi.
Bunlardan {iretilen alkalin proteazlar yiiksek termo/pH stabilitelerinden dolayr deterjan
endiistrisinde ¢ok 6nemlidir (Asokan and Jayanthi 2010). Endiistriyel sektorlerde verim
almak icin yliksek sicaklik, yiikksek pH, organik ¢oziicii, oksitleyici ajanlar ve deterjan
yiizey aktif maddeleri varliginda enzimin aktif ve stabil olmas1 zorunludur (Arostoo and
Zahrami 2012).

Alkalin proteazlarm optimum pH araligi pH 9,0-11,0 arasinda olup izoelektrik noktalari
pH 6,0-12,0 araligindadir. Optimum sicaklik araligi 50-70°C arasindadir. Alkalin
proteazlarin genelde molekiil kiitlesi 15-30 kDa arasinda degismekle birlikte daha
yiiksek molekiil kiitlesine sahip alkalin proteazlar yayinlarda rapor edilmistir. Bu enzim
grubu maksimum aktivite icin Ca*?, Mg™ ve Mn*? gibi divalent metallere ihtiyag
duymaktadir (Kumar and Takagi 1999). Ayrica Ba*?, Mg*?, Fe*?, Mn*?, Zn*? ve Co*
gibi metallerin varliginda enzimin aktivitesini korudugu gozlemlendi. Alkalin proteazlar
genis subsrat spesifikligi ile en ¢ok kazein olmak iizere azokazein, BSA, hemoglobin,
jelatin gibi subsratlara kars1 spesifiklik gostermektedir (Gupta et al. 2002).

1.2.4. Proteazlarin uygulama alanlari

Proteazlar hem fizyolojik hem de ticari alanda cesitli uygulama alanlar1 olan enzim
grubudur (Raut et al. 2012). Basta camasir deterjanlari, deri isleme, protein geri
kazanimi ya da ¢bzme, et yumusatma, gida endiistrilerinde yaygin sekilde kullanilirlar

(Asokan and Jayanthi 2010). Proteazlar ayrica ilag, tekstil, peptid sentezi, atik su
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aritimi, biyokontrol, teshis-tani, giimiigiin geri kazanimi gibi bir¢cok alanda &nemli

rollere sahiptirler (Heidari et al. 2008; Joshi and Satyanarayana 2012).

1.2.4.a. Deterjan endiistrisi

Alkalin proteazlar deterjan sanayinin iicte ikilik bir payma sahiptir. Iyi bir deterjan
enziminin, birlikte kullanildig1 oksitleme ajanlar1 ve agarticilara karsi1 dayanikli olmasi
beklenirken giiniimiizde ticari olarak kullanilan deterjan enzimleri bu ajanlar varliginda
stabilitesini koruyamamaktadir. Bu sorunu ¢6zmek amaciyla zaman, performans, kalite
ve tUretim maliyeti géz Oniine alinarak mikrobiyal cesitlilik {izerine c¢alisilmalar
yapilmaktadir. Bu bakimdan dis etkenlerden bagimsiz ve farkli pH/sicakliklarda ytiksek
aktivite gosterebilen kararli enzimleri {ireten mikroorganizmalar1 tanimlamak ve

gelistirmek onemlidir (Oberoi et al. 2001).

Geleneksel sentetik deterjanlara gore kirliligi azaltici kapasiteye sahip olmasi ve oda
sicakliginda daha 1iyi fonksiyon gostermeleri ile alkalin proteazlar deterjan
formulasyonlarinda anahtar role sahiptir. Yikama performansini artirmak igin ideal
deterjan proteaz se¢iminde dikkat edilmesi gereken parametreler; yikama sirasinda
farkli sicaklik ve pH degerlerinde yiiksek akivite gostermesi ve stabil kalmasi, deterjan
bilesenleri ve iyonik kuvvet ile uyumlulugu, lekeyi ¢ikarabilmesidir (Rai and Mukherjee
2009). Deterjan proteaz se¢iminde dikkat edilecek bir diger husus, izoelektrik
noktalaridir. Deterjan soliisyonun pH degeri ile izoelektrik noktalar: uyumlu oldugunda,
deterjan proteazlar en iyi performansi sergilerler. Ayrica enzimin EDTA’ya kars1 stabil

olmasi da deterjan formulasyonu igin istenilen bir durumdur (Gupta et al. 2002).

Bacillus sp. cinslerinden iiretilen alkalin proteazlar kan ve siit lekeleri gibi proteinli
malzemelerin ¢ikartilmasini kolaylastirmak i¢in deterjanlar icinde temizleyici katki

maddesi olarak kullanilmaktadir (Jayakumar et al. 2012).
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1.2.4.b. Deri endiistrisi

Deri isleme, tarim ekonomisine bagli gelismekte olan bircok iilkede dnemli ekonomik
bir faaliyettir. Tabakalama Oncesinde siire¢ dehidrasyon-hidrasyon, Kkiregleme-
kiregsizlestirme, asitleme-bazifikasyon, kiirleme ve 1slatma gibi asamalardan olusur.
Deri isleme siirecinde geleneksel yontemler kullanimi, hidrojen siilfit ve diger
kimyasallar cevre kirliligi ve giivenlik riski olusturmaktadir. Deri isleme siirecinde
olusan kirliligin %70’1 sepileme agamasinda meydana gelir. Bu da ekolojik dengesizlige

ve verimsizlige sebep olur.

Deriden kil ayirma siirecinde kullanilan kireg, istenmeyen ¢amur olusumuna neden olur.
Ayni zamanda kullanilan sodyum siilfit, yliksek derecede toksiktir ve kotii kokuya
sahiptir. Tiim bu nedenlerden dolay1 deri isleme siirecinde kontrolii kolay, siireci kisa
zamanda gergeklestirecek, ¢evre dostu enzimatik yontemler tercih edilmelidir

(Kandasamy et al. 2011).

1.2.4.c. Gida endiistrisi

Gida endiistrisinde proteazlarin kullanimi ¢ok eskiye dayanmaktadir. Proteazlarin temel
islevi proteinleri hidroliz etmektir ve bu ozelligiyle yiiksek besin degerinde protein
hidrolizatlar1 hazirlanmasini saglamaktadir. Protein hidrolizatlari kan basincinin
diizenlenmesinde, bebek mamalarmin formulasyonlarinda, meyve suyu ve
megrubatlarin raf 6riinii uzatmada ve 6zel diyet iriinlerinde 6nemli role sahiptir. Alkalin
proteazlar ¢esitli dogal subsratlardan hidrolizat {iretiminde de kullanilmaktadir (Gupta et
al. 2002).

Proteazlar ayrica firmcilik, peynir yapimi, et yumusatma ve soya hidrolizati hazirlama

gibi ¢esitli uygulama alanlarina sahiptirler (Mahajan and Badgujar 2010).
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1.2.4.d. Peptid sentezi

Bergman ve Frankel-Conrat (1937), hidrolizin revers enzimatik reaksiyonu kullanilarak
proteaz katalizli peptid sentezini rapor ettigi andan bu yana; proteazlar, peptid
sentezinde kullanilmaktadir. Enzimatik peptid sentezi kimyasal metodlara gore bir¢ok
avantajlara sahiptir. Bu avantajlari; reaksiyonlari stereo spesifik olarak gerceklestirebilir
olmast ve reaktanlarin yan zincir korumasina, polar olmayan subsratlarin artan
¢Oziiniirliigiine ya da degisen termodinamik dengeye ihtiyagc duymamasi seklinde
siralamak miimkiindiir. Proteazlar, dipeptid ve tripeptid sentezi i¢in basarili bir sekilde

kullanilabilmektedir.

Organik ¢oziiciilerin proteaz enzimi lizerine giiglii etkisi vardir (Gupta et al. 2002).
Organik c¢oziiciilerde kararli proteazlar, sentetik biyoteknoloji i¢in susuz ortamlarda
biyokatalizor olarak kullanilmaktadirlar. Organik ¢oziiciilerde enzimatik peptid sentezi;
polar olmayan subsratlarin ¢Oziniirliigliniin  artmasi, hidroliz reaksiyonlarinda
termodinamik dengenin tersine ¢evrilmesi, suya bagli yan reaksiyonlarin bastirilmasi ve
mikrobiyal kontaminasyonun onlenmesi gibi bircok avantajlara sahiptir. Organik
¢oziiciilerin toksik etkisinin 6niine gegmek i¢in organik ¢oziiciilere dayanikli bakteriler;
hizli membran tamir mekanizmasi, toluen akis pompalari ve Cis-trans yag asitlerin

izomerlestirilmesi gibi uygulamalar1 gergeklestirirler (Arostoo and Zahrami 2012).

1.2.4.e. Fotograf endiistrisi

Alkalin proteazlar X 1511 veya fotografik flimlerden glimiisiin geri kazaniminda 6nemli
rol oynarlar. Cok ¢esitli amaglar i¢in iyi bir giimiis kaynagi olarak kullanilan bu atik
flimler, agirlik olarak %1,5-2,0 giimiis i¢erir. Giimiisiin elde edilmesi geri doniistimsiiz
olarak cevre kirliligine sebep olan flimlerin yakilmasi ile olur. Ayrica polyesterden

yapilan flimlerden bu metod ile giimiisiin geri kazanilmas1 miimkiin degildir.
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Glimiisii, jelatine bagh oldugu igin proteolitik muameleler ile protein tabakasindan
uzaklastirilabilir. Jelatinin enzimatik hidrolizi ile hem giimiis geri kazanilmis olur hem

de polyesterden yapilmis flim tekrar geri doniistiiriilebilir.

B. subtilis’den izole edilen alkalin proteazin, 50-60°C’de 30 dakikada jelatinden
giimiisii ayirdigi yapilan bir galisma ile gosterildi. Ishikawa et al. (1993) tarafindan
yapilan ¢alismada, X-ray fliminde jelatin tabakasindan giimiis partikiillerini ayirmak
icin Bacillus sp. B21-2’den izole edilen alkalin proteazin kullanildigi rapor edildi
(Gupta et al. 2002).

1.2.4.f. Atk aritimi ve doniisiimii

Proteazlar evsel ve gida endiistrisinden gelen atiklarin islenmesinde uygulama alanina
sahiptir. Proteazlar proteinli atiklarin ¢oziindiiriilmesi ve su sistemlerinin biyolojik
oksijen taleplerini azaltmaya yardimcidirlar. Son zamanlarda ¢esitli gida endiistrilerinde

ve evsel atiklarin aritiminda alkalin proteaz kullanimi1 6nem kazanmustir.

Kiimes hayvanlarinin viicut agirhiginin yaklasik %5’ini olusturan atik tiiyler, sert keratin
yapiin par¢alanmasi ile gida ve yem igin yiliksek protein kaynagi olarak kabul
edilmektedir (Gupta et al. 2002). Proteazlar; kil, boynuz, tirnak, sa¢ gibi atiklari yararli
biyokiitle haline doniistiirmektedir. Ayrica balik¢ilikta da proteazlarin proteolitik
aktivitelerinden yaralanilmaktadir. Balik atik malzemeleri balik agirliginin %50’sini
olugturmaktir. Yiizgeg, kemik gibi atiklar imha edilmezse ciddi sorunlar yaratabilirler.
Bu nedenle protein, lipid, enzim ve Kitin gibi degerli biyomateryallere doniistiirmek i¢in

bu atiklar iyi bir kaynak olabilirler (Kandasamy et al.2011).

1.2.4.9. Kozmetik ve ila¢ endiistrisi

Alkalin proteazlar, ayni zamanda tibbi oneme sahip iiriinler gelistirmek icin de
kullanilirlar. Kudrya ve Simonenko (1994) tarafindan B. subtilis 316M’nin elastolitik

aktivitesi agikland1 ve elasteraz enziminin yanik, yatak yaralari, ¢iban ve derin apseleri
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tedavi etmede kullanilabilecegini agikladilar (Gupta et al. 2002). Ayrica mikrobiyal
proteazlarin  tanimlanmasi ve karakterizasyonu, enfeksiyon hastaliklarindaki
patogenezin roliinii anlamanin 6n kosuludur (Asokan and Jayanthi 2010). Ayrica
proteaz inhibitorii kullanilarak 6zellikle HIV olmak {izere virlis kaynakli hastaliklarin

tedavisi yapilmaktadir (Seving 2010).

Kozmetikte proteazlar sa¢ bakim firiinlerinde, dis macunlarinda, istenmeyen tiiylerden

kurtulmak i¢in ve kontak lens soliisyonlarinda kullanilmaktadir (Langmaier et al. 2002).

1.3. Termofilik bakteriler

Mikroorganizmalarin yasamasal faaliyetlerini etkileyen en dnemli ¢evresel etkenlerden
birisi sicakliktir. Mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in gereken sicaklik ile tolerans
gosterdigi sicaklik degerleri birbirinden farklidir. Termofilik bakterilerin biiyiik

cogunlugu maksimum sicakliklar iizerinde biiylime gosterirler (Brock 2001).

Ekstremofilik organizmalar; halofil, termofil, psikofil, barofil ve asidofil gruplarini
icerir. Bunlar arasinda termofiller sicaklik toleransina gore alt gruplara ayrilirlar;
fakiiltatif termofiller optimum 50-65°C’de-en diisiik 37°C’de, zorunlu termofiller
optimum 65-70°C’de-en diisiik 40°C’de, ekstrem termofiller optimum 65°C’de,
cogunlugunu arkelerin olusturdugu hipertermofiller optimum 80-115°C’de-en diisiik
90°C’de biiytime ve gelisme gosterirler (Kikani et al. 2010).

Termofilik mikroorganizmalar ilk kez 1888 yilinda Miquel tarafindan toprak, ¢op,
akarsu ¢amurlari, drenaj ve kirlerden, 1982 yilinda ise Stetter tarafindan oldukc¢a sicak
olan su ortamindan izole edildiler. Bundan sonra yapilan c¢alismalarin ¢ogu B.
stearopthermophilus ile gergeklestirildi ve son zamanlarda, Bacillus cinsinden ayrilan
¢ok sayida yeni organizma literatiire kazandirildi. Nazina et al. (2001) tarafindan B.
stearopthermophilus yeniden gruplandirildi ve Geobacillus ailesinin tip tiirii olarak
kabul edildi. Bu giine kadar bu cinse ait 17 tiir (Geobacillus stearothermophilus, G.
thermocatenulatus, G. thermoleovorans, G. kaustophilus, G. thermoglucosidasius, G.
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thermodenitrificans, G. subterraneus, G. uzenensis, G. toebii, G. lituanicus, G. vulcani,
G. gargensis, G. debilis, G. tepidamans, G. caldoxylosilyticus, G. jurassicus and G.
galactosidasius) tanimladi. Bu cinse ait Geobacillus pallidus Minana-Galbis et
al.(2010) tarafindan Aeribacillus cinsine dahil edildi ve tip tiirii olarak kabul edildi
(Yanmis and Adigiizel 2014).

Ekstrem sartlarda yasamak ve ¢ogalmak igin organizmalar bu ortama adapte olmak
zorundadirlar. Termofillerin bu ortamda yasamlarini siirdiirebilmesinin sebeplerinden
birisi membranlarinda ki doymus yag asitleridir. Ayrica DNA’larinda pozitif siiper
sarmallar olusturan geri doniisiimii saglayan ve DNA’nin erime noktasini organizmanin
maksimum biiylime sicakligina ¢ikaran DNA giraz ihtiva ederler. Elektrostatik disiilfiit
kopriisii ve hidrofobik etkilesimleri kullanarak yiiksek sicakliklara adapte olurlar.
Bununla birlikte ATP (adenozintrifosfat), GTP (guanozintrifosfat), NAD (nikotinamid
adenin diniikleotid) ve FAD (flavin adenin diniikleotid) gibi yiliksek sicakliklarda
denatiire olan molekiilleri, termofil organizmalar kullanacaklar1 zaman tretirler

(Canake1 2003; Giiven 2011).

1.3.1. Aeribacillus

Minana-Galbis et al. (2010) tarafindan Geobacillus cinsinden ¢ikarilarak yeni bir cins
olarak literatiire kazandirilan A. pallidus cinsi G ve C igerigi, yag asit ve polar lipit
profillerine gore farklilik gosterir. Bu mikroorganizma, termofil, gram pozitif,
alkalitolerant, aerop ve gubuk seklindedir. Eliptik ve silindirik endosporlara sahiptir.
Onciil polar lipitler fosfotidilgliserol ve difosfotidilgliseroldiir. Katalaz ve oksidaz

reaksiyonlar1 pozitiftir (Minana-Galbis et al. 2010).

1.3.1.a. Aeribacillus pallidus

Cihan et al. (2011), yaptiklar1 ¢alisma ile Tiirkiye’'nin farkli jeotermal bolgelerinden
izole ettikleri Geobacillus ve Aeribacillus arasindaki filogenetik farkliligi incelemisler.

A. pallidus’un dairesel krem veya soluk sar1 renginde koloniler olusturdugu ve hem
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merkezde hemde merkeze yakin endospor formu icerdigi gdzlemlediler. Ayrica izolatin

proteaz ve amilaz aktivitesinin bulunmadigini ifade ettiler.

Yasawong et al. (2011), A. pallidus TD1 olarak isimlendirdikleri izolatin; hareketli,
gram pozitif, aerobik, ¢ubuk seklinde ve spor form ihtiva ettigi, 0,4 um capinda 2,0-4,0
um uzunlugunda, optimum biiylime gdsterdigi pH ve sicaklik degerlerinin sirasiyla
7,8,55-60°C oldugunu belirttiler. Bu susun %10 tuz varliginda biiyiiyebildigini, G ve C

oraninin ise %38,9 oldugunu tespit ettiler.

Radchenkova et al. (2013), yaptiklari ¢alisma ile A. palidus 418 izolatin iki yeni
eksopolisakkariti sentezlendigini, 0,8-2,5 um ¢apinda, gram pozitif, spor olusturan,
aerop, notrofil, cubuk seklinde hiicrelere sahip oldugunu ve 35-72°C sicakliklari

arasinda biiyiime gosterdigini rapor etttiler.

Mnif et al. (2013), termofil, gram pozitif, halotolerant ve spor olusturan bir sus

tanimladilar. Bu susun A. pallidus ile %99 benzerlik gosterdigini rapor ettiler.

Bu tez calismasi kapsaminda, A. pallidus C10’dan proteaz enzimi saflastirilmis ve
karakterizasyon ¢aligmalar1 kapsaminda optimum sicaklik ve pH, stabil sicaklik ve pH,
enzime metal iyonlarinin, organik ¢oziiciilerin, dogal subsratlarin, deterjan yiizey aktif
maddelerin, yiikseltgenlerin, inhibit6rlerin ve bazi ticari olarak satilan deterjanlarin

etkisi incelendi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Joo and Chang (2004), bir halotolerant olan B. clausii I-52 ‘den endiistriyel 6neme sahip
alkalin proteaz enzimini saflastirmiglardir. Enzimi sirasiyla dianyon HPAT75, Fenil
Sefaroz ve DEAE-Sefaroz kolon kromotografisi tekniklerini kullanarak %79 verimle
10 kat saflastirmislar ve molekiil kiitlesinin 28 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin
optimum pH’simi1 11 ve optimum sicakligin1 45°C olarak tespit etmislerdir. Ky degerini
83,9 ],Lmol'l, Vmax degerini ise 238,6 solarak hesaplanmiglardir. SDS ve H,0;

varliginda enzimin kararli oldugunu rapor etmislerdir.

Miyaji et al. (2005), B. pumilus MS-1 bakterisinden, subtilisin benzeri alkalin proteaz
enzimi BPP-A’y1 saflagtirmislar ve molekiiler olarak karakterize etmislerdir. Enzimi
%13 verimle 5,5 kat saflastirmislar ve molekiil kiitlesini SDS-PAGE ile 33 kDa olarak

belirlemislerdir.

Kim et al. (2006), B. subtilis TP-6’dan fibronilitik subtilisin benzeri alkalin proteaz
enzimi saflastirmiglardir. Enzimi amonyum siilfat, Octyl Sepharose, SP Sepharoz
tekniklerini kullanarak %26 verimle 200 kat saflastirmislar ve molekiil kiitlesini SDS-
PAGE ile 29 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin maksimum aktiviteyi 50°C’de ve pH
7’de gosterdigini bildirmislerdir. Enzimi 37°C’de 24 saat farkli tamponlarla muamele
etmisler ve stabil pH’y1 6,0-6,5 araliginda oldugunu tespit etmislerdir. Enzimin; 1 mM
PMSF (%53), 1 mM EDTA (%36) ve %10 B-merkaptoetanolde (%46) ile inhibe
edildigini gostermislerdir. %1 ve %10’luk etanol, metanol ve izopropanol varliginda,

enzimin kararli oldugunu belirtmislerdir.

Gupta and Khare (2005) tarafindan yapilan ¢alismada siklohekzanca zenginlestirilmis
topraktan izole ettikleri Pseudomanas aeruginosa tarafindan salgilanan proteazin
hidrofobik organik ¢oziiciiler varliginda dikkate deger bir stabilite sergiledigini ve
enzimin %25 ¢oziicii konsantrasyonunda 10 giin siireyle aktivitesini muhafaza ettigini

gostermislerdir. izole ettikleri bu sustan salgilanan proteazin %75’lik yiiksek ¢oziicii
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konsantrasyonunda 48 saat kadar dayanabilecek 6zellikte oldugunu vurgulamiglardir.
Pseudomanas aeruginosa ve onun {rettigi proteazin su olmayan ortamda
biyotransformasyon, atik su aritimi ve ¢oziicii biyoremediasyonu i¢in uygulama alanina

sahip olabilecegini belirtmislerdir.

Arulami et al. (2006) yilinda yaptiklari ¢alismada B. laterosporus-AK1’den termostabil
alkalin proteaz enzimini Sephadex G-200 jel filtrasyon ve DEAE seliiloz iyon degisim
kromotografisi tekniklerini kullanarak %34,3 verimle 11,1 kat saflastirmislardir.
Saflastirdiklar: enzim maksimum ilgiyi kazein subsratina gosterdigi ve enzimin molekiil
kiitlesinin SDS-PAGE ile 86,29 kDa oldugunu belirlemislerdir. Enzimin optimum
pH’sim1 9,0 ve optimum sicakligini 75°C olarak bildirmislerdir. Enzimin aktivitesinin
bir serin proteaz inhibitérii olan PMSF tarafindan, giiclii bir sekilde inhibe olmasi ile
saflastirdiklar1 enzimin bir serin proteaz oldugunu tespit etmislerdir. Enzim aktivitesi
iizerine Ca*? ve MgJ'2 metal iyonlarinin artirici etkisi oldugunu belirlemiglerdir. Ticari
olarak satilan Ariel deterjan1 ile bir saat inkiibasyon sonucunda enzimin %75
kararliligin1 muhafaza ettigini bildirmislerdir. Saf enzim Wheel deterjaninin kan lekesi

tizerine uygulandiginda kan lekesinin ¢iktigin1 gostermislerdir.

Basu et al. (2007), yaptiklar1 ¢alismada balik pulu ve balik atiklari {izerinde biiyiiyen
mutant Aspergillus niger AB100in proteaz enzimini {irettigini gosterip karakterize
etmislerdir. Proteaz enzimin optimum pH’sinin 7,0 oldugu ve pH 5,0-9,0 araliginda
aktivitesinin %60’dan daha fazla oranda stabil kaldigini rapor etmislerdir. Enzimin en
yiiksek aktiviteyi 50°C’de gosterdigi ve 30°C’de bir saat inkiibasyon sonunda stabil
kaldigin1 bildirmislerdir. Enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve CM-Seliiloz iyon
degisim kromotografisi teknikleri ile %?21,5 verimle 26,07 kat saflastirmislardir.
Enzimin molekiil kiitlesini SDS-PAGE ile 30,09 kDa olarak belirlemislerdir.
Saflastirilan enzimi EDTA giiglii bir sekilde inhibe ettigi i¢in enzimin metalloproteaz
oldugunu tespit etmislerdir. Enzimin metal testinde Ca*?, Mg*?, Fe*?, Zn*? ve Mn*? ile

aktivite oldugunu Hg*? varhginda ise inhibe oldugunu rapor etmislerdir.
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Jaouadi et al. (2008), yaptiklar1 ¢alismada B. pumilis CBS’den yiiksek Kkatalitik etkisi
olan alkalin proteaz enzimini saflastirmiglar ve enzimi molekiiler olarak karakterize
etmislerdir. Enzimi saflastirmislar, klonlanmaslar, dizilemisler ve buna karsilik gelen
geni ifade etmislerdir. Enzimi tuz ¢Oktiirmesi, jel filtrasyon ve HPLC teknigini
kullanarak saflagtirmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini MALDI-TOF kiitle
spektrometresi ile 34598,19 Da olarak belirlemislerdir. Enzimin PMSF ile tamamen
inhibe oldugunu, dolayisiyla enzimin bir serin proteaz oldugunu tespit etmislerdir.
Saflagtirilan enzimin optimum pH’simin 10,6 ve optimum sicakliginin ise 65°C olarak
belirlemislerdir. Ayrica enzimin pH 7,0-10,6 arasinda ve 30-55°C sicaklilar1 arasinda
kararlt oldugunu rapor etmislerdir. Enzimin %5 Tween-80, %1 SDS, %15 iire ve %10
H,O, varliginda 40°C’de 24 saat sonra aktivitesini muhafaza ettigini belirtmislerdir.
Ca* ve Mg+2 metalleri enzimin aktivitesini artiriken Mn*?, Ba*2, Cu*? metallerinin
onemli bir etki yapmadigini ve Hg+2 da ise inhibe ettigini rapor etmislerdir. 0,1 M
NaCl’iin enzim aktivitesini kismen artirdigt 0,5 M NaCl’iin de kismen azalttigini

gbzlemlemislerdir.

Charles et al. (2008), yaptiklar1 caligma ile Aspergillus nidulans HA-10’u alkalin
proteaz lireteminde kullanilan ¢ok giiclii bir mantar olarak tanimlamislardir. Enzimi
saflagtirirken sirasiyla amonyum siilfat ve Sephadex G-200 kolon kromotografisi
yollarimi takip etmislerdir. Enzimi %39 verimle 42,4 kat saflastirmiglar ve enzimin
molekiil agirligini SDS-PAGE ile 42 kDa olarak tayin etmislerdir. Enzimin 50°C’de ve
pH 6,0-10,0 arasinda stabil oldugunu rapor etmislerdir. Enzimin PMSF ile tamamen
inhibe olmasindan dolay1 enzimin serin proteaz oldugunu tespit etmislerdir. Saflastirilan
enzimin Kkristalizasyonu PEG6000 kullanilarak damla buhari difizyon metodu ile

gerceklestirmiglerdir.

Haddar et al. (2008) yaptiklar1 ¢alisma ile, deniz suyu Orneginden izole ettikleri B.
mojavensis A21‘in agarticilara karsi kararli ve hiicre dis1 alkalin proteaz irettigini rapor
etmiglerdir. Enzimi saflagtirirken sirasiyla aseton ¢oktiirmesi, Sephadex G-75 jel
filtrasyon ve CM-Sepharoz iyon degisim kromotografisi kullanilarak enzimi %16,4

verimle 6,43 kat saflagtirmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini, 20 kDa olarak tayin
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etmiglerdir. Enzimin optimum sicakligin1 60°C olarak belirlemisler ve CaCl, varliginda
enzimin termostabilitesini arttirdigini tespit etmiglerdir. Enzimin en aktif oldugu pH’y1
8,5 olarak tayin etmislerdir. %0,1 SDS, %1 ve %5 Tween-80, %1 Triton-X-100
varliginda enzimin kararliligimi korudugunu bildirmislerdir. Okside edici ve agartici
ajanlar ile bir saat inkiibasyondan sonra (%1 H,0, ve %0,1 sodyum perborat) kalan
aktiviteyi sirasiyla %79 ve %70 olarak bulmuslardir. Bu yiizden saflastirdiklar1 enzimin
kati-sivi deterjanlar i¢in potansiyel uygulanabilir oldugu yorumunu yapmislardir.
Enzimin metal testinde Ca*? ve Mg* tarafindan aktive olurken, K* ve Na* metallerinin
hicbir etki gostermedigini rapor etmislerdir. Ticari olarak satilan Ariel, Axion, Dixan,
Nadhif ve New Det gibi ¢amasir deterjanlart ile farkli sicakliklarda enzimi bir saat
inkiibasyona birakmiglardir. 30 ve 40°C de aktivitelerini muhafaza ettigini, fakat
50°C*de Axion ve Ariel’de enzimin baslangigtaki aktiviteSinin %80’nini korudugunu,

Nadhif ve New Det’de ise aktivitesinin %75’ini kaybettigini bildirmislerdir.

Rao et al. (2008), B. circulans’dan izole etikleri alkalin proteazin deterjan ve deri
endiistrisinde uygulanabilirligini gostermek, enzimin ¢evre dostu ve dayaniklilig
tizerine ¢alismislardir. Enzimin molekiil kiitlesini SDS-PAGE ile 39,5 kDa olarak tespit
etmiglerdir. Enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sephadex G-100 ile iki basamakta
%20 verimle 11,9 kat saflastirmislardir. Enzimin optimum pH’sim1 11 ve optimum
sicakligini ise 70°C olarak bulmuslardir. Ky degerini 0,597 mg mli?, Vi degerini
13825 pmol.min™ olarak hesaplamuslardir. Metal testinde Ca*?, Mg, Mn*? ve Na*
metallerinin enzim aktivitesini artirdigini tespit etmislerdir. Enzim %21 Triton-X-100 ve
Tween-20 varliginda sirastyla %15 ve %20 aktivitesini artirdigi, %1 SDS varliginda
aktivitesinin  %75’ini muhafaza ettigini ve %1 HO, varliginda inhibisyon
gozlemlenmedigini bildirmislerdir. Kan lekesi ve deri iizerinde yaptiklar1 uygulamali
calisma ile kimyasal kullanmadan lifli proteinler hidroliz olmadan leke ¢ikarma ve deri

isleme siirecini gostermislerdir.

Rai and Mukherjee (2008), yaptiklar1 ¢calismada B. subtilis DM-04’den alkalin proteaz
enzimini, zwitter iyon formunda katyon ve anyon iyon degistirici kromotografisi, etanol

coktiirmesi ve HPLC tekniklerini kullanarak 23,5 kat saflagtirmiglar ve enzimin molekiil
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kiitlesini 16,9 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin optimum sicakligin1 45°C’de ve
optimum pH’sin1 10,0 olarak rapor etmislerdir. Saflastirilan enzimin kazein subsrat
olarak kullamldiginda Ky degerini 59 pM ve Vpmax degerini 336 pg min™ olarak
hesaplamiglardir. Enzimin 40 mM SDS, %1 Triton-X-100, Tween-20, Tween-80 ve 6M
tire varliginda aktivitesini muhafaza ettigini bildirmislerdir. Yaptiklart uygulama
calismalan ile saflastirdiklari enzimin iyi bir leke g¢ikarict ve deri islemede oldukca
etkili oldugunu tespit ederek endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

Divakar et al. (2010), endiistriyel atiklardan izole ettikleri Aeromonas veronii PGO1’den
termostabil, hiicre dis1 ve organik ¢o6ziiclilere karst dayanikli proteaz enzimini
saflastirmislar ve karakterize etmislerdir. Enzim sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
iyon degisim kromotografisi ve jel permeasyon (GPC) teknikleri kullanilarak %32
verimle 53 kat saflagtirmiglardir. GPC-HPLC ile belirlenen molekiil kiitlesi 67 kDa
olarak tespit edilirken SDS-PAGE ile 33 kDa olarak iki alt birime sahip oldugunu tespit
etmiglerdir. Enzimin pH 6,0-10,0 arasinda stabil kaldigin1 ve optimum pH’sim1 7,5
oldugunu goézlemlemislerdir. Saflastirilan proteaz i¢in optimum sicakligi 60°C olarak
belirlemisler ve enzimin 50-60°C sicakliklarinda bir saat inkiibasyondan sonra aktif
kaldigin1 tespit etmislerdir. Enzimin DMSO, metanol, benzende olduk¢a karali
oldugunu n-hekzan ve n-dodekanin sirastyla enzim aktivitesini 1,3 ve 1,5 kat artirdigini
belirlemislerdir. Enzim {izerine Ca+2, Mg+2 ve Mn*? metallerinin aktiviteyi artirici, Hg+2
ve Zn*? metallerinin ise inhibe edici etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica enzimin
yiizey aktif maddelere ve okside edici ajanlara karsi aktif ve kararli oldugunu tespit

etmislerdir.

Cihan et al. (2011), yaptiklar1 ¢alismada, Tiirkiye’nin farkli jeotermal bolgelerinden
izole ettikleri Geobacillus ve Aeribacillus cinslerine ait izolatlarin filogenetik
cesitliliklerini arastirmiglardir. Tirkiye’de 31 cins termofilik Bacillus sp. tanimlanmis
ve bunlarin 27’si Geobacillus, 4’iiniin Aeribacillus’a ait oldugunu belirlemislerdir.
Yaptiklar1 analizde A. pallidus’un amilaz ve proteaz aktivitesinin olmadigini rapor

etmislerdir.
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Deepti et al. (2011), haloalkalin, termoaktif, organik ¢oziiciilerde kararli proteaz
tiretebilen Bacillus sp. SM2014 susunu tanimlanmiglardir. Enzimi amonyum siilfat,
diyaliz ve Sephadex jel filtrasyon ile %54 verimle 64 kat saflastirmislardir. Saflastirilan
enzimin molekiil kiitlesini 71 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin en iyi aktiviteyi pH
10°da, 60°C’de ve 3 M tuz varlifinda gosterdigini tespit etmislerdir. Enzim igin Ky
degerini 0,57 mg/ml ve Vnax degerini ise 445,23 U/ml olarak hesaplamislardir. Aseton,
toluen, benzen, DMSO, biitanol, n-decan, hekzan, n-heptan, ksilan ve izooktanin %15
ve %25’lik konsantrasyonlarda 15 giin boyunca kararliliklarin1i muhafaza ettiklerini ve
%50 konsantrasyonlarda ise 192 saat sonra n-dekan, hekzan ve n-heptan varliginda
enzim aktivitesinde bir degisiklik gézlenmezken diger organik ¢oziiciiler varliginda ise
enzim aktivitesinde azalma oldugunu belirtmislerdir. %50°lik konsantrasyonlarda
enzimin kararli olmasindan dolayi, peptid sentezinde bu enzimin kullanilabilecegi
yorumuna varmiglardir. Enzimin yikama performans testinde deterjan icerigi ve
stirfaktanlar ile uyumlulugu sayesinde ¢amasir deterjan endiistrisinde uygulanabilirligini

dogrulamiglardir.

Kandasamy et al. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, balik viseral atiklarindan izole ettikleri
Pseudomonas fluorescens tarafindan iiretilen proteazin, deri isleme siirecinde
kullanimini géstermislerdir. Enzim igin optimum pH ve sicakligi sirasiyla 10,5 ve 40°C
olarak tayin etmislerdir. Ham proteazin keg¢i derisinden kire¢ ve sodyum siilfit
kullanmadan kil aymrrma islemini gerceklestirdigini gdstermislerdir. Sonug elektron
mikroskobu ile incelenmis ve deri isleme siirecinde enzimlerin kullanilmasinin daha iyi
oldugunu rapor etmislerdir. Zehirli kimyasallar yerine biyolojik dogal atiklardan
tiretilen dogal kaynaklar kullanilarak deri isleme siirecinin daha temiz ve bir siire¢

olmasinin miimkiin olacag1 yorumuna varmiglardir

Joshi and Satyanarayana (2012), alkalifilik bir bakteri olan B. lehensis’den alkalin
proteaz enzimini klonlamislardir. Bu alkalin proteazin 27 aminoasiti salgilama, 83
amino asiti prosekuense, 269 aminoasiti olgun alkalen proteazi sifreleyen subtilisin S8
ailesine ait oldugunu belirlemisler ve ilgili gen bdlgesini belirlemislerdir. Rekombinant

alkalen proteazin molekiil kiitlesini 39 kDa olarak tayin etmislerdir. Rekombinat
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enzimin pH 8,0-12,0 araliginda ve sicaklik olarak 30-60°C arasinda aktif oldugunu
tespit etmislerdir. Dogal alkalin proteaz ile rekombinant alkalen proteazi
karsilastirdiklarinda enzimin sicakliga toleransinin arttifin1 ve spesifik aktivitenin
yiikseldigini belirtmislerdir. Enzimin metal testinde Ca*™ ve Co*? metallerinin enzimi
aktive ettigi, Hg*? metalinin ise inhibe ettigini gostermislerdir. Enzim %5’lik organik
coziiciilerde metanol tarafindan aktive olurken digerlerinde olduk¢a kararli oldugunu
bildirmiglerdir. Buna ilaveten %10’luk organik c¢oziiciilerde etanol, metanol, etilen
glikol, izopropanol ve gliseroliin enzimi aktive ettiginiancak biitanol, kloroform, benzen
ve toluenin ise inhibe ettigini rapor etmislerdir. Yiizey aktif maddeler ve okside edici
ajanlar varliginda da enzimin dayanikli oldugunu gostermislerdir. B. lehensis’den izole
edilen proteazin sentezinden sorumlu gen Escherichia coli’ye klonlandiginda proteaz
tiretiminin 4 kat arttigin1 gostermislerdir. Ayrica yaptiklart uygulama g¢alismalari ile X-
ray/fotografik flimlerden glimiisiin geri kazanimimi saglayarak bu siirecte enzimin

kullanilabilecegi yorumuna varmislardir.

Annamalai et al. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, deniz tortularindan izole edilen B.
halodurans CAS6‘dan termostabil, haloalkalin ve organik ¢oziiciilere karsi dayanikli
proteaz enzimi saflagtirmiglardir. Proteaz {iretimi i¢in optimum kiiltliir kosullarim
belirlemislerdir. Enzimin 70°C sicaklikta, pH 10,0’da ve %30 tuz varliginda bir saat
inkiibasyon sonrasinda aktivitesini muhafaza ettigini tespit etmislerdir. Enzimi
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE iyon degisim kromotografisi ve Sephadax G-50
kromotografisini kullanarak 9%12,6 ile 7,96 kat saflastirmislardir. Enzimin molekiil
kiitlesini 28 kDa olarak tayin etmislerdir. %0,5 konsantrasyonunda organik ¢oziiciilerde
50°C sicaklikta dort saat sonunda ksilen ve hekzanin enzimi aktive ettigini izopropanol
ve benzen de ise kararli oldugunu belirlemislerdir. Yiizey aktif maddeleri ve ticari
deterjanlarin %1°lik konsantrasyonlarinda enzimin aktivitesinde kararlilik gosterdigini

rapor etmislerdir.

Raut et al. (2012), deniz suyundan izole ettikleri Saccharopolyspora sp. A9’dan organik
¢ozilicilerde ve deterjanlarda kararli proteaz enzimini sirasiyla amonyum  siilfat

¢oktiirmesi, DEAE iyon degisim kromotografisi ve Sephadex G-200 jel filtrasyon ile
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%20 verimle 23,28 kat saflagtirmislardir. Enzimin molekiil kiitlesini 32 kDa olarak
belirlemiglerdir. Enzimin optimum pH’s1 10,0 ve pH 8,0-12,0 arasinda kararli oldugunu
rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda enzimin 70-80°C sicakliklarinda kararli olmasina
enzimin termostabil oldugu yorumunu yapmuslardir. Enzimin metal testinde Mg*? ve
Co*? metallerinin enzimi aktive ettigini rapor etmislerdir. Enzim PMSF ile tamamen
inhibe oldugu icin serin proteaz ailesine ait oldugunu bildirmislerdir. Eksizyon
yaralarda yaranin iyilesme yetenegini 6lgmiisler ve elde etikleri enzimin yara iyilestirici

ozellikte oldugunu uygulama ile gostermislerdir.

Jayakumar et al. (2012) B. pumilus MCASS8 ‘den izole ettikleri proteazi, amonyum
stilfat ¢oktlirmesi ve diyaliz ile %44,3 verimle %]1,9 kat saflastirmislardir. Enzimin
optimum pH’sin1 9,0 ve stabil pH’sim1 6,0-11,0 arasinda oldugunu bildirmislerdir.
Enzimin optimum sicakligini 60°C olarak tayin etmisler ve enzimin 20-70°C
sicakliklar1 arasinda kararli oldugunu da rapor etmislerdir. Enzimin molekiil kiitlesini 36
kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin Ba*?, Ca* ve Mg+2 metallerin varliginda aktive
oldugunu, Fe+2, Zn+2, Sr'? ve Hg+2 metallerin varhiginda ise inhibe oldugunu
bildirmislerdir. %5°lik DMSO ve aseton varliginda bir saat inkiibasyondan sonra
enzimin baslangictaki aktivitesini %50 oraninda muhafaza ettigini rapor etmislerdir.
Enzimin yikama performans analizinde, pamuklu kumastaki kan lekesini ¢ikardigi igin
deterjan katki maddesi olarak kullanilabilinecegi yorumuna varmiglardir. Enzimin ayni
zamanda keci derisinden kil ayirma isleminde de olduk¢a basarili oldugunu

gostermiglerdir.

Pandey et al. (2012), yaptiklar1 ¢alisma ile Hindistan kiy1 Gujarat’dan izole ettikleri
Oceanobacillus sp. (GQ162111)’da organik ¢oziiciiler varhiginda alkalin proteaz
enziminin salgilandigint gostermisledir. %30 konsantrasyonlarda hekzan, heptan,
izooktan, dodekan ve dekan gibi organik ¢oziiciiler varliginda 6nemli derecede
organizmanin biiylidiigii ve proteaz enzimi tirettigini kanitlamislardir. Enzimi amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve Fenil Sepharoz 6FF ile %28 verimle %27,83 kat saflastirmislardir.
Enzimin molekiil kiitlesini 30 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin optimum

sicakligimin 50°C oldugunu ve %10 izooktan varhiginda aktivitesini %70 muhafaza
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ettigini bildirmiglerdir. Organik ¢oziicli iginde enzimin pH 8,0-11,0 araliginda aktif
oldugunu ve en iyi aktiviteyi pH 10’da gdsterdigini rapor etmislerdir. 2-3 M tuz

varliginda 18 saat sonunda enzimin stabilitesini korudugunu gostermislerdir.

Anbu (2013), Giiney Kore’de deterjan atiklarindan izole ettikleri B. koreensis (BK-
P21A) olarak tanimladiklar1 toplam 18 proteaz iireten susun morfolojik, biyokimyasal
ve molekiiler karakterizasyonunu ger¢eklestirmislerdir. Organizmanin biiyiime ve
proteaz iiretim kosullarmi optimize etmislerdir. Enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
Superdex 200 10/300 ve Superdex 75 10/300 GL kromotografik teknikleri kullanalarak
%23 verimle 5 kat saflastirmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini 48 kDa olarak tespit
etmislerdir. Enzimin optimum pH’sin1 9,0 ve optimum sicakligin1 60°C olarak tayin
etmislerdir. Enzimin Ca*? ve Co*? metalleri ile aktive oldugu gostermislerdir. Enzimin
%1 H,O, varliginda %81 aktivitesini muhafaza ettigini vurgulamislardir. Ayrica
enzimin hidrofilik organik c¢oziiciilerde oldukca aktif ve kararli oldugunu rapor

etmislerdir.

Wang et al. (2013) yaptiklar1 galisma ile, B. amyloliquefaciens SYB-001’den nétral
metallo proteaz enzimi saflastirmislardir. Enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon
degisim, hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromotografisi tekniklerini kullanarak 4
basamakta 5,6 kat saflagtirmislardir. Enzimin molekiil kiitlesini 36,8 kDa olarak tespit
etmiglerdir. Enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 7,0’de ve 50°C’de gosterdigini
bulmuslardir. Ca*?, Mg*? ve Mn*? gibi metallerin enzimi aktive ettigini gostermislerdir.
Enzim EDTA tarafindan tamamen inhibe oldugu i¢in enzimin metallo proteaz oldugunu

tespit etmislerdir.

Nam et al. (2013), Kore gingseng rizosferde izole edilen Serratia marcescens S3-R1
susundan alkalin proteaz enzimini saflastirmiglardir. Enzimi 3 asamada amonyum siilfat
¢oktiirmesi, DEAE anyon degisim kromotografisi, Mono Q karomotografisi ile 5,8 kat
saflagtirmiglar ve tek bant icin dordiincii asama olarak sivi kromotografisini
kullanmiglardir. Enzimin molekiil kiitlesini 50,3 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin

en yiiksek aktiviteyi 40°C ve pH 7,0-9,0 arasinda gosterdigini bildirmislerdir. Enzimin
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N-terminal ucundaki aminoasitleri Ala-Val-Thr-lle-Glu-Asp-Ala-Val-Asp-Asp olarak

belirlemisler ve enzimin bir metallo proteaz olduguna bildirmislerdir.

Papgianni and Sergedilis (2014) yaptiklar1 ¢alismada, Penicillium nalgiovense
PNA9’dan yeni bir alkalin proteaz enzimini saflastirmislardir. Enzimi amonyum stilfat
¢oktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon ile 12,1 kat saflastirmiglardir. Saflastirilan enzimin
molekiil kitlesini 45,2 kDa olarak tayin etmislerdir. Enzimin 10-45°C sicakliklari
arasinda, pH 4,0-10,0 araliginda ve 0-3 M tuz varliginda aktif oldugunu fakat
maksimum aktiviteyi 35°C’de, pH 8,0’de ve 0,25 M tuz varliginda gosterdigini rapor
etmislerdir. 5 mM Mn*? ve Zn*? metalleri ve %0,5 SDS varhgindada enzimin inhibe
oldugunu belirtmislerdir. Enzimin PMSF ile inhibe olmasindan dolayi Serin proteaz

oldugunu tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan organizma

Tez c¢alismasinda Dog. Dr. Ahmet ADIGUZEL (Atatiirk Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii) tarafindan izolasyonu ve karakterizasyonu gergeklestirilen

Aeribacillus pallidus C10 bakterisi kullanilmistir (Yanmis and Adigiizel 2014).

3.1.2. Kullanmilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar sunlardir: Tris, kazein, amonyum siilfat, folin
reaktorli, akrilamid bisakrilamid, N,N,N’,N’-Tetra metilenetilen diamin (TEMED),
Etilen daimin tetra asetik asit (EDTA), SDS, Triton-X-100, Tween-80, amonyum
persiilfat (PER), DTNB, PMSF, B-merkaptoetanol, hidrojen peroksit, metanol, aseton,
izopropanol, formaldehit, DMSO, imidazol (Sigma), sodyum karbonat, Commanse
Brillant Blue G-250, sodyum fosfat, biitanol, glisin, bromtimol mavisi, BSA,
potasyum, kalsiyum, magnezyum, kobalt, mangan, nikel metallerinin klorlu tuzlari
(Merck), TCA, Tween-20 (Riedel de Haen) sodyum asetat, kloroform (Carlo Erba),

dTM

Probond"™ Nickel Chelating Resin (invitrogen).

3.1.3. Kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir:

o Steril Kabin (Telstar AV -100)
o Spektrofotometre (Beckman Coulter DU’730 Life science UV/V s
spectrophotometer)

e Santrifiij (Hettich)
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e Magnetik Karistirict (Stirrer HS31)

e Etiiv (Termo Scientific Heraus Incubator)
e Vorteks (WiseMix)

e (Calkalayict (Midii Dual 14)

e inkiibator (Sanyo)

o Deep-Freeze (Harris, -20 °C)

e Hassas Terazi (Geg, Avery)

e Otoklav (Hiclave Hv-50L)

e Su Banyosu (Grant 6G)

o Sterilizator (Heraus)

e pH metre (Metler Toledo)

e Kar makinesi (Scotsman AF-20)

e Saf su cihazi (Bamstead Pure Easy)

e Peristaltik pompa (Ismatec)

e Elektroforez tanki (Biorad (dikey))

e Giig¢ kaynag1 (1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135)

e Buzdolabi (Siemens)

3.2. Yontem

3.2.1. Petride proteaz aktivitesinin belirlenmesi

A. pallidus C10 susundan bir lup bakteri alinarak nutrient broth besi ortamina inokiile
edildi ve 56°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra Skim milk agar
besiyerine bu sivi kiiltiiriinden agar wel diflizyon metodu kullanilarak ekim yapildi ve
petri 56°C’ye ayarli inkiibatorde 24 saat siireyle bekletildi (Panda et al. 2013).
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3.2.2. Alkalin proteaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi

Proteaz aktivitesi Takami et al. (1989), tarafindan uygulanan kazeinin substrat olarak
kullanildig1 yontemin modifiye edilmesi ile belirlendi. 0,5 ml enzim ¢ozeltisi tizerine
100 mM pH’st 8,5 olan Tris-HCI tampon ¢6zeltisinde hazirlanan %0,65°lik kazein
cozeltisinden 2,5 ml eklenerek reaksiyon ¢ozeltisi 37°C’de ve 10 dakika siire ile
inkiibasyona birakildi. Kor olarak enzim ¢ozeltisi yerine 100 mM pH 8,5 Tris-HCI
tampon ¢Ozeltisi ilave edilen reaksiyon karistmi kullamldi. Inkiibasyon sonunda
reaksiyon karisimlarina 110 mM trikloroasetik asit (TCA) ¢6zeltisinden 2,5 ml ilave
edilerek reaksiyonun sonlanmasi saglandi. Bu karisim, 37°C’de ve 30 dakika boyunca
su banyosunda bekledikten sonra 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantin
1 ml’sine 0,5 M Na,COs ¢ozeltisinden 2,5 ml ve 0,5 M Folin-Ciocaltcau reaktifinden
0,5 ml eklenerek, karisim 37°C’de 30 dakika bekletildikten sonra 660 nm’de
spektrofotometrik olarak absorbans kore karsi Olgiildii. Enzim aktivitesi 6l¢limiinde
kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamisit EK 1’de gosterilmistir. Enzim aktivitesi 6nceden
olugturulmus tirozin standart grafiginin egimi kullanilarak asagida verilen formiil ile

hesaplandi:

(A660/Egim) x Toplam Hacim

Proteaz Aktivitesi (EU/mI) = x Seyreltme Faktorii
Enzim Hacmi x Inkiibasyon Siiresi

Bir iinite proteaz aktivitesi, 37°C’de, pH 8,5’da ger¢eklesen hidroliz reaksiyonunda
%0,65 kazeinden 1 pg/dak tirozin olusturan enzim miktari olarak ifade edildi (Takami et
al. 1989).

3.2.3. Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi

Proteaz enzimin aktivitesinin hesaplamasinda kullanilacak olan tirozin standart
grafiginin olusturulmasi i¢in 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tamponu ile | mg/ml tirozin
¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden 10, 20, 30, 40, 50 ul hacimlerde
tiplere alindi ve her bir tip 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tamponu ile 0,5 ml’ye
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tamamlandi. Farkli miktarlarda tirozin igeren ¢ozeltilerden 0,5 ml temiz tiiplere alinarak
tizerine 0,5 M Na,COj; ¢ozeltisinden 2,5 ml ve 0,5 M Folin reaktifinden 0,5 ml ilave
edildi. Bu karisim, 37°C’de ve 30 dakika bekletilip spektrofotometrede kore karsi 660
nm’de absorbans degerleri olgiildii. Kor olarak 0 pg/ml tirozin igeren 100 mM pH 8,5
Tris-HCI tamponu kullanildi. Elde edilen sonuglara gore 660 nm’deki absorbans
degerinde meydana gelen degisimi gosteren tirozin standart grafigi c¢izildi. Cizilen
tirozin standart grafigindeki dogrunun egimi belirlenerek alkalin proteaz enzim

aktivitesinin hesaplanmasinda kullanildi (Takami et al. 1989).

3.2.4. Protein tayini

3.2.4.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan, fenilalanin
ve tirozin aminoasitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanmaktadir
(Segel 1968). Bu o6zellikten yararlanilarak 6rnekteki protein miktarinin yaklasik olarak
bulunmasint temel alan hizli bir yontemdir. Kromatografi islemlerinin ardindan esit
hacimlerde alinan biitiin fraksiyonlarda Kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar
kuvartz kiivetlere alinarak, absorbanslari spekrofotometrede kore (100 mM Tris-HCI pH
8,5) kars1 okundu.

3.2.4.b. Bradford yontemiyle protein tayini

Bu ydntem, proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmasi esasina dayanir. Bu
yontemde kullanilan boya negatif yilike sahip olup, protein lizerindeki pozitif yilike
baglanir. Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Proteine boyanin
baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi, ¢6zeltilerde uzun siire kalir.
Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniismesini saglar. Bu yontemin

hassasiyeti 1-100 ug arasindadir (Bradford 1976).



35

Protein miktarin1 belirlemek amaciyla standart grafigin hazirlanmasi i¢in, 1 ml’sinde 1
mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden ayri
tiiplere sirayla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alinarak, saf su ile tim
tiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi. Tiipteki karistmlara 5 ml renklendirme reaktifi
ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore
kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayn1 tampon ve 5 ml renklendirme
reaktifinden olusan karisim kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg
protein degerleri standart grafik haline getirildi. Protein tayini yapilan numuneler igin

ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini yapildi.

Numune ¢alismalari i¢in; homojenat, amonyum siilfat ¢ékelti numunesi, diyaliz sonrasi
ve iyon degisim kromatografisinden elde edilen saflagtirllmis enzim ¢6zeltileri igin ayri
ayrt tiiplere sirasityla 0,1 ml konularak iizerlerine 4,9’er ml renklendirme reaktifi
eklendi. Vorteks ile karigtirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakilip, sonra 595

nm’de absorbans degerleri okundu.

3.2.5. Homojenat hazirlanmasi

A. pallidus C10’un hiicre izolatlar1 5000 rpm de 10 dakika siireyle santrifiij edildi ve
¢okelek uzaklastirildi. Boylece homojenant elde edildi (Divakar et al. 2010).

3.2.6. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda proteinlerin ¢oziiniirliigli azalir ve proteinler ¢oker
(salting-out). Bunun nedeni ortamdaki konsantre iyonlarin, protein etrafindaki hidrat
kilifim1  kendilerine dogru c¢ekmesidir. Yiiksek iyonik siddet olusturmasi ve
¢oziinlirliigiin yiiksek olmasindan dolayr amonyum siilfat en ¢ok kullanilan tuzdur. Her
proteinin ¢oktiigii notral tuz konsantrasyonu farkli oldugu i¢in bu metodla proteinler
birbirinden kismi olarak ayrigtirtlabilir. Yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmesi deneyleri,

proteinlerin bu 6zellikleri esasina dayanmaktadir.
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Amonyum siilfat ¢oktlirmesi i¢in;
Kat1 amonyum siilfat miktar1 asagidaki formiilden hesaplandi:

1,77 xV x (S, - S,)
NH,), SO0, = 2 1
g(NH,), SO, 354-8,

V: Enzim ¢ozeltisinin hacmi
S1: I’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

Sy: I’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Homojenatta, %0-20, %20-40, %40-60, %60-80, %80-90 araliklarinda ayri ayri
amonyum siilfat c¢oktiirmeleri yapildi. Yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmesinin her
araliginda ¢okeltide ve siipernatantta aktivite ol¢limii yapilarak enzimin aktif oldugu
aralik belirlendi. Enzim aktivitesinin ¢okelekte en fazla oldugu aralik enzimin amonyum
stilffat doygunluk araligi olarak kabul edildi. Bundan sonra ¢oktiirme islemi belirlenen
aralikta yapildi. Biitin bu islemler +4°C’de buzun iizerinde gergeklestirildi. Her
defasinda homojenatlar 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
stipernatantlar ayri behere alindi, ¢okelekler ¢oziilebilecek kadar 100 mM Tris-HCI
pH’s1 8,5 olan tampon ile ¢oziildii. Daha sonra hem siipernatantta hem de ¢okelekte ayri

ayr1 enzim aktivitesine bakild1 (Ravindran et al. 2011).

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz torbasina yerlestirildi,
100 mM Tris-HCI pH 8,5 olan tamponda 2-3 saat siireyle diyaliz edildi. Diyaliz islemi
magnetik karistirici tizerinde +4°C’de gergeklestirildi, daha sonra protein ve aktivite

tayini yapildi (Ravindran et al. 2011).

3.2.7. DE52 anyon degisim kromatografisi

Bu ¢aligmada DES52 anyon degisim kromatografisinde kullanilan kolon dolgu materyali

hazir olarak satin alindi. 10 gr DE52 kolon materyalinden tartilip, behere konuldu ve
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tizerine pH’s1 7,8 olan 200 mM Tris-HCI baslangi¢ ¢ozeltisi dedigimiz tampondan 150
ml ilave edildi. Hafif hizdaki karistiricida homojen hale getirildikten sonra karisimin
pH’s1 7,8’¢ ayarlandi. Jelin dibe ¢okmesi beklendi ve siipernatant dekante edildi.
Baslangic c¢ozeltisinde 150 ml eklenerek tekrar jelin dibe ¢okmesi beklenildi ve
supernatant dekante edildi. Bu olay ii¢ kere tekrar edildi ve son seferde iizerinde biraz
tampon birakildi. Karistirilmis jel ¢ozeltisi, i¢erisinde pH’s1 8,5 olan 50 mM Tris-HCI
dengeleme tamponu varken kolona dokiilerek yer¢ekimine karsi jelin yatak hacmi sabit
kalana kadar bu sekilde kolon paketlendi. Daha sonra saatte 45 ml akacak sekilde
peristaltik pompa ile kolon akis hizi sabitlenerek kolonun dengelenme tamponu ile
dengelenmesi saglandi. Jel iizerindeki tampon seviyesi jel diizeyine indirilerek
diyalizden elde edilen 10 ml homojenat pipet vasitasiyla dikkatli bir sekilde kolona
tatbik edildi. Daha sonra dengeleme tamponu ile yikama islemi yapildi. Yikama
islemine, iistten ilave edilen yikama tamponunun 280 nm'deki absorbans degerlerinin
kolonun altindan alinan eliiatlarin 280 nm’deki absorbans degerleri esit oluncaya kadar
devam edildi. Yikama tamamlandiktan sonra 50-500 mM NaCl i¢eren 50 mM pH’s1 8,5
olan Tris-HCI ile artan iyonik siddetli lineer gradient eliisyonu uygulandi. Eliatlar
kolondan 5 ml halinde tiiplere alindi ve her bir eliiatin 280 nm’de absorbans 6lgiimii
yapilarak absorbans gosteren tiiplerde bolim 3.2.2°de belirtildigi gibi aktivite tayini
yapildi. Aktivite tayini yapilan eliiat ¢dzeltileri i¢in kantitatif protein tayini yapildi. Son
asama olarak spesifik aktivite hesaplandi ve saflagtirma orani belirlendi (Romero et al.
2001; Thangam and Rajkumar 2002). Kullanilan tamponlarin hazirlanmist EK 2’de

anlatilmstir.

3.2.8. Probond™ afinite kromotografisi

3.2.8.a. Probond ™ Kkolonun hazirlanmasi

Proteaz enzimini ikinci bir saflastirma islemi uygulayarak histidin aminoasitlerini tutan

Probond™

afinite kromotografisi kullanildi. Oncelikle kolon materyali hazirlandi. Bu
islem icin; 10 ml’lik saflastirma kolonuna 2 ml nikel selatlayici re¢ine dokiildii ve yer

cekimine kars1 kolona yerlesimi saglandi. Sonra tiistte kalan s1vi dikkatlice uzaklastirildi.
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Sonra 6 ml steril distile su ilave edilip recine ters ¢evrilerek yeniden siispanse edildi.
Reginenin yer ¢ekimi ile kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan siv1 dikkatlice
uzaklagtirildi. Dogal sartlar altinda saflastirma i¢in 6 ml ‘dogal baglanma tamponu’
ilave edildi. Regine ters ¢evrilerek yeniden siispanse edildi. Reginenin yer ¢ekimi ile
kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan siv1 dikkatlice uzaklastirildi. Son islem

tekrar edildi.

3.2.8.b. Numunenin kolona yiiklenmesi

%0-90 amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilip 2 saat boyunca tamponda diyalize birakilan
ornek kolona yiiklendi. Numunenin kolona iyice tutunmasi i¢in yavasca ¢alkalama ile
180 dk baglanmas1 saglandi. Reginenin yer ¢ekimi ile kolona yerlesimi saglandiktan
sonra iistte kalan s1v1 dikkatlice uzaklastirildi.8 ml ‘dogal yikama tamponu’ ile yikama
yapildi. Reginenin yer ¢ekimi ile kolona yerlesimi saglandiktan sonra iistte kalan sivi
dikkatlice uzaklastirildi. Yikama islemi 3-4 kez tekrarlandi. Dik pozisyonda kelepge ile
baglanan kolonun alt ugtaki kapagi cikarilarak 8-12 ml ‘dogal eliisyon tamponu’ ile
protein eliie edilip, diyaliz isleminden sonra SDS-PAGE ile analiz edildi. Probond™

afinite kolonu i¢in gereken dogal baglanma tamponu, dogal yikama tamponu, dogal

eliisyon tamponunun hazirlanis1 EK 2’de anlatilmistir.

3.2.9. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim

safliginin kontrolii ve enzimin molekiil kiitlesinin tayini

Saflagtirilan enzimin saflik derecesi ve molekiil kiitlesi %3-10 kesikli sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak
kontrol edildi. Bunun i¢in, elektroforez plakalar1 énce su ve daha sonra alkol ile iyice
yikandr. iki cam plaka iist iiste getirilerek kiskaglarla tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar,
jel hazirlama kabinine konuldu. Daha sonra ayirma jeli hazirlandi ve enjektorle
plakalarin arasina iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Hava kabarciklarin
olusmasini engellenmek igin izopropanol plaklardan tasincaya kadar dokiildi. Jelin

donmasi i¢in yarim saat beklendi, ayirma jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra
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jelin tstiindeki izopropanol uzaklastirildi. Ardindan yigma jeli hazirlandi. Ayirma jelin
iist kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi igin tarak
dikkatlice yerlestirildi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice c¢ikartilarak
numune kuyular1 belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla yikand1 ve jel
plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist
kismina yiiritme tamponu dolduruldu, enzim 6rnekleri 9 pl ve yiikleme tamponu da 9
ul olacak sekilde 1/1 oraninda katildi. Sonra numuneler bes dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Oncelikle markir 1ul ilk kuyucuga yiiklendi. 18 pul
orneklerde diger kuyucuklara yerlestirildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan
(+) anota, iist taraftan ise (-) katota yerlestirildi. Once 60 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve
akrilamid yogunlugunun diisiik olmasi ve pH 6,8 oldugundan dolay1 6rnekler hizl
sekilde ayirma jeline kadar gelip y18ildi. Sonra akim 120 volt’a ¢ikartilarak numuneler
jelin alt siirma gelinceye kadar yiiriitiildii. Ayirma jelinde akrilamid yogunlugunun
fazla olmasi ve pH 8,8 oldugundan dolay1 proteinler yavas yiirliyerek molekiil kiitlesine
gore ayrilacaklardir. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom
timol mavisi yardimiyla anlagildi. Yirlitme islemi bittikten sonra akim kesilerek
plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Daha sonra giimiis boyama yapildi. Boyama
isleminin sonunda bantlar belirginlestiginde fotograf ¢ekildi (Laemmli 1970). SDS-
PAGE jel elektroforezinde ve giimiis boyamada kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanisi EK

3’de anlatilmistir.

3.2.10. Alkalin proteaz enziminin zimogram analizi

A. pallidus C10’dan iiretilen alkalin proteaz enziminin zimogrami i¢in, SDS-PAGE jel
elektroforezi kullamildi. Oncelikle yima ve ayirma jeli hazirlandi ve elektroforez
tankina dokiildi. Kuyucuklara yiiklenmek {izere %0,65°lik kazein Kkatilan yiikleme
tamponu ve enzim ¢ozeltisi (1:1:1) karistirildi. Bu karisim kaynatma islemi olmadan
direk kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez sisteminde 6nce 60 voltta 30 dakika ardindan
voltu 120’e c¢ikararak numunelerin jelin alt smirma kadar yiiriitilmesi saglandi.
Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla

anlasildi. Yiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel
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dikkatlice ¢ikarildi. Cikarilan jelden SDS’nin uzaklastirilmasi ig¢in %2’lik Triton-X-100
cozeltisinde 37°C 150 rpm hizindaki calkaliyicida 30 dakika bekletildi. Ardindan jel
ikinci basamak olarak 100 mM Tris-HCI pH’s1 8,5 olan tamponda 37°C 150 rpm
hizindaki c¢alkaliyicida 20 dakika bekletildi. Sonrasinda jel, %0,65’lik kazein
¢ozeltisinde 37°C 150 rpm hizindaki c¢alkaliyicida 30 dakika bekletildi ve siire bitiminde
giimiis boyama yapilarak jelin fotografi ¢ekildi (Kazan et al. 2005).

3.2.11. Proteaz enzimiyle ilgili yapilan karakterizasyon ¢alismalari

3.2.11.a. Alkalin proteaz enzimi i¢in optimum pH ve stabil pH bulunmasina

yonelik calismalar

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin optimum pH'sii belirlemek
amaciyla 0,5 ml enzim ¢ozeltisi ile 0,1 M farkli pH degerlerindeki sodyum fosfat (pH
6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve Glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tampon ¢ozeltilerinde
hazirlanan 2,5 ml %0,65°1ik kazein karistirildi. B6liim 3.2.2°de anlatildigi gibi aktivite
tayini yapildi (Haddar et al. 2008; Ravindran et al. 2011). Enzimin pH profilinin grafik
¢iziminde en yiiksek aktivitenin gozlendigi pH degeri 100 olarak kabul edildi ve diger

sonuglar ona gore bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslandi.

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek i¢in sodyum fosfat (pH 6,0-8,0), Tris-HCI (pH
7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki 2 ml
tampon ¢ozeltisine ile 2 ml enzim ¢ozeltisi ilave edilerek oda sicakliginda 2 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon oncesinde ve sonrasinda boliim 3.2.2°de anlatildig1
gibi aktivite tayini yapildi. Enzimin pH stabilitesi grafiginin ¢iziminde, farkli pH
degerlerinde, inkiibasyondan Onceki aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek
inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite yiizdesi (%) olarak ifade edildi

(Rahman et al. 2006; Venugapol and Saramma 2007).
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3.2.11.b. Alkalin proteaz enzimi icin optimum sicakhgin ve stabil sicakhgin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin optimum sicakligini belirlemek
amaciyla 0,5 ml enzim ¢ozeltisi ile 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tamponunda hazirlanan
%0,65’lik kazein ¢ozeltisinin 2,5 ml’si karistirildi ve 20°C’den 80°C’ye kadar olan
sicaklik araliginda 10 dakika siireyle su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast her bir sicaklik degeri i¢in boliim 3.2.2°de anlatildigi gibi aktivite tayini yapildi
(Rahman et al. 2006). Enzimin optimum sicakligini1 belirlemek i¢in ¢izilen grafikte en
yiiksek aktivitenin gozlendigi sicaklik degeri 100 olarak kabul edildi ve diger sonuglar

ona gore bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslandi.

Enzimin sicaklik stabilitesini belirlemek icin; 1,5 ml enzim ¢ozeltisi 20°C’den 80°C’ye
kadar olan sicaklik araliginda her bir sicaklik i¢in 15, 30 ve 60 dk’lik siirelerin sonunda
boliim 3.2.2°de anlatilidig1 gibi aktivite tayini yapildi (Venugopal and Saramma 2007,
Rao et al. 2008). Enzim sicaklik kararliligini gosteren grafiginin ¢iziminde, farkli
sicaklik degerlerinde, inkiibasyondan onceki aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek

inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite ylizdesi (%) olarak ifade edildi.

3.2.11.c. Proteaz enzimin i¢cin Ky ve Vo parametrelerinin bulunmasina yonelik

calismalar

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin Ky ve Vmax degerlerini belirlemek
amaciyla 0,5 ml enzim ¢o6zeltisi, 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tamponunda %0,02-0,6
araliginda 6 farkli konsantrasyonda hazirlanmis kazein ¢ozeltilerinin 2,5 ml’si ile
karistirildi. Boliim 3.2.2°de anlatilidigi gibi aktiviteleri dl¢iildii. Elde edilen degerlerle
Lineweaver-Burk grafigi cizildi ve bu grafikten yararlanilarak Ky ve Vimax degerleri
hesaplandi1 (Laemmli 1970; Rao et al. 2008).
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3.2.11.d. Baz1 metal iyonlarnmin alkalin proteaz enziminin aktivitesine etkisini

belirlemeye yonelik ¢alismalar

Co*™?, Mg*, Fe*?, Mn*?, Ca*?, Ni*?, Zn*?gibi +2 degerlikli metal iyonlarinin ve K*, Ag*
gibi +1 degerlikli metal iyonlarin A. pallidus C10’dan izole edilen alkalin proteaz
enziminin aktivitesine etkisi incelendi. Bunun i¢in bu iyonlarm klorlu tuzlar1 kullanildi.
0,5 ml enzim ¢ozeltisi, icerisinde 1, 5 ve 10 mM metal iyonu igeren pH’s1 8,5 olan 100
mM Tris-HCI tamponunda hazirlanan %0,65°lik kazeinin 2,5 ml’si karistirildi ve boliim
3.2.2’deki gibi aktivite tayini yapildi. Metal iyonlar1 igermeyen enzim ¢dzeltisinin
aktivite miktar1 100 olarak kabul edildi ve metal iyonu i¢eren 6rneklerin aktivitesi kalan

aktivite olarak hesapland: (Ferrero et al. 1996).

3.2.11.e. Baz1 organik ¢oziiciilerin alkalin proteaz enziminin aktivitesi iizerine

etkisini belirlemeye yonelik calismalar

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin organik c¢oziciiler varliginda
aktivitedeki degisimini incelemek igin; metanol, etanol, kloroform, izopropanol,
biitanol, aseton, DMSO gibi organik ¢oziiciilerin %15, %25, %50°lik konsantrasyonlari
kullanildi. Her bir organik ¢oziici pH 8,5 olan 100 mM Tris-HCI tampon iginde
hazirlandi. 50 pl enzim c¢ozeltisi lizerine 450 pl organik ¢dziiciiden olusan tampon
cozeltisi eklendi. 1 ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda aktiviteleri bolim 3.2.2°deki gibi
belirlendi. 50 pl enzim ¢ozeltisi tizerine 450 pl pH’st 8,5 olan 100 mM Tris-HCI
tamponu kullanilarak ayni sartlarda inkiibasyona birakildi. Organik ¢6ziicli igermeyen
enzim ¢Ozeltisinin aktivite miktart 100 olarak kabul edildi ve organik ¢6ziicli igeren

orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi (Ferrero et al. 1996).

3.2.11.f. Baz1 inhibitorlerin alkalin proteaz enziminin aktivitesi iizerine etkisini

belirlenmeye yonelik ¢calismalar

A. pallidus C10’dan izole edilen alkalin proteaz enziminin aktif boélgesinde hangi

grubun yer aldigini belirlemek amaci ile inhibitorlerden; serin proteaz inhibitorii PMSF
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(2mM ve 5mM), metalloproteaz inhibitori EDTA (2mM ve 5mM), B-mekaptoetonal
(%1 ve %5), sistein proteaz inhibitorii DTNB (2 mM ve 5 mM) kullanildi. EDTA, B-
merkaptoetanol, DTNB 100 mM Tris-HCI pH’s1 8,5 olan tamponda hazirlanirken
PMSF %96 etanol ¢ozeltisinde hazirlandi. 50 pl enzim ¢ozeltisi {izerine hazirlanan
¢ozeltilerden 450 pl eklenip 37°C 180 rpm’de yarim saat calkalayicida bekletildikten
sonra boliim 3.2.2°deki gibi aktivite dl¢timi yapildi. 50 pl enzim ¢ozeltisine 450 pl
pH’s1 8,5 olan 100 mM Tris-HCI tamponu eklenerek ayni kosullarda inkiibe edilen
inhibitér icermeyen c¢ozeltinin aktivite miktart 100 olarak kabul edildi ve inhibitor

iceren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesapland: (Ferrero et al.1996).

3.2.11.9. Alkalin proteaz aktivitesi iizerine yiizey aktif maddelerinin ve okside edici

ajanin etkisinin belirlenmesine yonelik ¢calismalar

Yiizey aktif maddelerinden SDS (%1 ve %5), Triton X-100 (%1 ve %5), Tween-20 (%1
ve %5), Tween-80 (%1 ve %5) ve okside edici ajan H,O, (%1 ve %5) varliginda A.
pallidus C10’dan elde edilen alkalin proteaz enziminin aktivitesinde meyadana gelen
degisim incelendi. 50 pl enzim c¢ozeltisi belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltilerin 450 pl’si ile karigtirildi ve 37°C’de, 30 dk 180 rpm hizindaki galkalayicida
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda boliim 3.2.2°deki gibi aktivite tayini
yapildi. 50 ul enzim ¢o6zltisine 450 pl pH’s1 8,5 olan 100 mM Tris-HCI tamponu
eklenerek ayni kosullarda inkiibe edilen 6rnegin aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve
inkiibasyon sonrasi aktiviteler kalan aktivite olarak degerlendirildi (Johnvesly and Naik
2001; Kazan et al. 2005; Shah et al. 2010).

3.2.11.h. Alkalin proteaz enziminin dogal substratlara olan 6zgiinliigiiniin

belirlenmesine yonelik calismalar

A. pallidus C10’dan izole edilen alkalin proteaz enziminin dogal substratlardaki aktivite
miktariin belirlenmesi i¢in kazein, azokazein, hemoglobin, sigir serum albumini (BSA)
ve jelatin kullanildi. Subsratlarin %0,65°1lik ¢ozeltileri 100 mM Tris-HCI pH’s1 8,5 olan

tamponda hazirlandi. 0,5 ml enzim ¢ozeltisi ile 2,5 ml substrat ¢ozeltisi karistirildi ve



44

boliim 3.2.2°deki gibi aktivite tayini yapildi. En yiiksek aktivite gdsteren substratin
aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve digerleride ona gore hesaplandi (Johnvesly and
Naik 2001).

3.2.11.1. Ticari olarak satilan bazi deterjanlarin alkalin proteaz enzimi iizerine

etkilerinin belirlenmesine yonelik calismalar

A. pallidus C10’dan izole edilen alkalen proteaz enziminin Ty, Ty, T3, T4, Ts, Tg Ve Ty
gibi endiistriyel deterjanlar varliginda aktivitesinin durumu tespit edildi. Bu
deterjanlardan %1 (w/v) konsantrasyonlarindaki ¢6zeltileri gesme suyu ile hazirlandi. 50
ul enzim ¢ozeltisine 450 pl deterjanlari iceren ¢ozeltilerden eklenerek 37°C’de bir saat
inkiibasyona birakildi. I¢inde deterjan ¢ozeltisi olmayan bir drnek kontrol olarak ayni
sartlarda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 3.2.2.’deki gibi aktivite tayini
yapildi. Kontroliin aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve diger 6rneklerin aktiviteleri buna

gore hesaplandi (Skoog et al. 1997).

3.2.12. Verilerin istatiksel analizi

Verilerin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5 (Graphpad, La, Jolla, CA) Software
7,0 istatik programi kullanildi. Biitiin sonuglarda mean+standart hata (SEM) degerleri
analiz edildi.

4. ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1. Kullanilan Mikroorganizma ve Petride Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan A. pallidus C10 aerop, termofilik, gram pozitif, spor
formu iceren, katalaz ve oksidaz reaksiyonlar1 pozitif, optimum biiylime gdsterdigi pH

ve sicaklik degerleri sirasiyla 7,5-9,0 ve 56°C olarak belirlendi (Yanmis and Adigiizel
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2014). Inkiibasyon sonunda petride gézlemlenen acik zon susun proteaz aktivitesi

acisindan pozitif oldugunu gosterdi.

Sekil 4.1. Petrideki proteaz aktivitesi

4.2. Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullamilan Standart Grafik

Arastirma boyunca elde ettifimiz enzim ¢0zeltilerindeki kantitatif protein tayini
Bradford yontemiyle belirlendi. Bu amagla boliim 3.2.4.’de anlatildig1 gibi standart
grafik hazirlandi. Protein tayinine ait standart grafik Sekil 4.2°de verilmistir. Ham

d™ afinite

homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DE52 anyon degisim ve Probon
kromatografisi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini bu

standart grafikten faydalanilarak hesaplandi.
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Sekil 4.2. Kantitatif protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

4.3. Proteaz Aktivitesi Hesaplamasinda Kullanilan Tirozin Standart Grafigi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan tirozin standart grafigi boliim 3.2.3°de
anlatildig1 gibi hazirland1 ve standart ¢ozeltileri pg/ml proteine karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 4.3’de gosterildi.

A660

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tirozin Konsantrasyonu (png/ml)

Sekil 4.3. Proteaz aktivitesi i¢in standart tirozin grafigi
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4.4. Proteaz Enziminin Saflagtirma Basamaklari Sonug¢lar:

4.4.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve sonuclari

A. pallidus C10’dan proteaz enziminin saflastirilmasinda ilk asama olarak amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yapildi. Amonyum siilfat arali§i boliim 3.2.6.’da anlatilan yontem ile
%0-90 olarak belirlendi. Elde edilen ¢cokelek pH’s1 8,5 olan 100 mM Tris-HCI tampon

¢ozeltisinde ¢oziilerek bir sonraki islem igin hazir hale getirildi.

Cizelge 4.1. Proteaz enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi tespitine yonelik
aktivite- ¢oktiirme aralik ¢izelgesi

Amonyum siilfat

aralig1 (%) 0-20 20-40 40-60 60-80 80-90
Siipernatant 0,041 0,796 0,631 0,563 0,306
Cokelti 0,485 0,515 0,633 0,579 0,812
30 - M supernatant M ¢Okelti
25 A

Aktivite (EU/mI)
&

10 -
5 -
0 T T T T
0-20 20-40 40-60 60-80 80-90
Amonyum Siilfat Arahg:

Sekil 4.4. Doygunluk araligina gére amonyum stilfat ¢oktiirme grafigi
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4.4.2. DE52 anyon degisim kromatografisi sonuclari

Saflastirmada ikinci asama olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi diyaliz edilen
numune DE52 anyon degisim kolonuna tatbik edildi. 50 mM Tris-HCI (pH 8,5)
tamponuyla hazirlanan 50-500 mM arasinda NaCl igeren ¢ozeltiler ile eliie edildi. Her
bir fraksiyon i¢in 280 nm’de protein miktar1 ve 660 nm’de aktivite tayini yapildi. Enzim
%26,9 verimle 4,85 kat saflastirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.5 ve Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.
8 1,8
7 —e— Aktivite (EU/mI) - 1,6

1,4

~ 6 —o— Absorbans 280 nm c
£ 129
) 5 4 N
o Lo
gt 08 £
> 5
£ 3 - 2
X 0,6 9
< <

0,4
0,2

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Fraksiyon Numarasi

Sekil 4.5. Proteaz enziminin DE52 anyon degisim kromatografisi ile eliisyonunu
gosteren grafik
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Cizelge 4.2. Proteaz enziminin DE52 anyon degisim kromatogarfisi sonucu elde edilen
saflastirma basamaklar1 sonuglar

Numune tiirii Total Aktivite Protein  Total Total Spesifik %  Saflastirma
Hacim (EU/ml) (mg/ml) Aktivite Protein  Aktivite Verim Katsayisi
(ml) (EU/mI) (mg/ml) (EU/mg)

Ham ekstrakt 60 35,8 716 2148 42960 0,056 100 1

Amonyum siilfat 10 28,6 161 283,6 1610 0,176 13,02 3,14
¢oktiirmesi

DE52 Anyon 5 15,26 56 76,3 280 0,272 26,9 4,85
degisim
kromatografisi

4.4.3. Probond™ afinite kromotografisinin sonuclar

Enzim Probond™ afinite kolonu kullanilarak %19,56 verimle 17,32 kat saflastirildi.

dTM

Saflastirilan proteaz enziminin Probon afinite kromotografisi sonuglar1 Sekil 4.6’de

ve Cizelge 4.3°de gosterildi.

Lo 0,07
1,4 - —e—Aktivite (EUMI) |
1,2 —o— Absorbans 280 nm
E - 005 E
S5 1 - S
< - 0,04 %
£ 08 1 2
g L 0,03 £
2\4( 0,6 S
o]
0.4 - - 0,02 <
0.2 1 0,01
0 - : 0
0 5 10 15 20
Fraksiyon Numarasi

Sekil 4.6. Proteaz enziminin Probond™

grafik

afinite kromotografisi ile eliisyonunu gosteren
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Cizelge 4.3. Proteaz enziminin ProbondTM afinite kromatogarfisi sonucu elde edilen
saflastirma basamaklar1 sonuglar

Numune tiirii  Total Aktivite Protein Total Total Spesifik % Saflastirma
Hacim (EU/ml) (mg/ml) Aktivite Protein  Aktivite Verim Katsayisi
(ml) (EU/mI) (mg/ml)  (EU/mg)

Ham ekstrakt 60 41,23 673 24738 40380 0,061 100 1

Amonyum

siilfat 10 41,56 511 3325 4088 0,081 13,44 1,33

coktiirmesi

Probond™ 15 43,36 41 65,04 61,05 1,057 19,56 17,32

afinite

kromatografisi

4.4.4. SDS-PAGE ile enzimin saflik kontrolii, molekiil kiitlesinin tayini ve

zimograminin belirlenmesine yonelik sonu¢lar

A. pallidus C10’dan DE52 anyon degisim ve Probond™ afinite kromotografisi ile
saflagtirilan proteaz enziminin safligint kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yotemi
kullanild1. Bu amagla boliim 3.2.9.’da anlatildig1 gibi elektroforez yapildi. Elde edilen
bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.8.1 ve Sekil 4.8.2°de gosterildi. Standart proteinlerin
ve enzimin jelde yurtidiikleri mesafeler Olgiilerek Rf degerleri hesaplandi. Log MK-R¢
degerleri ile ¢izilen grafik Sekil 4.7°de gosterildi. Enzimin molekiil kiitlesi 38,35 olarak
hesaplandi.

Proteaz enzimi SDS-PAGE sisteminde yiiriitiilerek zimogram analizi yapildi. Boliim
3.2.10.°da anlatildig1 gibi yapilan analiz sonucunda Sekil 4.8.3.‘de goriilen proteaz
enziminin bulundugu yer daha agik renkte goriinmektedir. Enzimin kazeini
parcalamasindan dolay1 jelde diger bolgelere gore daha acik renkteki goriintli proteaz

enziminin varligin1 dogrulamaktadir.
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Sekil 4.7. SDS-PAGE sonucu ¢izilen Log MK-R; grafigi

250 kDa
150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

Sekil 4.8. A. pallidus C10 'dan izole edilen proteaz enziminin SDS-PAGE ve zimogram
goruntiisu

1) DE52 anyon degisim kromatografisi a) protein marker b) diyaliz c) ¢okelek d-e) eliisyon. 2) Probond™
afinite kromatografisi a) ¢okelek b) eliisyon. 3) Zimogram analiz sonucu
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4.5. Proteaz Enzimi i¢in Optimum pH ve Stabil pH Bulunmasina Yénelik Sonuclar

A. pallidus C10’dan saflagtirilan proteazenziminin boliim 3.2.11.a’daki yonteme gore
optimum pH’st belirlendi. Enzimin optimum pH’sin1 tespit etmek igin farkli pH
degerlerindeki 0,1 M sodyum fosfat (pH6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-
NaOH (pH 9,0-11,0) tampon ¢ozeltileri kullanildi. Proteaz enziminin en yiiksek aktivite
gosterdigi glisin-NaOH tamponu pH 9,0 optimum pH olarak belirlendi.

Cizelge 4.4. 0,1 M sodyum fosfat (pH6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0
11,0) tampon c¢dzeltileri kullanilarak proteaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglari

pH 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 9,0 | 95 | 10,0 | 10,5 | 11,0

?;%“Akﬁ“te 56,36 | 47,99 | 91,01 | 85,95 | 89,17 | 86,21 | 100 |88,83 | 94,24 | 25,65 | 25,21
0

120

100

[}
o
1

D
o
1

Bagil Aktivite ( %)

I
o
1

N
o

Sekil 4.9. Proteaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢lim grafigi
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A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin boliim 3.2.11.a’daki yonteme gore
stabil pH’s1 belirlendi. Enzimin pH stabilitesi i¢in 0,1 M sodyum fosfat (pH 6,0-8,0),
Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tampon ¢ozeltileri kullanildi.

Proteaz enzimi igin stabil pH glisin-NaOH tamponu pH 9,5 olarak belirlendi.

Cizelge 4.5. 0,1 M sodyum fosfat (pH6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0—
11,0) tampon ¢dzeltileri kullanilarak proteaz enziminin stabil pH’s1 i¢in yapilan aktivite dl¢lim
sonuclari

pH 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 | 105 | 11,0

Kalan
Aktivite | 77,84 | 89,08 | 75,94 | 76,26 | 74,68 | 91,45 | 84,49 | 100 | 70,72 | 65,50 0
(%)

= =

[e2] [0s] o N

o o o o
1 1 1 ]

Kalan Aktivite (%0)

H
o
1

N
o

pH

Sekil 4.10. Proteaz enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi

4.6. Proteaz Enzimi Icin Optimum Sicakligin ve Stabil Sicakhigin Belirlenmesine

Yonelik Sonuclar

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin boliim 3.2.11.b’deki yonteme gore

sicaklik profili ve kararliligi belirlendi. Enzimin optimum sicakligin1 belirlemek
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amaciyla 20°C ile 80°C arasindaki sicakliklar denendi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.11
ve Cizelge 4.6°da gosterildi. Enzimin optimum sicakligi 60°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.6. Proteaz enziminin optimum sicaklig1 i¢in sicaklik- bagil aktivite (%) 6l¢iim
sonuglar1 ¢izelgesi

Sicaklik (°C) 20 30 40 50 60 70 80

Bagil Aktivite (%) | 61,08 65,09 99,21 99,71 100 | 88,34 | 77,18

120 +
—~ 100 -
X
N’
o 80 -
=
2
S 60 -
<
o 40
2
20 A
0 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik (°C)

Sekil 4.11. Proteaz enzimi optimum sicaklik oOl¢iilmesi icin ¢izilen sicaklik-bagil
aktivite grafigi

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek
amaciyla 20°C’den 80°C’ye kadar olan sicaklik araliginda 15, 30 ve 60 dk’lik
inkiibasyon siirelerinde bolim 3.2.11.b.’de anlatildig1 aktivite dl¢timleri yapildi. Elde
edilen veriler Sekil 4.12 ve Cizelge 4.7°de gosterildi. Enzimin her bir sicaklik araliginda
bir saat inkiibasyon sonunda aktivitesini muhafaza ettigi ve sicakliga oldukga toleransl
oldugu gosterildi. Ozellikle 30, 40, 70 ve 80°C sicakliklarda enzimin daha kararl
oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.7. Proteaz enziminin sicaklik kararliligini belirlemek igin zaman-sicaklik-
kalan aktivite (%) 6l¢tim sonuglari gizelgesi

Inkiibasyon Sonrasinda Kalan Aktiviteler (%)
Siire (dk) 20°C 30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C
15 82,89 94,54 95,78 84,13 87,27 87,76 89,91
30 87,52 91,07 95,45 84,46 85,20 103,10 | 85,77
60 89,25 90,09 92,06 81,81 100,9 105,45 | 96,45
110 -
< 100
\o\_/ —o—20
£ —A—30
2
£ 9% 40
<
c —%—50
]
Gl *—60
X gp -
70
—a— 380
70 T T T 1
0 15 30 45 60
Siire (dk)

Sekil 4.12. Proteaz enzimi i¢in sicaklik kararlilik grafigi

4.7. Kpm Ve Vinax Degerlerinin Bulunmasina Yonelik Sonuglar

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin kazein substrati varliginda Ky ve
Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in bolim 3.2.11.c.’de belirtilen yonteme gore 1/V-
1/[Kazein] Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanilarak Ky degeri 0,197
mg/ml ve Vpax degeri 7,29 pmol.ml™.dk™ olarak tespit edildi. Elde edilen sonuclar Sekil
4.13’de gosterildi.
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Sekil 4.13. Kazein substrati i¢in Ky ve Vmax bulunmasina yonelik 1/V-1/[Kazein]
Lineweaver-Burk grafigi

4.8. Baz1 Metal Iyonlarmn A. pallidus C10°dan Saflastirilan Proteaz Enzimine

Etkisine Yonelik Sonuglar:

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimine metal iyonlarinin etkisini incelemek
igin Co*?, Zn*?, Ni*?, Mg*?, Fe*?, Mn*? ve Ca'? gibi +2 degerlikli metal iyonlar1 ve K*
ve Ag" gibi +1 degerlikli metal iyonlar: Kullanilarak bolim 3.2.11.d.’de belirtilen
yonteme gore proteaz aktivitesi belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.8.’de verildi.
Bu sonuglara gore Mg+2 ve Ca*? metallerinin her iic konsantrasyonda enzimi aktive
ettigi goriildii. Ayrica Zn*? metalinin 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda, K* ve Ag*
metallerinin ise 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarda, Fe*? ve Ni*? metallerin ise 1 mM’lik
konsantrasyonlarda enzimi aktive ettigi belirlendi. Bununla birlikte diger metallerin

enzimin aktivitesi tizerine ¢ok fazla etki etmedigi tespit edildi.
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Metal iyonlari 1mM 5mM 10 mM
Kontrol 100+0,00 100+0,00 100+0,00
Fe*? 109+2,50 95,41+5,68 101,241,50
Mg*? 120,8+0,38 113,1+1,83 113,6+0,52
Ca*? 115,342,17 120,640,24 108,8+0,69
Zn*? 83,11+7,28 114,8+1,45 111,6+2,67
Co*? 96,61+0,97 87,45+1,67 83,08+7,77
Ni*2 107,120,77 94,30+1,79 91,54+1,64
Mn*2 83,08+7,77 84,92+0,69 80,58+4,39
Ag* 108,2+0,57 124,3+2,70 90,78+8,61
K* 149,3+5.23 129,9+4,61 91,60+2,29

4.9. Baz1 Organik Coziiciilerin A. pallidus C10’dan Saflastirilan Proteaz Enzim

Aktivitesi Uzerindeki Etkisine Yonelik Sonuclari

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin organik ¢dziiciiler varliginda
kararliligin1 belirlemek i¢in %15, %25, %50’lik konsantrasyonlarda DMSO, metanol,
etanol, aseton, kloroform, izopropanol ve biitanol kullanildi. Bolim 3.2.11.e’de
anlatilan yonteme gore elde edilen sonuglar Sekil 4.14-4.15 ve Cizelge 4.9-4.10’da
verildi. Bu sonuglara gore, %15°lik konsantrasyonda belirtilen organik ¢oziiciilerde 1
saat sonunda enzimin kararli oldugu gosterildi. %25°1ik konsantrasyonda 1 saat sonunda
metanol ve etanoliin enzimi aktivite ettigi ve digerlerinde ise olduk¢a kararli oldugu
tespit edildi. %50’1lik konsantrasyonda 1 saat sonunda enzim aktivitesinin etanol
varliginda kararliligimi koruruken; biitanol, kloroform ve izopropanol varliginda yari
yartya diistigii belirlendi. %15 ve %25’lik konsantrasyonlarda 24 saat sonra enzimin
genel olarak kararhiligi korudugu gozlemlendi. %50 konsantrasyonlarda 24 saat

sonunda enzim aktivitesini kaybetti. Bu nedenle sonuglar gosterilmedi.
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saat inkiibasyon siiresi sonundaki sonuglari

Organik coziiciiler %15 %25 %50
Kontrol 100+0.00 100+0.00 100+0.00
Metanol 68,42+1,83 114+2,79 80,24+1,74
Etanol 93,59+1,12 107,8+1,52 103,7+2,07
Aseton 86,73+1,29 88,50+2,02 72,74+1,89
DMSO 84,73+0,93 78,10+1,75 95,33+2,19
Biitanol 93,74+2,09 73,66+1,85 52,01+2,44
Kloroform 95,94+2.58 85,02+1,73 59,59+1,44
izopropanol 90,21+1,91 84,46+1,00 50,50+1,038

Cizelge 4.10. A. pallidus C10 dan saflagtirilan proteaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki

24 saat inkiibasyon siiresi sonundaki sonuglari

Organik coziiciiler %15 %25
Kontrol 100£0.00 100+00
Metanol 83,38+1,77 50,27+1,39
Etanol 90,28+1,98 75,47+2,95
Aseton 102,9+1,92 72,67+1,45
DMSO 85,86+3,65 102,2+1,53
Biitanol 58,88+2,20 106,5+3,21
Kloroform 74,56+£90,13 96,41+0,87
izopropanol 90,13+1,73 62,91+2,42
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Sekil 4.14. A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki 1
saat inkiibasyon sonundaki sonuglari
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Sekil 4.15. A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki 24
saat inkiibasyon sonundaki sonuglar1
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4.10. A. pallidus C10°dan Saflastirilan Proteaz Enzimin Aktivitesi Uzerine Bazi

Inhibitorlerinin Etkisinin Belirlenmesine Yénelik Sonuclar

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin katalitik bolgedeki tayin etmek igin
fenilmetilsiilfonilfloriir (PMSF), etilendiamin tetra asetik asit (EDTA), DTNB, pB-
merkaptoetanol gibi ¢esitli inhibitorlerin farkli konsantrasyonlari kullanildi. Bolim
3.2.11.f°de anlatilan yonteme gore elde edilen sonuglar Sekil 4.16 ve Cizelge 4.11°de
verildi. Sonuglara bakildiginda PMSF varliginda enzimin aktivitesini tamamen
kaybettigi, EDTA varliginda aktivitesini korudugunu ve B-merkaptoetanol varliginda
aktivitesinde %605,7 artis oldugu goézlendi. Serin spesifik inhibitérii olan PMSF ile

tamamen inhibe olmasi nedeniyle enzimin bir serin proteaz oldugunu tespit edildi.

Cizelge 4.11. A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimi iizerine inhibitdrlerin
etkisi

inhibitérler 1 mM 5mM
Kontrol 100£0.00 100+0.00
EDTA 79,92+0,08 100,4+0,42
DTNB 92,43+0,26 77,21£0,05
B-merkaptoetanol 119+0,57 605,7+0,33
PMSF 69,54+0,29 0
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Sekil 4.16. A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimi iizerine inhibitorlerin etkisi

4.11. A. pallidus C10°dan Saflastirllan Proteaz Enzimin Aktivitesi Uzerine Yiizey
Aktif Maddelerinin ve Okside Edici Ajaninin Etkisinin Belirlenmesine Yonelik

Sonuclar

A. pallidus C10’'dan saflagtirilan proteaz enziminin iizerine yiizey aktif maddelerin
etkisini ve okside edici ajanin etkisini incelemek i¢in %1-5’1ik konsantrasyonlarda SDS,
Tween-20, Tween-80, Triton-X-100 ve H,O; kullanildi. Boliim 3.2.11.9.’de belirtilen
yonteme gore yapilan deney sonuglart Cizelge 4.12°de verildi. %1’lik
konsantrasyonlarda Tween-20, Tween-80, Triton-X-100 ve SDS varliginda sirasiyla
%80, %69, %59 ve %30 aktivite kayb1 gozlendi. Ancak %5’lik konsantrasyonlardaki
Triton-X-100’de enzimin aktivitesini %63 korudugu ve SDS’de ise enzim aktivitesinde
kismi bir artig belirlendi. %1-51ik konsantrasyonlara okside edici ajan olarak kullanilan

H,0; varliginda enzimin inhibe oldugu tespit edildi.
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Cizelge 4.12. A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimi tlizerine yiizey aktif
maddelerin ve okside edici ajanin etkisi

Yiizey aktif maddeler %1 %5
Kontrol 100£0.00 100+0.00
Tween-20 20,0+1,15 37,67£1,45
Tween-80 31,0+2,08 29,0+2,08
Triton-X-100 41,33+1,85 63,0+1,52
SDS 79,33+2,65 116,7+1,76
Okside edici ajan

H,0, 9,66+0,88 11,67+0,88

4.12. A. pallidus C10’dan Saflastirilan Proteaz Enzimin Dogal Substratlara Olan

Ozgiinliigiin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin kazein, azokazein, hemoglobin,
jelatin ve sigir serum albiimin (BSA) gibi subsratlar varlifinda aktivitesi bolim
3.2.10.1°deki yonteme gore incelendi. Enzimin en yiiksek aktiviteyi kazein subsratina

gosterdigi belirlendi.

Cizelge 4.13. A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin dogal subsratlara
varliginda aktivitesi

Dogal subsratlar (%0,65 w/v) | Bagil aktivite %100

Kazein 100
Azokazein 15
BSA 5

Jelatin 25

Hemoglobin 0
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4.13. A. pallidus C10’dan Saflastirilan Proteaz Enzimin Aktivitesi Uzerine Bazi

Endiistriyel Deterjanlarin Etkisinin Belirlenmesine Yonelik Sonuclar
A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi iizerine bazi ticari olarak

satilan deterjanlarin etkisi boliim 3.2.11.1.’da anlatilan yonteme gére incelendi. Inceleme

yapilan tiim deterjanlarin Ts deterjan1 haricinde enzim aktivitesi {izerine artirict etki

yaptig1 tespit edildi.

15004
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I=I
i
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> &Y &Y &> &> &5 &s &A

% Kalan Aktivite

Deterjanlar

Sekil 4.17. A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin aktivitesi ilizerine bazi
ticari olarak satilan deterjanlarin etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Gilniimiizde ¢esitli uygulamalar i¢in daha c¢evreci ve verimli bir segenek olarak
enzimlerin kullanimi, arastirmacilari ekstrem kosullara dayanikli enzim ve enzim
gruplar1 bulmaya itmistir. Bunlardan birisi olan proteazlar, diinya enzim pazarininin en
genis grubunu olusturur ve gesitli endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalardaki rolii ile
dikkat ¢eken olduk¢a 6nemli bir enzim grubudur. Gidadan deterjan endiistrisine, ilag
endiistrisinden atik su aritimina, peptid sentezine kadar hemen hemen her alanda
proteazlar1 gormek miimkiindiir. Ayrica canli organizmalardaki hayati olan fizyolojik
siireclerde 6nemli roller iistlenmektedirler. Bundan yola ¢ikilarak ticari 6éneme sahip,
ekonomik degeri olan proteazlari; yeni ve dogal kaynaklardan izole etmek, saflagtirmak

ve karakterize etmek arastirmacilar igin itici bir gii¢ olmustur.

Mikroorganizmalar, enzim kaynagi olarak kullanilabilecek en iyi kaynaklardir. Ciinkii
enzim teknolojisinde, en diigikk maliyetle en yiiksek verimi almak temel esastir.
Mikroorganizmalarin gerek kiiltiire edilme kosullarinin kolay olmasi gerekse de kisa
stirede yiiksek verim saglamalari, onlar1 enzim ¢alismalari i¢in 6nemli bir kaynak haline
getirmistir. Endiistrideki zor ve agir sartlara dayanikli enzimlerin eldesinde ozellikle
ekstrem sartlarda yasayabilen mikroorganzimalar tercih edilir. Bunun i¢in de bilim
insanlar1 biyoteknolojik agidan degerli olan yeni tiirleri tanimlamak igin siirekli bir

arastirma igerisinde bulunmaktadirlar.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda Aeribacillus pallidus C10 yeni bir sus olup ve bu
organizmadan ilk kez proteaz enzimi saflastirildi ve karakterize edildi. Yapilan literatiir
taramasi sonucunda bu yeni cinsin tip tiirii olan A. pallidus 'un (Yasawong et al. 2011,
Radchenkova et al. 2013; Cihan et al. 2011; Mnif et al. 2013; Yanmis and Adigiizel
2014) konvensiyonel ve molekiiler karakterizasyonun gerceklestirildigi ¢ok sayida
calismaya rastlanmustir. Cihan et al. (2011) susu tanimlarken proteaz aktivitesinin
olmadigini belirtirken biz ise yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz susun yiiksek proteaz
aktivitesine sahip oldugu tespit ettik. Mnif et al. (2013)’de yaptiklar1 calisma ile

Tunus’un jeotermal bdlgesinde petrol/yag iizerinden izole ettikleri A. pallidus VP3’i
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karakterize edip, birka¢ direngli aromatik birlesikleri ve hidrokarbonlarin
biyodegredasyondaki kapasitelerini ortaya koymuslardir. Literartiirde bu yeni cinsle
ilgili yapilan baska bir ¢alismaya rastlanmamaktadir. Bu tez, A. pallidus C10 tizerinde
enzimle alakali yapilan literatiirdeki ilk ¢alismadir. Bu yeni sus, termofilik bir sus olup

ekstrem kosullara dayanikli olan proteaz enzim {iretimi i¢in oldukga iyi bir kaynaktir.

A. pallidus C10 tarafindan iiretilen alkalin proteaz enzimi, kiiltiir {ist sivisindan &nce
yiiksek tuz konsantrasyonlarinda proteinlerin ¢oziiniirliiklerinin azalip ¢cokmesi esasina
dayanan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ile kismi olarak saflagtirildi. Literatiirde
Joo et al. (2000) %35-70 amonyum siilfat ile %83 verimle 3,5 kat, Basu et al. (2007)
%60 amonyum siilfat ile %65.96 verimle 4,31 kat, Charles et al. (2008) %75 amonyum
stilfat ile %58 verimle 4,7 kat, Rao et al. (2008) %60 amonyum siilfat ile %62,2 verimle
2,2 kat, Divakar et al .(2010) %30-60 amonyum siilfat ile %67,2 verimle 6 Kkat,
Ravindran et al. (2011) %70 amonyum siilfat ile %65 verimle 5 kat, Raut et al. (2012)
%30-80 amonyum siilfat ile %76,2 verimle 1,18 kat, Jayakumar et al. (2012) %80
amonyum siilfat ile %71,4 verimle 1,4 kat saflagtirmiglardir. Ayrica enzimi Sonug
(2011)’deki g¢alismasinda %30-80 amonyum siilfat ile %53 verimle 2,51 kat, Dadi
(2012)’deki ¢alismasinda %85 amonyum siilfat ile %9,6 verimle 1,4 kat ve Ozden
(2014)’de yaptig1 calismada ham ekstrakta %85 amonyum siilfat ile %23,36 verimle
3,14 kat saflagtirmigladir. Biz yaptigimiz ¢aligmada ham ekstrakta uygulanan %90
amonyum siilfat ile enzim %213,2 verimle 3,14 kat saflastirildi. Literatiir ile
karsilastirildiginda Rao et al. (2008), Raut et al. (2012), Jayakumar et al. (2012), Sonug
(2011) ve Dad1 (2012) tarafindan yapilan galigsmalara gore saflastirma katsayisinin daha
yiiksek, verimin ise diisik oldugu goriilmektedir. Verimin diisiik olmas1 proteinlerin
tam presipite olmamasi, amonyum siilfatin enzim yapisin1 bozmasi, pH degisikligi ya
da ortamdaki bozucu faktorlerin varligina baglanabilir. Elde edilen sonu¢ Dadi (2012)
tarafindan yapilan ¢alisma ile karsilastirildiginda saflastirma kat sayisinin daha yiiksek,

% verim degerlerinin ise ortiistiigli gorilmektedir.

Saflastirma islemine DE52 kromatografisi ile devam edildi. Literatiirde Arulami et al.

(2006), Basu et al. (2007), Charles et al. (2008), Haddar et al. (2008), Deepti et al.
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(2011) gibi arastirmacilar daha ¢ok CM-Selilloz ve jel filtrasyon kromotografisi
kullanmiglardir. Yapilan ¢alismalarda enzim DEAE kolonu ile %78,9 verimle 9,6 kat
(Joo and Chang 2004), %84,6 verimle 3,2 kat (Miyaji et al. 2005), %27 verimle 4,6 kat
(Rai and Mukherjee 2008), %52,8 verimle 4,4 kat (Fakhfakh et al. 2009), %57 verimle
1,9 kat (Rai et al. 2009), %34 verimle 41 kat (Divakar et al. 2011), %47 verimle 18,45
kat (Sabaet al. 2011), %17,3 verimle 5,57 kat (Annamalai et al. 2012), %18 verimle
5,05 kat (Ozgelik et al. 2013), %7,5 verimle 5,5 kat, (Nam et al. 2013), %19 verimle 2,0
kat (Want et al. 2013) saflastirilmistir. Bu ¢alismada DE52 kolonu ile saflastirma islemi
sonucu  %26,9 verimle 4,85 kat saflastima gergeklestirildi. Literatiir ile
karsilagtirildiginda Miyaji et al. (2005) ve Rai and Mukherjee (2009)’da yapilan
caligmalara gore saflagtirma katsayisi daha yiiksek olarak tespit edildi. Want et al.
(2013)’de yaptigi caligmaya gore hem saflastirma hem de verim olarak daha iyi bir
sonu¢ alindig1 goriilmektedir. Rai and Mukherjee (2008), Fakhfakh et al. (2009)
yaptiklar1 ¢caligsmalar ile hemen hemen uyustugu hatta daha iyi saflagtirma katsayisina
sahip olundugu tespit edildi. Annamalai et al. (2012), Ozgelik et al. (2013), Nam et al.
(2013) tarafindan yapilan ¢aligmalar ile yiizde verim sonuglarimizin daha iyi oldugunu,
saflastirma kat sayisinin da c¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Literatiir ile

karsilastirildiginda sonuglarin uyumlu hatta daha iyi bir sonug elde edildigi soylenebilir.

Fermantasyon stvisinin amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyalizden sonra Probond™
afinite kromotografisi ile ikinci bir saflastima islemi gergeklestirildi. Bu islem sonrasi
proteaz enzimi %19,56 verimle 17,33 kat saflastirildi. Bu kolon kullanilarak enzimin
saflagtirma kat sayisinin arttigi gosterildi. Bu kolon ile birlikte aktivite kayb1 en aza
indirildi. Literatirde Probond™ afinite kolonunun daha ¢ok rekombinant protein

saflagtirmak i¢in kullanildig: tespit edildi.

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimin safligit SDS-PAGE analizinde tek bant
ile teyit edildi. Saflastirilan proteazin molekiil kiitlesi hem DE52 iyon degisim kolonu
hem de Probond™ afinite kolonu i¢in 38,35 kDa olarak belirlendi. Serin proteazlarm
molekiil kiitleleri 18-35 kDa, subtilisinlerin molekiil kiitleleri ise 20 ile 45 kDa arasinda

degismektedir (Rao et al. 1998). Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda bu sonuglarin
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altinda ve ustiinde degerleri géormek miimkiimdiir. SDS-PAGE yontemini kullanarak
molekiil kiitlesini belirleyen benzer ¢alismalarda Kim et al. (2001) 38 ve 36 kDa’luk
proteaz, Jaouadi et al. (2008) 34 kDa, Heidari et al. (2008) 36 kDa, Kandasamy et al.
(2011) 36 kDa, Jayakumar et al. (2012)’de 36 kDa ve Joshi and Satyaranarayana (2012)
39 kDa’luk proteazlar elde etmislerdir. Ayrica Charles et al. (2008)’de Aspergillus
nidulans HA-10'den 42 kDa’luk proteaz, Ravindran et al. (2011)’de B. cereus
1173900°dan 66 kDa’luk proteaz, Saba et al. (2011)’de Stenotrophomonas sp.’den 55
kDa’luk yiiksek molekiil kiitlesine sahip proteaz elde ederken Haddar et al. (2008)’de B.
mojavensis A21’den 20 kDa’luk proteaz, Rai and Mukherjee (2009)’da B. subtilis DM-
04’dan 16,9 kDa’luk proteaz gibi daha kii¢iikk molekiil agirligina sahip proteazlar elde

etmislerdir.

A. pallidus C10 dan saflastirilan proteaz enzimin Karakteristik 6zelliklerini belirlemek
amaciyla pH ve sicaklik profili incelendi. Bir enzimin en énemli 6zelliklerinden biri de
maksimum aktivite gosterdigi ve dayanikli kaldigi pH ve sicaklik noktalaridir. A.
pallidus C10’dan saflagtirilan proteaz enzimi i¢in optimum pH 9,0 ve stabil kaldigi pH
9,5 olarak belirlendi. Bu sonug bize enzimin alkalin proteaz oldugunu gostermektedir.
Enzimin pH 7,0-10,0 aras1 oldukga iyi aktivite gosterdigi ancak pH 4,0-7,5 aras1 diisiik
aktivite gosterdigi tespit edildi. Arulami et al. (2006)’da B. laterosporus-AK1 ‘dan elde
ettikleri proteaz enziminin, Heidari et al. (2008)’de Halobacillus karajensis’den elde
ettikleri proteaz enziminin, Jakyakumar et al. (2012)’de B. pumilus MCAS8 ‘den elde
ettikleri proteaz enziminin optimum pH’smin 9,0 oldugunu bildirmistir. Literatiirdeki
diger ¢alismalarda Jaouadi et al. (2008)’de B. pumilus CBS 'den elde ettikleri proteazin
optimum pH’sim1 10,6 olarak, Shivanand and Jayaraman (2009) B. aquimaris strain
VITP4’dan elde edilen proteazin optimum pH’sin1 7,5 olarak, Joshi and Satyanarayana
(2012) B. lehensis’den elde edilen proteazin optimum pH’smi1 12,8 olarak rapor
etmiglerdir. A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimin optimum pH’si
literatiirdeki veriler ile uyumludur. Enzimin alkali pH’larda yiiksek aktivite gostermesi
onlar1 deterjan endiistrisinde tercih sebebi yapar. Bu ylizden saflastirilan proteaz

enziminin alkali pH’larda aktif ve stabil olmas1 6nemlidir.
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A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimi igin stabil pH 9,5’dur. Enzim oda
sicakliginda 2 saat boyunca pH 6,5°da %89,08; pH 8,5’de %91,45; pH 9,0 %84,49; pH
10,0’da %70,72 oraninda aktivitesini korumaktadir. Saflastirilan enzim aktivitesini pH
6,0-10,5 araliginda %70’den fazla korurken, pH 11,0 ve iizerindeki degerlerde
koruyamadigi tespit edildi. Jaouadi et al. (2008)’de B. pumilus CBS 'den elde ettikleri
proteaz enzimi i¢in stabil pH 7,0-10,6 araligi oldugunu, 1 ve 72 saat sonra
aktivitelerinin ise %60’indan fazlasin1 korudugunu rapor etmislerdir. Haddar et al.
(2008)’de B. mojavensis A21°den elde ettikleri proteaz enzimi i¢in 1 saat inkiibasyon
sonucunda stabil oldugu araligin pH 7,0-12,0 oldugunu bildirmisler ve pH 9,0’da %90,
pH 10,0’da %83, pH 11,0’de %80 ve pH 12,0°de ise %71,7 stabil kaldigim
belirlemislerdir. Bu sonuglar ile bu ¢alismada elde edilen sonuglar karsilastirildiginda 2
saat sonra daha fazla stabilite gostermesi bakimindan saflastirilan enzimin oldukca
onemli bir kararliliga sahip oldugu yorumu yapilabilir. Deepti et al. (2011)’de Bacillus
sp.’den izole ettikleri proteaz enziminin 30 dakika farkli tamponlarda bekletildikten
sonra stabil pH’sim1 8,0-12,0 olarak, Raut et al. (2012)’de Saccharopolyspora sp.
A9°dan izole edilen enzim igin stabil pH’y1 7,0-12,0 olarak tespit etmisler ve bir saat
inkiibasyon sonrasinda bu araliktaki aktivitelerini yaklasik %100 muhafaza ettiklerini
bildirmiglerdir. Saba et al. (2011)’de Stenotrophomonas sp.’den elde ettikleri proteaz
enziminin 1 saat inkiibasyon sonunda pH 6,8-12,0 arasinda orjinal aktivitesinin %90’ 11
korudugunu gostermiglerdir. Bu ¢alismadan yola c¢ikarak A. pallidus C10’dan
saflastirilan proteaz enziminin daha genis bir pH araliginda stabil kaldig1 goriilmektedir.
Raut et al. (2012)’de yaptiklar ¢alismada stabil pH 7,0-12,0, Jayakumar et al. (2012)’de
yaptiklar1 ¢alismada stabil pH’y1 6,0-11,0 aralig1 olarak belirlemislerdir. Literatiirdeki
onceki calismalar ile karsilastirildiginda sonuglarin uyumlu oldugunu ve oldukea iyi bir

stabiliteye sahip oldugu goriilmektedir.

A. pallidus Cl10’dan saflastirilan proteaz enzimi i¢in sicaklik profili incelendi ve
optimum sicaklik 60°C olarak belirlendi. Jaouadi et al. (2008)’de B. pumilus CBS
tarafindan iiretilen proteaz enzimi i¢in optimum sicakligi 65°C, Haddar et al. (2008)’de
B. mojavensis A21’dan saflastirtiklar1 proteaz enzimi i¢in optimum sicakligt 60°C,
Deepti et al. (2011)’de Bacillus sp.’den elde ettikleri proteaz enzimi igin optimum
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sicakligi 60°C, Divakar et al. (2010)’da Aeromonas veronii PGO1 ‘den izole ettikleri
enzim i¢in optimum sicakligi 60°C olarak rapor etmislerdir. Literatiirdeki bu
calismalarda belirlenen optimum sicaklik degerleri, saflastirdigimiz enzimin optimum
sicaklik degeri ile Ortiismektedir. Ayrica literatiirde belirlenen diger optimum sicaklik
degerlari soyledir; Charles et al. (2008)’de Aspergillus nidulans HA-10 ‘dan
saflagtirdiklari proteaz enzimi i¢in optimum sicakligr 50°C, Gupta and Khare (2007)’de
Pseudomonas aeruginosa PseA ‘dan elde ettikleri proteaz enzimi i¢in 55°C, Rai and
Mukherjee (2009)’da B. subtilis DM-04’den elde ettikleri proteaz enzim igin 45°C,
Pandey et al. (2012)’de yaptiklari ¢alisma ile 50°C olarak belirlemiglerdir.

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin sicaklik kararliligini belirlemek icin
20-80°C sicaklik araliginda 15, 30, 60. dakikalarda aktivite dl¢limii yapilarak belirlendi.
Enzimin sicaklik kararliligina bakildiginda tiim sicakliklarda %80°den daha fazla
aktivitesini korudugu tespit edildi. Arulami et al. (2006)’da B. laterosporus-AK1 ‘dan
elde ettikleri proteaz enzimi icin en yiiksek sicakligi 75°C’de gosterdigi ve 30 dakika
sonra hizlica aktivitesini kaybettigini bildirmislerdir. Gupta and Khare (2007)’de
Pseudomonas aeruginosa PseA ile yaptiklari ¢alismada 45, 50, 55°C’lerde 30 dakika
sonunda baslangigtaki aktiviteden geriye kalan aktivitenin sirasiyla %100, %91, %80
oldugunu belirtmislerdir. Oysaki A. pallidus C10’dan saflagtirilan proteaz enziminin
40°C bir saat sonunda baslangigtaki aktivitesinin %92,06’sin1 ve 50°C’de 1 saat
sonunda baglangictaki aktivitesinin %81,81’ini muhafaza ettigi tespit edildi. Charles et
al. (2008)’de Aspergillus nidulans HA-10’dan elde ettikleri proteaz enzimi 1 saat
inkiibasyon sonucunda 70°C’de en diisiik aktiviteyi gosterdigini ve 80°C’de inaktif
oldugunu belirlemislerdir. Heidari et al. (2008)’de yaptiklar1 ¢alisma ile saflastirdiklari
enzimin 60°C istiinde aktivitesini kaybettigini bildirmislerdir. Divakar et al. (2010)’da
Aeromonas veronii PGOl’den izole ettikleri enzimin 70°C’de 1 saat sonunda
aktivitesinin %53 {inii korudugunu, 40°C’de 5 saat sonra %85 ve 50°C’de 5 saat sonra
%65 aktivitesini  korudugunu bildirmislerdir. Jayakumar et al. (2012)’deki
caligmalarinda 30-70°C sicaklik araliginda 30 dakika sonunda aktivitelerini %50
koruduklarimi rapor etmislerdir. Annamalai et al. (2012)’de B. halodurans CAS6’dan

elde ettikleri proteaz enzimin 1 saatlik inkiibasyon sonucunda 70°C’de %100, 80°C’de
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%83 ve 95°C’de %40 aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. A. pallidus C10’dan
saflastirilan proteaz enziminin 70°C’de 1 saat sonunda %105,45; 80°C’de %96,45
aktivite gosterdigi belirlendi. Ayrica sicaklik arttiginda aktivitede kismi bir artig
gozlendi ve literatiir ile karsilastirildiginda benzer bir sonu¢ olmadig: tespit edildi. Tim
bu sonuglar, A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin sicakliga karsi uzun
stire oldukca yiiksek seviyede bir kararlilik sergiledigini gostermektedir ve literatiirdeki
diger calismalar ile karsilastirildiginda sicakliga toleransinin oldukc¢a fazla oldugu
aciktir. A. pallidus C10’dan saflagtirilan proteaz enziminin bu yoniiyle yiiksek
sicakliklarda uzun siire kararlilik gerektiren ticari uygulamalar i¢in tercih sebebi olmaya

aday bir enzim oldugu goriilmektedir.

A. pallidus Cl10’dan saflagtirilan proteaz enzimine metal iyonlarmin etkisi

2 ve Mg*? metallerinin

incelendiginde; 1, 5, 10 mM’lik konsantrasyonlarinda Ca'
enzimin aktivitesini artirdig1 tespit edildi. 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarda Ag* ve K*
metallerinin enzimi aktive ettigi 10 mM’lik konsantrasyonlarda %90 aktivitesini
korudugu belirlendi. Enzimin 1 mM’lik konsantrasyonlardaki Fe*? ve Ni*? metalleri
tarafindan aktive edildigi belirlendi. Bununla birlikte Zn*? metalinin 5 ve 10 mM’lik
konsantrasyonlarinda enzimi aktive ettigi tespit edildi. Co™ ve Mn*? gibi agir metalerin
her {li¢ konsantrasyonunda, enzim aktivitesinin, yaklasik %80’in den fazlasin1 korudugu
gosterildi. Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde; Ca*?, Mg*? ve Mn*? metallerinin
varhiginda enzimin aktive oldugunu, Rao et al. (2008)’de, Divakar et al. (2010)’da,
Annamalai et al. (2012)’de yaptiklar1 calismalarda gostermislerdir. Ozellikle Ca*? ve
Mg*? iyonlari tarafindan enzimin aktive olmasi literatiirdeki diger tim ¢ahismalarda
gosterilmistir. Ca*? metali diger bir¢ok enzimde de uyaric1 ve koruyucu goreve sahiptir
Ozellikle enzimin termostabilitesini artirmak i¢in yapilan ¢aligmalarda tercih edilmistir.
A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimi literatiirdeki bu ¢alismalar ile benzerlik
gosterdigi belirlendi. Haddar et al. (2008)’de B. mojavensis A21’den izole ettikleri
enzimin aktivitesinin, 5 mM’lik K* metali varliginda etkilenmedigini ve Zn*? metalinin
ise aktivitesini %70 inhibe ettigini tespit etmislerdir. Rao et al. (2008)’de B.
circulans ’dan izole ettikleri enzimin, 10 mM’lik Zn*? metali varliginda aktivitesini %96
korudugunu belirtmislerdir. Rai and Mukherjee (2008)’de B. subtilis strain DM-04 ‘den



71

izole ettikleri enzimin aktivitesinin Ni*2, Mg* ve Cu*® metalleri varhiginda inhibe
oldugunu bildirmiglerdir. Jayakumar et al. (2012)’de B. pumilus MCASS8 den izole
ettikleri enzim aktivitesi iizerine Fe* ve Zn'? metallerinin giiclii inhibisyon etki
gosterdiklerini  bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada saflastirilan proteaz enziminin
literatiirde ki bu calismalar ile karsilastirdigimizda Fe*?, Zn*?, Ni*? ve K* metalleri

varliginda daha iyi degerlere sahip oldugu goriilmektedir.

Organik ¢oziiciiler varliginda kararliligini koruyan enzimlerin sulu ya da susuz
ortamlarda biyokatalizor olarak kullanilmalar1 olduk¢a 6nemlidir. Bu yiizden organik
¢oziiclilerde uzun siire kararli kalabilen enzimler sentetik biyoteknolojik uygulamalarda
potansiyel olarak kullanilmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada A. pallidus C10’dan
saflastirilan  proteaz enziminin aktivitesi tlizerine organik c¢oziiclilerin  etkisi
incelendiginde enzimin onemli derecede kararlilik gosterdigi tespit edildi. Enzimin
%15’lik konsantrasyona sahip etonol ¢ozeltisinde %93, aseton c¢ozeltisinde %86,
DMSO ¢ozeltisinde %84, biitanol ¢ozeltisinde %93, kloroform ¢o6zeltisinde %95 ve
izopropanol ¢ozeltisinde %90 oraninda aktivitesini 1 saat boyunca korudugu goriildii.
%25°1ik konsantrasyona sahip etanol ve metanol ¢ozeltilerinin, 1 saat sonunda enzimin
aktivitesini artirdig1 diger organik ¢6ziiciilerde ise yaklasik %70-80 oraninda aktivitesini
korudugu tespit edildi. Belirtilen organik c¢dziiclilerin %50’lik konsantrasyonlarinda
enzimin akvitesini, 1 saat sonunda etanolde %103, DMSO %95, metanolde %80
oraninda, biitanol, kloroform ve izopropanol ¢ozeltilerinde ise yaklasik %50 oraninda
korudugu belirlendi. %15’lik konsantrasyonlarda 24 saat sonunda metanol, etanol,
aseton, DMSO, biitanol, kloroform varliginda sirasiyla %83, %90, %102, %85, %58,
%74, %90 oraninda enzim aktivitesini korudugu tespit edildi. %25’lik
konsantrasyonlarda 24 saat sonunda metanol, etanol, aseton, DMSO, biitanol, kloroform
varliginda sirasiyla %50, %75, %72, %102, %64, %96, %62 oraninda enzimin
aktivitesini  korudugu goriildii. %50’lik  konsantrasyonlarda belirtilen organik
coziicilerde 24 saat sonunda enzim kararliligim1 koruyamadigi igin sonuglar
belirtilmedi. Literatiirde Rai and Mukherjee (2008)’de yaptigi ¢alismada B. subtilis
strain DM-04’dan izole ettikleri proteaz enziminin aktivitesi tizerine %20’lik organik

coziiciilerin etkisini incelemis ve izopropanol, etanol ve metanolde sirasiyla %102, %97
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ve %105 aktivitesini korudugunu bildirmislerdir. Divakar et al. (2010)’da Aeromonas
veronii  PGOl’'dan saflagtirdiklart  proteaz  enziminin  aktivitesini ~ %25’lik
konsantrasyonlardaki organik ¢oziicliler varliginda 2 ve 5 saat sonra 6lgmiislerdir. 2 saat
sonunda DMSO ve metanolde enzim aktivitesinde sirasiyla %650 ve %280 artis
gozlemlemislerdir. Ancak etanol, izopropanol ve biitanol varliginda 2 saat sonunda
strastyla %34, %13, %10 oraninda aktivitelerini koruyabildigini tespit etmislerdir. 5 saat
sonunda DMSO, metanol, etanol, izoprppanol ve biitanol varliginda enzimin sirasiyla
%41, %19, %25, %6, %5 oraninda kararliligint koruyabildigini gdstermislerdir. Bu
calisma ile yaptigimiz c¢alismada saflagtirdigimiz proteaz karsilastirildiginda organik
¢oziciiler varliginda A. pallidus C10’dan elde ettigimiz proteazin ¢ok daha uzun siirede
daha fazla kararli oldugu sonucuna ulasildi. Raut et al. (2012)’de Saccharopolyspora sp.
A9°dan elde ettikleri proteazi 1:3 oraninda bazi organik ¢oziiciiler varliginda 6, 12, 24
ve 48 saat inkiibasyona birakarak enzimin aktivitesi lizerine etkisini incelemislerdir.
Enzimin n-decan, n-hekzan ve ksilen de enzimin olduk¢a kararli oldugunu tespit
etmislerdir. Enzim 24 saat sonunda biitanol varliginda %36, etanol varliginda %28 ve
metanol varliginda %24 oraninda kararl kalabilmistir. Sonuglar karsilastirildiginda A.
pallidus C10’dan elde ettigimiz proteazin Raut et al. (2012)’de Saccharopolyspora sp.
A9’dan elde edilen proteazdan organik ¢oziiciilere karsi daha iyi kararlilik gosterdigi
goriildi. Literatiirdeki bir baska ¢alismada Jayaykumar et al. (2012)’de B. pumilus
MCASS ‘den elde ettikleri proteazin ise %5’lik etanolde 1 saat sonunda %27, metanolde
%06, asetonda %52 ve DMSO’da %63 oraninda kararlilik gosterdigini bildirmislerdir.
Bu verilerden; A. pallidus C10’dan elde ettigimiz proteazin DMSO, metanol, aseton ve
etanol varliginda daha kararli oldugu goriildii. Joshi and Satyanarayana (2012)’de B.
lehensis’den elde ettikleri rekombinant alkalin proteazin %5°lik metanolde 1 saat
sonunda %115 ve %10’luk etanolde 1 saat sonunda %2187, izopropanolde %193,
metanolde %144 oraninda aktive ettigini rapor etmislerdir. Fakat %5’lik biitanolde %21,
kloroformda %77 oraninda kararli kaldigin1 %10’luk konsantrasyonlar da ise biitanolde
%30 ve kloroformda %47 oraninda kararli oldugunu bildirmiglerdir. Bu veriler, A.
pallidus C10’dan elde ettigimiz proteazin daha iyi kararlilik sergilendigini
gostermektedir. Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde A. pallidus C10’dan elde edilen
proteaz enziminin organik ¢oziiciiler varliginda daha iyi kararlilik sergilemesinden

dolay1 endiistride sentetik uygulamalarda kullanilabilir oldugu sonucuna ulasildi. Bu
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calismada elde ettigimiz proteaz enziminin bu yoniiyle biiylik avantaja sahip oldugu

sOylenebilir.

A. pallidus C10’dan elde edilen proteaz enzimi iizerine inhibitérlerin etkisi incelendi.
Saflastirilan proteaz enziminin katalitik etkisini gosterdigi aktif bélgesinin tanimlanmasi
icin 1 ve 5 mM’lik PMSF, EDTA, DTNB, B-merkaptoetanol kullanildi. Enzimin 5
mM’lik PMSF varliginda tamamen inhibe olmasi, saflastirilan enzimin serin proteaz
ailesine ait oldugunu gostermektedir. Enzimin 5 mM EDTA varhiginda aktivitesini
muhafaza etmesi, enzimin Kkataliz ig¢in metal kofaktore ihtiyact olmadigini
gostermektedir. Enzimin EDTA varliginda aktivitesini muhafaza etmesi deterjan
endustrisinde kullanilmasi agisindan olduk¢a Snemlidir. Ciinkii EDTA gibi selatlayici
ajanlar, deterjan formulasyonlarinda en ¢ok bulunan bilesenlerdir. EDTA birgok
deterjan {irliniinde suyun yumusatilmasinda ve lekelerin ¢ikarilmasinda yardimci olur.
Ozellikle deterjan ¢ozeltilerinde kullanilamayacak halde olan metal iyonlarini selatlayict
ajan olarak kullanilmaktadir (Haddar et al. 2008). Saflastirilan bu proteazin EDTA
varliginda yiiksek kararlilik gostermesi deterjan katki maddesi olarak kullanilabilir
olmast avantajina sahip oldugunu gosterir. B-merkaptoetanol varliginda enzimin
aktivitesindeki siddetli artis enzimin tiyol bagimli oldugunu gostermektedir. Literatiirde
Raut et al. (2012)’de Saccharopolyspora sp. A9’dan elde ettikleri proteaz 5 mM PMSF
varliginda tamamen inhibe olmusken, EDTA varliginda aktivitesini %95 korudugunu
gostermiglerdir. Jayakumar et al. (2012)’de B. pumilus MCAS8’den elde ettikleri
proteaz enziminin 1 mM PMSF varliginda aktivitesi giiglii sekilde inhibe olurken,
EDTA varhiginda aktivitesinin %74’tinii korudugunu bildirmislerdir. Papgianni and
Sergelidis (2014) Penicillium nalgiovense’'den elde ettikleri proteaz PMSF varliginda
tamamen inhibe olurken EDTA varliginda %87 aktivitesini muhafaza ettigini
bildirmislerdir. Bu literatiir verileri ile Kkarsilastirildiginda, c¢alismada saflastirilan
enzimin tiyol bagimli serin proteaz oldugu tespit edildi. EDTA varliginda yiiksek

kararliliga sahip olmasi ile de bir avantaja sahip oldugu belirlendi.

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin iizerine yiizey aktif maddelerin

etkisini ve okside edici ajanin etkisini incelemek i¢in %1-5’lik konsantrasyonlarda SDS,
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Tween-20, Tween-80, Triton-X-100, ve H,0; kullanildi. Yapilan ¢alisma sonucunda
%1’lik Tween-20, Tween-80, Triton-X-100 ve SDS varliginda enzim aktivitesini
sirastyla %20, %31, %41 ve %79 muhafaza ettigi tespit edildi. %5’lik Tween-20,
Tween-80, Triton-X-100 ve SDS varliginda ise enzim aktivitesini sirasiyla %37, %29,
%63 ve %116 muhafaza ettigi belirlendi. Enzimin okside edici ajan H,O, varliginda ise
kararliligini  koruyamadigir tespit edildi. Joo et al. (2000)’de Periserrula
leucophryna’dan elde ettikleri proteaz enzimin aktivitesini %1 Triton-X-100 varliginda
%93, %1 Tween-20 varliginda %92 ve %1 SDS varliginda ise %97 oraninda
korudugunu belirlemislerdir. Triton-X-100 ve Tween-20"nin %35°lik
konsantrasyonlarinda bir degisiklik gozlenmezken SDS varliginda %55 aktivitesini
koruyabildigini rapor etmislerdir. Bu ¢alisma ile A. pallidus C10’dan elde edilen proteaz
karsilastirildiginda, Triton-X-100 ve Tween-20 varliginda aktivitesini koruyamadigi %5
SDS varliginda ise Joo et al. (2000)’de Periserrula leucophryna’dan elde ettikleri
proteaza gore daha kararli oldugu gosterildi. Jaouadi et al. (2008)’de B. pumilus
CBS’den elde ettikleri proteaz enziminin %1-5 Triton-X-100, Tween-80 ve %1 SDS
varhiginda oldukga kararli oldugunu rapor etmistirlerdir. Haddar et al. (2008)’de B.
mojavensis A21’den saflastirdiklar1 proteaz aktivitesini %1’lik Triton-X-100, Tween-
80, SDS, H,0, varliginda sirasiyla %85, %100, %50 ve %79,4 muhafaza ettigini
bildirmislerdir. %5’lik Triton-X-100, Tween-80, H,O, varliginda ise enzim aktivitesini
sirastyla %72,7, %96,4, %41,4 muhafaza ettigini rapor etmislerdir. Rao et al. (2008)’de
B. circulans’dan elde ettikleri proteaz enzimi, %1 Triton-X-100 ve Tween-20 varliginda
sirasiyla %15, %20 oraninda aktivite artis1 gosterirken, %1 SDS varliginda ise enzimin
aktivitesinin %75’ini korudugunu tespit etmislerdir. Bu ¢aligmalar incelendiginde
enzimin %1-5 SDS varliginda gosterdigi kararliliga bakarak SDS varliginda enzimin
daha iyi bir kararlilik sergiledigi belirlendi. Literatirde SDS varliginda kararh
enzimlerin oldugu c¢alismalarin sayisi az olup, yapilan bu c¢alismadan saflagtirilan
proteaz enziminin SDS varliginda yiiksek kararliliga sahip olmasi dnemlidir. Divakar et
al. (2010)’da Aeromonas veronii PG0Y1’ile yaptiklar1 ¢alisma ile Triton-X-100, Tween-
20, Tween-80 yiizey aktif maddelerin %0,25, %0,5’lik konsantrasyonlarinda proteaz
enziminin aktivitesini artirict yonde etki yaptigini bildirmislerdir. SDS’nin %0,25,
%0,5’lik konsantrasyonlarinda proteaz enzim aktivitesini sirasiyla %88, %80

korudugunu rapor etmiglerdir. Literatiirde Nam et al. (2013)’de yaptig1 ¢alismada %1
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SDS varliginda enzimin inhibe oldugunu goéstermislerdir. Jayakumar et al. (2012)’de B.
pumilus MCASS8’den elde ettikleri proteazin aktivitesi tizerine %5 SDS varliginda %20
artis gozlendigini bildirmislerdir. Joshi and Satyanarayana (2012)’de yaptiklar
calismada B. [lehensis’den elde ettikleri proteaz enzimin aktivitesi iizerine %2’lik
SDS’nin, %59 oraninda artirdigini bildirmiglerdir. Bu sonuglar ile A. pallidus C10’dan
saflagtirillan proteaz enziminin, SDS varliginda aktivitesini korumasi ve %35’lik
konsantrasyonda ise aktiviteyi artirmasi ile ortiismektedir. Yapilan ¢alisma sonucunda
saflastirilan  enzimin Tween-20, Tween-80, Triton-X-100 ve H,0, varhiginda

kararliligin1 koruyamadigi belirlendi.

A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enziminin dogal subsratlara olan spesifitesini
belirlemek amaciyla %0,65’lik (w/v) BSA, kazein, azokazein, jelatin ve hemoglobin
kullanilmasi ile yapilan aktivite dlgiimleri sonucunda enziminin en iyi kazein varliginda
aktivite gosterdigi tespit edildi. Enzimin diger subsratlarin karsisinda spesifitesi sirastyla
jelatin (%25), azokazein (%15), BSA (%5) ve hemoglobin (%0) olarak belirlendi. Joo et
al. (2000)’de benzer ¢alismada, aktiviteyi kazein (%2100), BSA (%37), aloumin (%10),
jelatin (%7) seklinde elde etmislerdir. Arulami et al. (2006)’da B. laterosporus-
AK1 dan elde ettikleri enzimin subsrat spesifitesinin sirasiyla kazein (%100), azokazein
(%385), albiimin (%58), BSA (%52), jelatin (%22) oldugunu rapor etmislerdir. Jaouadi
et al. (2008)’de B. pumilus CBS den elde ettikleri proteazin dogal subsratlara ilgisini
sirastyla  kazein (%100), BSA (%52), jelatin (%95), azokazein (%80) olarak
bildirmiglerdir. Divakar et al. (2010)’da Aeromonas veronii PG01°den elde ettikleri
proteaz enzimi i¢in benzer ¢alismada subsrat spesifitesini kazein (%100), jelatin (%83)
ve BSA (%45) olarak tespit etmislerdir. Jayakumar et al. (2012)’de B. pumilus
MCASS8’den elde ettikleri proteaz enziminin kazeine (%100), jelatine (%84),
hemoglobine (%71), BSA (%55) ve azokazeine (%40) seklinde spesifite gosterdigini
belirlemislerdir. Bu caligmalarin sonuglar1 proteazin en iyi aktiviteyi kazeine karsi
gosterdigini ve diger substratlara azalan oranlarda ilgisinin oldugunu gostermektedir. Bu

sonuglarda bizim ¢alismamizla hemen hemen ortiismektedir.
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Bu ¢aligmada A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimi i¢in kazein varliginda
kinetik parametreleri Ky ve Vmax degerleri Lineweaver-burk grafigi kullanilarak
sirastyla 0,197 mg/ml ve 7,29 umol.ml-*.dak™ olarak bulundu. Ky (Michaelis-Menten
sabiti), enzimin subsrata ilgisini gosteren bir Olgiittiir. Rao et al. (2008)’de B.
circulans ’dan elde ettikleri proteazin Ky degerini 0,597 mg/ml, Vmax degerini 13825
umol.min™, Deepti et al. (2011)’de Bacillus sp. ile yaptiklari ¢alisma ile Ky degerini
0,57 mg/ml, Vnax degeri 445.2 U/ml, Pandey et al. (2012)’de yaptiklar ¢alismada Ky
degerini 0,001 g/ml, Vyax degerini 1660 U/ml, Joshi and Satyanarayana (2012)‘de
yaptiklari calismada Ky degerini 0,35 mg.ml™, Vinax degerini 7 nmol.mg™sec™ olarak
hesaplamiglardir. Literatiir verileri ile Kkarsilastirildiginda, A. pallidus C10’dan

saflastirilan proteaz enziminin substrata ilgisinin daha fazla oldugu goriildii.

Bu calismada A. pallidus C10’dan saflastirilan proteaz enzimi iizerine ticari olarak
satilan deterjanlarin etkisi incelendi. Bunun igin Ty, Tp, T3, T4, Ts, Te, T7 markali
deterjanlar kullanildi. Enzim aktivitesinin’de Ty, T, Ts, Ta, Tg sirasiyla %242,46,
%643,90, %417,07, %92,68, %373,17 oranlarinda arttig1 tespit edildi. Enzimin
aktivitesindeki siddetli artigdan dolay1 bahsi gegen deterjanlar ile enzimin son derece iyi
uyumluluk géstermesinden kaynaklanabilir. Liteartiirde yapilan Arulami et al. (2006)
yilinda yaptiklar1 ¢alismada 60°C’de 1 saat inkiibasyon sonunda Ariel varliginda %75
aktivitesini korudugunu bildirmislerdir. Haddar et al. (2008)’de yaptiklar1 ¢aligmada
30°C’de 1 saat inkiibasyon sonucunda Ariel’de %90 aktivitesini korudugunu 50°C’de 1
saat inkiibasyon sonucunda Ariel’de %80 aktivitesini korudugunu tespit etmislerdir. Rai
and Mukherjee (2008)’de yaptiklari ¢alisma ile elde etikleri enzimin 37°C’de 1 saat
inkiibasyonda Ariel’de %60 aktivite gosterdigini rapor etmiglerdir. Joshi and
Satyanarayana (2012)’de yaptiklar1 ¢alisma ile enzimin %0,5’lik Ariel ¢ozeltisinde
stabil, %1°lik Ariel ¢ozeltisinde ise %80 aktivitesini korudugunu tespit etmislerdir. Raut
et al. (2012)’ de yaptiklar1 calismada ise 48 saat sonra Ariel’in %50 aktivitesini
korudugunu tespit etmislerdir. Literatiir ile karsilastirildiginda elde edilen sonuglar
saflastirilan enzimin ticari olarak satilan deterjanlar i¢in olduke¢a iyi bir katki maddesi

olabilecegini gostermektedir.



77

Ozetle; bu calismada kullanilan A. pallidus C10 yeni bir sus olup yiiksek proteaz
aktivitesine sahiptir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda yapilan ¢aligmalarin daha ¢ok
susu tanimlama, morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerini belirlemeye yonelik oldugu
tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi, bu sus lizerinde yapilan enzimler ile alakali ilk
caligmadir. A. pallidus C10 ‘dan alkalin proteaz enzimi ilk asama olarak amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ile kismi olarak saflagtirildi. Daha sonraki asamada DES52 anyon

dTM

degisim kromotografisi ve Probon afinite kromotografisi ile iki farkli teknik

kullanilarak sonuglar karsilastirildi. DE52 anyon degisim kromotografisi ile %26,9

verimle 4,85 kat, Probond™

afinite kromotografisi ile de %19,56 verimle 17,33 kat
saflagtirma gergeklestirildi. Bu saflastirma sonuglar1 literatiir ile Karsilastirildiginda
ortiismektedir ve hatta baz1 calismalara gore daha yiliksek verim elde edildi. Enzimin
optimum sicaklik ve optimum pH’s1 sirasiyla 60°C ve 9,0 oldugu tespit edildi. Enzimin
pH stabilitesine bakildiginda 7,0 ile 10,0 araliginda kararliligini muhafaza ettigi
goriildi. A. pallidus C10 dan saflastirilan enziminin 20-80°C sicaklik araliginda 1 saat
inkiibasyon sonucunda enzim aktivitesinin %80’inden fazlasin1 korumasi ile
literatiirdeki benzer galismalardan daha iyi bir sonug verdigi goriilmektedir. Ozellikle
60, 70 ve 80°C sicakliklarinda 6nceden yapilan benzer ¢alismalara gore daha kararl
oldugu tespit edildi. Enzim metal iyonlar1 ile farkli konsantrasyonlar da muamele
edildiginde Ca+2, Mg+2, Zn+2, Fe+2, Ni+2, Ag+ ve K* tarafindan aktiveyi artiric1 ve Mn*?
ve Co* varliginda da yiiksek stabilite gosterdigi tespit edildi. Yaptigimiz ¢aligmada
saflastirilan alkalin proteaz enziminin organik ¢oziiciiler varliginda etkisi incelendiginde
%70’den fazla kararlilik gdstermesi ile literatiirdeki benzer galismalara gore enzimin
daha dayanikli oldugu belirlendi. Okside edici ajan ve yiizey aktif maddeler varliginda
enzimin aktivitesinde kayiplar gozlendigi belirlendi. Serin spesifik inhibitori olan
PMSF ile enzimin tamamen inhibe olmasi enzimin, serin proteaz oldugunu
gostermektedir. A. pallidus Cl10’dan saflastirilan proteaz enziminin en iyi substrat
spesifitesini kazeine karsi gosterdigi ve Ky degerinin literatiirdeki diger caligmalara
gore daha diisiik oldugu ve dolayistyla substrata olan ilgisinin daha fazla oldugu tespit
edildi. Ayrica enzimin EDTA, SDS ve ticari olarak satilan deterjanlar varliginda
stabilitesini korumasi1 onun iyi bir deterjan katki maddesi olarak endiistriyel alanda

kullanim potansiyeline sahip olabilecegini gostermektedir.
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