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AKTINOMISETDEN iZOLE EDIiLEN EKSTRASELLULER
PROTEAZIN KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu calismada Streptomyces sp. BSU-1 izolatindan ekstraselliiler olarak iiretilen
proteaz enziminin karakterizasyonu yapilmistir. Streptomyces sp. BSU-1 izolati
glukoz iceren besiyeride 30 °C’de 3 giin siiresince ¢ogaltilmistir. Enzimin optimum
reaksiyon sicakligi ve pH’s1 sirasiyla 60 °C ve pH 10 olarak bulunmustur. Proteaz
enzim aktivitesini 120 dakika 50 °C’de ve pH 8-12 araliginda %80’nin {izerinde
korudugu bulunmustur. Na™', Ca™, Zn" ve Mg nin aktiviteyi korudugu, Mn"* ve
Cu'? iyonlart min aktiviteyi artirdigi goriiliirken, Hg™ metal iyonunun ise yaklagik
%50 azalttigi tespit edilmistir. Enzim aktivitesi izerine c¢oziiciilerin etkisi
incelendiginde aktivitenin yiiksek oranda korundugu gézlemlenmistir. Tween-80 ve
Triton X-100 konsantrasyonu aktiviteyi artirirken, H,O, aktivite kaybina neden
olmustur. Enzimin, zimogram analizi sonucu tek bant goriilmiis ve molekiil agirlig

yaklasik 48 kDa olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aktinomiset, proteaz, zimogram, alkali
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CHARACTERIZATION OF EXTRACELLULAR PROTEASE
ISOLATED FROM ACTINOMYCETES

SUMMARY

In this study, characterization of extracellularly produced protease enzyme from
Streptomyces sp. BSU-1 isolate was performed. Streptomyces sp. BSU-1 isolates
were grown in glucose-containing medium for 3 days at 30 °C. The optimum
reaction temperature and pH of the enzyme were found 60 °C and pH 10. It has been
found that the protease enzyme maintains its activity over 80% at 50 °C and pH 8-12
for 120 minutes. It was detected that Naﬂ, Caﬂ, Zn'* and Mg+2 retained the activity,
Mn"* and Cu™ ions increased the activity, while Hg'* metal ion decreased about
50%. When the effect of solvents on enzyme activity are examined, it is observed
that activity is highly preserved. Tween-80 and Triton X-100 increased activity,
while H,O, caused loss of activity. The zymogram analysis of the enzyme showed

single band and its molecular weight was found to be approximately 48 kDa.

Keywords: Actinomycetes, protease, zymogram, alkaline

VIII



BOLUM 1. GIRIS

Diinya yiizeyinin yaklasik %80°1 sularla kaplidir. Diinyadaki biitiin sularin %97’sini
deniz ve okyanuslar olusturmaktadir. Denizel ortam bir¢ok canli i¢in vazgecilmez bir
yasam alani olmustur. Mikroskobik canlilar i¢inde, deniz ortami farkli kimyasal
ozelliklere sahiptir. Deniz ortami filogenetik olarak farkli aktinomisetlerin varligini
desteklemektedir. Deniz aktinobakterileri sedimanlarda, su i¢indeki canlilar {izerinde
bulunur. Bu organizmalar iirettikleri metabolitler ve enzimler ile 6nemli olmaktadir
(Sivakumar ve ark., 2007). Bu mikroorganizmalar diisiikk besleyici maddeler
kullanilarak kiiltiire edilebilir ve farmasotik ilag kesfi icin kaynak olusturabilir
(Jensen ve ark., 2005a). Deniz mikroorganizmalari, antimikrobiyal aktivitelere sahip
dogal {iriin tretiminde kaynak olarak kullanilmaktadir (Liu ve ark., 2010).
Aktinomisetler Gram (+) olup, G+C bakimindan zengin olmalari, aktinomisetleri
diger organizmalardan ayiran en 6nemli 6zelligidir (Cigdem, 2015). Deniz ortaminda
yasayan formlart oldugu gibi toprakta da yasayan bircok aktinomiset tiiri
bulunmaktadir. Organik maddenin zengin oldugu topraklarda bol miktarda bulunur.
Nemli topraklardan ziyade kuru topraklarda daha fazla yayilis gosterirler. Farkli
ortamlardan izole edilen aktinomiset tiirleri genetik olarak degisiklik gosterse bile
ayni sekonder bilesikleri iiretebilir. Bu sebeple bazen yeni ve farkli biyolojik
molekiiller bulma sans1 azalabilir (Baltz, 2006; Busti ve ark., 2006). Denizden izole
edilen aktinomisetlerin tirettigi sekonder metabolik bilesikler saglik, tarim, sanayi ve
endiistriyel alanlarda da kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalarla yeni ve dogal
biyoaktif {iriin arastirmalarinda deniz aktinomisetlerinin dogal {iriin {iretme
kapasitesinin oldukca yiiksek oldugu belirtilmistir (Bull ve Stach, 2007). Bazi
aktinomiset tiirleri uygun ortam ve sartlarda biyoliiminesans 6zelligi gostermektedir.
Kiilttir ultraviyole 1s1k altinda bu 6zelligi gosterebilir. Isik siddeti ve hizi, ortam
kosullarina ve kiiltliriin yasina gore degisiklik gostermektedir. Yapilan bir arastirma
sonucu aktinomiset tiiriine ait olan Streptomyces rimasus 'un ultraviyole 11k altinda

151tk verme siddeti ile antibiyotik iiretme oOzelligi arasinda bir baglanti oldugu



gozlemlenmistir. Bu mikroorganizmalarin yararli olabilecegi gibi zararli yonleri de
vardir. Aktinomisetin baz tiirleri de insan ve hayvan da hastaliga sebep olmaktadir

(Gokmen ve Demirci, 2016).

Aktinomisetler bitkiler ile ortak yasayabildigi gibi saprofit olarak da yasam
gostermektedir. Aktinomisetlerin bitki biiytimesini destekleyici etkisinden dolay1
kimyasal bocek ilaci ve gubre kullanimma alternatif olarak goriilmektedir
(Palaniyandi ve ark., 2013). Aktinomisetler; toprakta hayvan ve bitki dokularinin
ayrismasini, humus olusumunu ve hayvan giibrelerinin olusumunu saglamaktadir.
Bitkilere zarar veren bazi mantar ve bakterilerin gelisimini engelledigi bilinmektedir.
Aktinomisetler toprak ekosisteminde kitin ve lignoseliiloz gibi yapilarin ayrigsmasini
saglamaktadir (Goodfellow ve Williams, 1983). Streptomyces cinsine ait tiirlerin
kloramfenikol, eritromisin, klortetrasiklin, streptomisin gibi antibiyotiklerin iireticisi
oldugu bilinmektedir (Aksoy, 2014). Giinimiize kadar bilinen antibiyotiklerin
birgcogu Streptomyces cinsine ait tilirler tarafindan iretilmektedir. Simdiye kadar
kesfedilen en biiyiik antibiyotik iireten cinstir (Karaboyun, 2018). Uretimi yapilan
1000 antibiyotigin yaklasik %355-65’1 Streptomyces cinsine ait iiyeler tarafindan
gerceklestirilir (Oskay ve Tamer, 2009). Aktinomisetlerin antibiyotik tiretimi disinda
seliilaz, amilaz, pektinaz, lipaz, kitinaz ve proteaz gibi enzim aktivitelerininde oldugu
bilinmektedir (Gulve ve Deshmukh, 2011). Bu enzimlerin en yiiksek aktiviteyi
gostermesi i¢in besi ortami, belli sicaklik ve pH sartlarinin uygun olmasi gerekir. Bu
sartlar saglandiginda izole edilen enzimler uygun kosullarda muhafaza edilip
endiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Bu enzimlerin lignoseliilloz gibi dogal
polimerlerin parg¢alanmasini ve patojenik mikroplara karsi direng gostermede etkin
olduklar1 bilinmektedir (Meiji ve ark., 2017). En fazla calisilan enzimlerden biri olan
proteaz enzimi deterjan, gida, ila¢ ve deri enstriisiinde kullanilmaktadir (Sharma ve
ark., 2017). Mikroorganizma ve enzimler gidalarin uzun siire muhafaza edilmesinde
kullanilir, gida da farkli tat ve aroma degisikligi meydana getirmez. Biskiivi, gofret
ve kraker gibi iirlinlerde de son yillarda sodyum metabisiilfit (SMS) yerine proteaz
enzimi tercih edilmektedir. Proteaz enzimi pisme sirasinda denatiire olmasi ve
toksisite etkisinin olmamasi nedeniyle sodyum metabisiilfiite gére daha avantaj

saglamaktadir (Erem ve Certel, 20006).



1.1. Aktinomisetlerin Tarihsel Gelisimi

Aktinomycetes adi hem bakteri hem de mantarlarin karakteristik 6zelliklerine sahip
olup, Yunanca ‘atkis’ (bir 151n) ve ‘mykes’ (mantar)’den tiretilmistir (Embley ve
Stackebrandt, 1994). Aktinomisetler 1870’li yillardan 1950°1i yillara kadar bakteri ile

mantar arasinda bir gecis formu olarak kabul edilmistir (Hopwood, 2006).

1875°de Ferdinand Chon, insan gozyas1 kanalinda ipliksi bir organizma tespit etmis
ve onu ‘Streptothrix foersteri’ olarak adlandirmistir. 1890 yilinda Gasperini ve
Lancher-Sandoval bu organizmaya ‘actinomycetes’ adin1 vermistir (Yicel, 2007).
Hiltner adli bir arastirict jelatin plak yontemiyle aktinomiset sayimini yapmis ve
sonbahar, ilkbahar aylarinda mevcut sayilarinda artig fakat kis ve yaz aylarinda
azalma oldugunu gozlemlemistir. 100 y1l 6nce Graefe adli bilim insani tarafindan goz
enfeksiyonuna sebep olan aktinomiset tiirlerinden Streptothrix canaliculitis
kesfedilmistir (Ellis ve ark., 1961). 1877 yilinda ‘Hars’ adli arastirici ‘Lumpy dav’
adi verilen hastalikta bir sigirn iltihapli bolgesinden izole edilen mikroba
aktinomiset adim1 vermistir. Merkezden c¢evreye dogru iplik¢ik seklinde yayilis
gosterdigini ve bu iplik¢iklerin sonunda parmak seklinde siskinlikler oldugunu
gozlemlemistir. Fakat arastirmaci organizmay1 o giinkii tekniklerle izole edememistir.
Arastirmacilar basta aktinomisetleri bakteriyel form olarak ifade etmislerdir, fakat
botanik¢i arastirmacilar aktinomisetleri funguslara benzetmislerdir. Karakterize
edilmis olarak bilinen ilk deniz aktinomiseti Rhodococcus marinonassen’dir

(Helmke ve Weyland, 1984).

1.2. Aktinomisetlerin Anatomik ve Fizyolojik Ozellikleri

Aktinomisetler fungus ve bakteriler arasinda gecis formunda olup, ipliksi yapida
prokaryotik canlilardir. Aktinomisetlerin hif yapilari, spor ¢aplar1 (0,5-1 pm), sekil ve
biiyiikliik bakimindan, mitokondri ve kloroplasta sahip olmamalari, aktinomiset

hiicrelerinin seliiloz ve kitin ihtiva etmemeleri ve doymamis yag oranlar1 bakteriler



ile benzerlik gostermektedir. Aktinomisetler arasinda liziz ve faj hassasiyeti,

bakteriler ile yakin akraba olduklarini gostermektedir.

Aktinomisetler fungal antibiyotiklere karsin, bakteriyel antibiyotiklere daha
duyarlidir. Aktinomisetler funguslar gibi havasal misel ve spor olusturma 6zelligine
sahiptir (Waksman, 1989). Kati veya sivi ortamda buylime sekilleri, pellet

olusturmalar1 funguslar ile benzerlik gostermektedir.

Aktinomisetler, acrobik ve Gram (+) bakterilerdir. Toprakta veya suda yasamaktadir.
Alkali ve nétral topraklarda bol miktarda bulunmaktadir. Aktinomiset ¢esitliligi ve
sayist mevsimsel olarak degisiklik gostermektedir. Kuru ve 1lik mevsimlerde say1 ve
cesit bakimindan en yiiksek degere sahip oldugu belirtilmistir (Ghanem ve ark.,
2000). Spor olusturan miselsel yapilar1 dallanmis, diiz veya spiral sekilde olabilir
(Ersal, 2018). Aktinomisetlerin bilinen en genis tiirlerini Streptomyces tiirii bakteriler
olusturmaktadir (Bhattacharyya ve ark., 1998). Ilk kez 1943 yilinda Waksman ve
Henrici tarafindan Streptomyces cinsi tamitilmistir (Williams ve ark., 1983).
Streptomyces cinsi Waksman ve Henrici tarafindan 660’1n tizerinde tiir tanitilmistir
(Guo ve ark., 2015). Yiiksek miktarda G+C igerigine sahiptirler. Bu ozelligi de
aktinomisetleri diger organizmalardan ayirmaktadir. Karbon kaynagi olarak; protein,
yiiksek molekiillii organik asitler, polisakkarit, seker, lipid ve alifatik hidrokarbonlar1
kullanirlar. Aktinomisetlerden o6zellikle de Strepfomyces tiirleri birgok ortamda
tireme gostermelerine ragmen spor olusturmalart i¢in yiiksek miktarda karbon ve

azot ihtiva eden 6zel ortamlara gereksinim duyarlar (Kutzner, 1981).

Aktinomisetler spor olusturma 6zelligine sahiptir. Bu sporlar kurakliga, sicakliga, dis
etkenlere karsi direng gostermektedir. Koloni morfolojileri farklilik gostermektedir.
Siyah, gri, beyaz, yesil olmak {izere farkli renklerde koloni gérmek miimkiindiir

(Waksman, 1989).

Aktinomisetler siv1 ve kat1 besiyerinde kiimeler halinde tireme gostermektedir. Sivi
besiyerinde dipte veya yilizeyde koloni halinde gelisme  gosterirken,
mikroorganizmalar bakterilerde oldugu gibi s1v1 kiiltiirde ortam1 bulaniklastirmayip
pellet olusturmaktadir. Koloni sekilleri bakteri sekillerine benzerlik gostermektedir.
Bulunduklar1 besi ortamina, inkiibasyon siiresine gore farkli renklerde koloni

olustururlar. Aktinomisetler, yavas tireme egiliminde olan ipliksi bakterilerdir.



Ortalama inkiibasyon siiresi 4-5 giin arasinda degisiklik gostermektedir (Oner, 1989;
Ozcan, 2012).

Aktinomisetler kiiltire edildikleri ortamda substrat ve havasal miseller
olusturmaktadir. Ornegin; aktinomisetlerden Streptomyces cinsi hava miselleri
meydana getirmekte ve bu hava miselleri de toz halinde spor formuna

doniisebilmektedir (Waksman, 1950).

Aktinomisetler alkali kosullarda, pH 5,0-9,0 araliginda, 25-30 °C de optimal biiyiime
gosterdikleri gibi cok yiiksek sicakliklarda da iireme gosteren termofilik tiirleri
mevcuttur (Goodfellow ve Williams, 1983). Aktinomisetler graniil olusturmaktadir

(Lacey, 1997).

1.3. Aktinomisetlerin Siniflandirilmasi

Glinlimiizde ortalama 1,6 milyon organizmanin varhig: bilinmektedir. Fakat sadece
bir kismi teshis edilmistir. Bu canlilari; morfolojik 6zelliklerine, spor 6zelliklerine,
anatomik yapisina, beslenme sekline ve kimyasal yapisina gore smiflandirmak
mimkiindiir. Aktinomisetleri, 1943 yilinda Waksman ve Henrici taksonomik olarak
siniflandirmistir.  Lechevalier ve Lechevalier 1965 yilinda aktinomisetlerin
morfolojik ve kimyasal oOzelliklerine gore siniflandirilabilecegini séylemislerdir
(Hasegawa ve ark., 1983). Aktinomisetlerin tanimlamasinda 16S rDNA dizi analizi
yapilmaktadir (Soria-Mercadove ark., 2012). Actinobacteria subesinde bulunan bazi

smiflar Sekil 1.1° de gosterildigi gibidir (Goodfellow ve ark., 2012).



Sekil 1.1. Actinobacteria subesinde bulunan siniflar (Goodfellow ve ark., 2012)

Siniflandirma yapilirken kimyasal ozellikler kistas alindiginda hiicre duvarindaki
seker ve amino asit dizilimine bakilmaktadir. Kimyasal siniflandirmada, hiicrede
bulunan DAP (diaminopimelik asit)’nin varlig1 énemli yer tutmaktadir (Mei, 2015).
Havasal misel olusumu, seker olarak ksiloz ve arabinoz bulundurmasi, hiicrede de L-
DAP formunun bulunmas: streptomiset tiirline 6zgii bir 6zelliktir. Aktinomisetler 6
smif, 23 alt simf, 53 aile, 222 cins ve 3000 tiirden olusmaktadir ve bakterilerin
Eubacteriales takiminda yer almaktadirlar. Aktinomisetlerin taksonomik olarak

siniflandirilmasi Tablo 1.1°de gosterildigi gibidir (Dworkin ve ark., 2006).



Tablo 1.1. Actinobacteria subesinin taksonomik siniflandirilmas: (Dworkin ve ark., 2006).

Familya Cins

Streptomycetaceae Streptomyces

Actinomycetaceae Actinomyces, Actinobaculum, Arcanobacterium,
Mobilunes

Micromonosporaceae Micromomospora, Catenuloplanes, Pilimelia,

Couchioplanes,Spirilliplanes, Latellatospora

Acidimicrobiaceae Acidimicrobium

Dermatophilaceae Dermatophilus

Actinocoralliaceae Actinocorallia, Sarraceniospora

Streptosporangiaceae Streptosporangium, Microbispora, Planomospora,
Planotetraspora, Herbidospora, Planobispora,
Sebekia,

Nocardiaceae Nocardia, Rhodococcus

Actinomycetes filumu, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ye gore 6 sinifa
ayrilmistir. Bunlar; Nitriliruptoria, Acidimicrobiia, Thermoleophilia, Cariobacteria,
Rubrobacteria ve Actinobacteria. Bunlardan Actinobacteria sinifi 16 ordodan

olusmaktadir. Bu ordolar; Frankiales, Micromonosporales, Bifidobacteriales,

Glycomycetales, Pseudonocardiales, Actinopolysporales, Jiangellales,
Micrococcales,  Propionibacteriales,  Streptosporangiales,  Actinomycetales,
Corynebacteriales, Catenulisporales, Kineosporiales, Streptomycetales ve

Incertae’dir (Chaudhary ve ark., 2013).

1.4. Aktinomisetlerin Ekolojileri

Aktinomisetler; deniz, toprak, bitki, hayvan, magara ve bataklik gibi degisik
ortamlardan izole edilebilirler. Toprakta bulunan aktinomisetler bulunduklar1 ortamin
ozelliklerine gore farkli yapilarda olabilir. Organik maddenin yogun oldugu
topraklarda bol miktarda aktinomiset bulunmaktadir. Ornegin; Streptomyces tiirleri

toprakta bol miktarda bulunur. Aktinomisetler bakterilere goére nemi daha az



topraklart sever. Kuru hava aktinomisetin misel olusturmasi i¢cin daha uygundur.
Aktinomisetler, toprakta spor veya misel halinde bulunabilirler. Thaermoactinomyces
gibi bazi termofilik aktinomisetler ahir giibresi ve yiiksek sicaklikta yasamaktadir.
Yapilan bir ¢alismada, toprak aktinomisetlerinin izolasyonu ve sayimi i¢in, karbon ve
azot kaynagi olarak humik asit iceren HV (humik asit-vitamin) agar gelistirilmis ve
aktinomiset tiirlerinden o6zellikle Micromonospora cinsinin bu agarda ¢ok fazla
tiredigi gozlemlenmistir (Qiu ve ark., 2008). Humik asit agar ile hazirlanmis bir
ortamda Streptomyces, Micromonospora, Streptosporangium, Microtetraspora,
Microbispora, Dactylosporangium, Nocardio ve Thermomonospora cinslerinin iyi bir

biiytime gosterdigi belirtilmistir (Hayakawa ve Nonomura, 1987).

Deniz ekosisteminde ve okyanuslarda aktinomisetlerin yaygin olarak bulundugu
tespit edilmistir. Micromonospora, Rhodococcus ve Streptomyces tiirlerinin deniz
ortaminda bulundugu belirtilmistir (Maldonado ve ark., 2005). Aktinomisetler deniz
ekosisteminde genellikle alglerden izole edilmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
denizden izole edilen aktinomisetlerin de sekonder metabolit {irettigi bulunmustur.
Uretilen bu metabolik iiriinler biyolojik aktiviteye sahip olmakla beraber, endiistriyel
alanda da kullanim1 mevcut oldugu gozlemlenmistir. Bilim insanlarinin 50 yildan
fazladir deniz aktinomisetleri iizerine calismalar yaptigi bilinmektedir. Yapilan
calismalarda Actinomyces, Nocardia, Micromonospora ve Mycobacterium tiirlerinin
su ekosisteminde yaygin olarak bulundugu tespit edilmistir (ZoBell, 1946; Grein ve
Mayers, 1958). Ozellikle tatli sularda Micromonospora cinsinin bol miktarda
bulundugu tespit edilmistir. Bu cinse ait tiirlerin petri kabinda genellikle pembemsi
veya turuncumsu renkte olustugu gozlemlenmistir. Ayrica deniz suyunun petrol ile
birlesimi Nocardia ve Micromonospora tiirlerinin de daha fazla yayilis gdstermesini
saglamaktadir. Bu tiir aktinomisetlerin petrolii par¢alama 6zelligi vardir. Karadeniz
bolgesinde de yapilan caligmalar sonucunda dip c¢amurlarinda Actinomyces
pelonogenes tiirintin bol miktarda oldugu tespit edilmistir. Aktinomisetler havada

spor veya misel olusturabilirler.

Aktinomisetlerin bazi tiirleri konak olarak insan ve hayvanlart tercih edebilir.
Aktinomisetlerin insan ve hayvanda sebep oldugu kronik hastaliga aktinomikoz
denir. Hastaliga sebep olan aktinomisetler genelde anaerobik tiirlerdir. En yaygin

olarak bilinen hastalik yapan tiir Actinomyces israelii’dir (Cakir ve ark., 2011). Bu



aktinomiset, insanlarda gastrointestinal sistemde, genital bolgede agiz boslugunda
bulunmaktadir (Cakir ve ark., 2011). Bu tiir insanlarda genellikle doku sismesine,
iltihaplanmasina, apse olusumuna, dokuda delik veya topakli sizintiya ve doku
hasarina sebep olmaktadir (Akyol ve ark., 2016). Actinomyces israelii’nin hasara
sebep oldugu dokunun mikroskop goriintiisti Sekil 1.2°de gortildiigii gibidir (Bell,
2019).

Sekil 1.2. Aktinomikoza sebep olan Actinomyces israelii nin mikroskop goriintiisii (Bell, 2019).

1.5. Aktinomisetler Tarafindan Uretilen Biyoiiriinler

Mikroorganizmalar biyolojik iirtin tretiminde aktif rol oynamaktadir. Mikrobiyal
tirtinler modern ilag firmalarinin temelini olusturmaktadir. Geg¢misten gliniimiize
yapilan calismalar heniiz kesfedilmemis potansiyel terapdtik uygulamalara sahip
bir¢ok {irtintin oldugunu gostermektedir (Singh ve Pelaez, 2008). Aktinomisetler
deniz bakterileri i¢inde giiglii biyoaktif molekiillere sahip etkileyici bir kaynak
olmustur (Subramani ve Aalbersberg, 2013). Aktinomiset bakterileri tibbi amacglh ve
cesitli biyolojik aktiviteleri olan metabolit tiretimi yapmaktadir (Bredholdt ve ark.,
2007). Aktinomisetlerin iirettigi tirtinler degisik sathalara ayrilmak istenirse bunlari
primer, sekonder, biyolojik dontisiim tiriinler, aktinomiset hiicreleri ve rekombinant
uriinler olarak siralamak mumkiindiir. Enzim, karbonhidrat, lipit, protein ve organik

asit gibi bilesikler ilk sathada tiretilen primer metabolitlerdir. Aktinomisetlerin



sekonder metabolit {iretimi yiiksek olup, ticari olarak antitiimér, farmasotik ve
notrasotik ajanlari ile enzim inhibitérleri biyoteknolojide kullanilmaktadir (Ozcan ve
Corbaci, 2017). Mangrov ormanlar1 sekonder metabolit iretme potansiyeline sahip
aktinomisetler icin 6nemli bir kaynak olmaktadir (Hong ve ark., 2009). Uretilen en
onemli sekonder metabolit {iriin antibiyotiktir. Sekonder metabolitler, biyoaktif dogal
drtinlerin en 6nemli grubunu olusturmaktadir. Kimyasal yapilar1 ve biyolojik
aktivitelerinden dolayr makromolekiillerden farklilik gostermektedir (Cannell, 1998).
Deniz  aktinomisetlerinden yeni ve farkli ikincil metabolit {riinlerinin
kesfedilmesiyle, bu mikroorganizmalarin dogal iirlin arastirmalarina yeni bir boyut
kattigin1 gostermektedir (Jensen ve ark., 2005b). Biyolojik doniisiim iirtinii olarak
aktinomisetler, bakteriler ve mantarlarla birlikte kati atiklarin kompostlanmasini
saglamaktadir. Deniz aktinomisetlerinden tiretilen sekonder metabolitlerin bircogu
biyolojik aktiviteye sahip olmasiyla birlikte terapotik etkisi de mevcuttur (Gorajana
ve ark., 2005; Lam, 2006). Mikrobiyal kaynakli dogal iiriinler ila¢ kesfinde 6nemli
kaynak olusturmaktadir. Modern ila¢ firmalarinin temelini mikrobiyal iiriinlerden
gelistirilen ilaglar olusturmaktadir. Hala kesfi yapilmamis bir¢ok mikroorganizma
vardir. Son yillarda yapilan g¢alismalarda deniz aktinomisetlerinin kesfinin hizla
artmastyla, bakteriyel kaynakli mikrobiyal {iriinlerinin aragtirmalarina yeni boyut

kazandirilmigtir.

Antibiyotik kullanimi ilk olarak penisilinin kesfiyle baglamis olup daha sonra Selman
ve arkadaslar tarafindan streptomisinin kesfiyle de artis gostermistir (Bali, 2011).
Waksman ve arkadaslar1 1940 yilinda topraktan izole ettikleri aktinomiset tiirtinii
Actinomyces antibioticus olarak adlandirmislar ve bu aktinomisetten izole edilen
antibiyotigede  aktinomisin ~ olarak  isimlendirmislerdir ~ (Temel,  2015).
Aktinomisetlerden izole edilen ilk antibiyotik olan aktinomisinden sonra
streptomyces tiirlerinden de benzer kimyasal ozellikler gosteren antibiyotikler
dretilmistir. Baz1 streptomiset tiirleri aminoglikozit degistirici enzimlere sahiptir

(Benveniste ve Davies, 1973).

Aktinomisetlerin  baz1 tilirleri  sitotoksik etkiye sahiptir. Cin’de mangrov
ekosisteminden izole edilen aktinomisetlerin yapilan g¢alismalar sonucunda anti-
enfeksiyon, anti-timo6r bilesiklerinin, noérodejeneratif hastaliklarin  ve diyabet

tedavisinde kullanilabilecegi goriilmiistiir (Yang ve Song, 2018). Aktinomisetlerden
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Aktinomadura cinsisinin antibiyotik tiretme 6zelligi oldugu bilinmektedir. Bu cins
aktinomiset jelatin, lignoseliloz ve kazeini parcalama 6zelligine sahiptir.
Actinomadura tiirlerinden antibiyotik tiretme 6zelligi en fazla bilinen Actinomadura
kijaniata, Actinomadura oligospora, Actinomadura macra ve Actinomadura
hibisca’dir (Huang, 1980; Tomitave ark., 1990; Cil, 2011). Denizde bulunan
Salinispora cinsi aktinomisetin yapilan ¢alismalar sonucu ila¢g benzeri kaynak
olabilecegi goriilmistiir (Udwary ve ark., 2007). Salinispora cinsinin tiyeleri giicli
proteozom inhibitorii olan Salinisporamid A igerigine sahip olmasiyla kanser tedavisi
icin umut olabilecegi tahmin edilmektedir (Teicher ve Tomaszewski, 2015).
Proteozom inhibitoriiniin  multip]l myeloma ve solid tiimoérlerin tedavisinde
kullanilmak tizere farkli caligmalar yapilmistir (Frankland-Searby ve Bhaumik,
2012). Bir¢ok proteozom inhibitorii gelistirilmis ve bu inhibitorler farkli timor

tiplerinde antitiimor fonksiyonu gostermistir (Engiir ve Dikmen, 2015).

1.5.1. Aktinomisetler tarafindan iiretilen enzimler

Aktinomisetlerin, mikrobiyal kaynakli dogal iiriin tiretiminde 6nemli bir pay1 vardir.
Aktinomisetler, yaklasik olarak dogal iiriin iiretiminin %42’sini olusturmaktadir
(Oskay ve Tamer, 2009). Uretilen bu iiriinler arasinda seliilaz, amilaz, pektinaz, iireaz
ve proteaz gibi enzimler yer almaktadir (Kar ve Ray, 2008; Gulve ve Desmukh,
2012). Yapilan calismalar sonucu bir aktinomiset susunun -glukozidaz iirettigi tespit
edilmistir (Imada ve Okami, 1995). Bengal korfezinin farkli yerlerinden toplanan
288 deniz 6rnegi toplanarak, nisasta kazein agar ortaminda aktinomiset izolat1 izole
edilmis ve bu izolatlarin bazilarinin lipaz, kazeinaz, jelatinaz, seliilaz ve amilaz
enzimi Urettigi belirlenmistir (Ramesh ve ark., 2009). Streptomyces cinsi
bakterilerinde proteaz, amilaz ve ksilinaz gibi enzim aktiviteleri oldugu belirtilmistir
(Awla ve ark., 2017). Bu enzimlerin optimum aktivite géstermesi i¢in uygun sicaklik,

pH ve tuzluluk gibi belirleyici etkenler vardir.

Seliilaz enzimi, seliilozun glikozidik baglarin1 pargalayan hidrolitik enzim grubudur.
Bu enzim, seliiloz iceren yemlere ilave edilerek, yemlerin daha kolay sindirilmesini

saglar (Gado ve ark., 2007; Azzaz, 2009; Murad ve Azzaz, 2010). Tohum yaglarinin
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cikartlmasinda (Che Man ve ark., 1996), ekmek yapiminda macun kivaminin
azaltilmasinda (Godfrey ve West, 1996), bitki hiicre duvarlarinin uzaklastirilmasinda
(Bhat ve Bhat, 1997), icecek endiistrisinin saflastirma asamasinda ve tekstil
endustrisinde kullanilmaktadir. Amilaz enzimi sindirimde gorev alir ve tiikiiriik
bezleri, pankreas, ince bagirsak, karaciger ve yumurtaliklarda bulunur. Kagit
endiistrisinde nisastanin diisiik viskoziteye indirerek kagidin daha kolay sekillenip
katlanmasini saglar. Pektinaz enzimi; gida, kagit, tekstil alaninda ve atik sularin
aritilmasinda kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde meyve sularinin ve saraplarin
berraklastirilmasinda;  tekstil ~ endustrisinde keten i¢in  seliiloz liflerinin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Streptomyces sp. tiirii keratinaz enzimi iiretir ve bu
enzimin 44 kDa oldugu, optimal aktivite sicakliginin 45 °C ve pH’mnin 11 oldugu
belirtilmistir (Tatineni ve ark., 2008).

Proteaz enzimi; peptid baglarinin hidrolizi ile reaksiyon yikimini kataliz eder.
Proteolitik enzimlerin %60°1n1 alkalin proteazlar olusturur. Bu enzim grubu deterjan,
tekstil, organik sentez, peynir yapimi ve atik su aritimi gibi alanlarda kullanilan
endistriyel enzimlerdir (Moorman ve ark., 1993; Abd El-Nasser, 1995; Bockle ve
ark., 1995). Aktinomisetlerin yani sira bakteri ve mantarlardan da izole edilmektedir.
Streptomyces griseus (Nomoto ve Narahashi, 1959), Saccharopolyspora sp. (Raut ve
ark., 2013), Bacillus subtilis (Ozden, 2014) ve Streptomyces fungicidious MML1614
(Ramesh ve ark., 2009) adli bakterininde proteaz enzimini trettigi belirtilmistir.
Proteaz inhibitorii olan antipain, leupeptin, kimostatin, pepstatin, phoshoramidon

aktinomisetler tarafindan tiretildigi bilinmektedir (Umezawa ve ark., 1973).

1.6. Proteazlar

1.6.1. Proteaz enzim yapisi ve ozellikleri

Proteaz enzimi endiistriyel enzimlerin en 6nemli gruplarindan biridir. Ortalama
enzim satiglarinin %40-60’1n1 olusturmaktadir. Proteaz enzimleri yani peptidazlar
peptid baglarinin kirilmasini saglar (Aehle, 2007). Canli organizma yapisinda mevcut

protein sayisinin %?2’sini olusturmaktadir (Yildirim, 2014). Bitki, hayvan, bakteri,
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fungus ve aktinomisetlerden elde edilmektedir. Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler
Biyoloji Birligi tarafindan yapilan enzim adlandirmasinda proteazlar; hidrolazlar (3)
ve alt sinif peptidazlar (3.4) olarak gruplandirilmistir (Y1lmaz, 2014). Giiniimiizde en
fazla, mikroorganizmalardan elde edilen proteaz enzimi kullanilmaktadir. Proteaz
enziminin ¢aligmasi icin optimum bir pH ve sicaklik degeri vardir. Canli yapisinda
proteaz enzimi genellikle mide ve pankreas da iiretildigi gibi spesifik reaksiyonlar
icin viicudun diger kisimlarinda da {tretilmektedir. Endustriyel alanda ticari
enzimlerin en genis sinifin1 proteolitik enzimler olusturmaktadir. Ticari olarak
dretimi yapilan proteaz enzimlerinin 2/3’si mikrobiyal koékenlidir. Genelde
endiistriyel amagh olarak bakteriyel proteaz enzimleri tercih edilir. Endistriyel veya
biyoteknolojik amacli kullanilan proteaz enzimlerinin optimum pH ve sicaklikta
yiiksek aktivite gosterebildigi gibi ¢ok yiiksek sicaklikta da aktivite gosteren gruplari
mevcuttur. Ticari yonden en 6nemli proteazlar hidrolaz grubu enzimlerdir (Joshi ve
Satyanarayana, 2013). Proteaz enzimlerinin; yiiksek katalitik aktiviteye sahip
olmalar1, yliksek derecede substrat ozgiilliigli, biiylik miktarlarda iiretilmeleri,
ekonomik ag¢idan uygun olmalar1 ve bitki veya mikroorganizmalardan kolay izole
edilmeleri endiistriyel alanda tercih edilme sebeplerindendir. Biyoteknoloji a¢isindan
da biiyiik 6neme sahip olan proteazlarin, canliligin devami i¢in de 6nemli bir yeri
vardir. Mutagenez veya rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak ticari statiide

enzim verimliligi artirilabilir.

Proteazlar; camasir deterjanlari, kontakt lens temizleyicisi, gida endiistrisi, bira, ipek,
deri gibi endiistriyel alanlarda sik¢a kullanilmaktadir. Endiistriyel alan disinda bu
enzimler, kan pihtilasmasinda, protein yikiminda, dokular1 regiile etmede,
membranlardaki protein gecisi gibi gorevleri de mevcuttur (Rao ve ark., 1998). Son
yillarda gelisen teknoloji ve tipla beraber farkli hastaliklarda kullanilan terapotik
ajanlarda proteaz enzim kullanimi giderek artmistir. Bugiine kadar kullanilan bu
enzim; bakteri, kiif ve mantarlardan izole edilmistir. Fakat yapilan c¢alismalarda
aktinomisetlerin de proteaz enzim iiretimi yadsinmayacak derecede hiz kazanmustir.
Aktinomisetlerin hem karada hem suda bol miktarda bulunmasi, bu enzimin elde
edilmesinde kolaylik saglamistir. Bakteri, fungus ve aktinomisetlerden elde edilen
proteaz enzimlerinin, birlikte kullaniminda daha etkin bir sekilde aktivite gosterdigi

gozlemlenmistir (Banerjee ve ark., 1999). Proteaz enzimi aktinomisetlerden tiretildigi
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gibi farkli kaynaklardan da tiretimi yapilmaktadir. Bazi ornekler Tablo 1.2°de

gosterilmistir.

Tablo1.2. Farkli mikrobiyal kaynaklardan proteaz tiretimi

Mikroorganizma Optimum  Optimum Kaynak

pH Sicakhik °C
Bacillus mojavensis 10,5 60 Beg ve Gupta, 2003
Vibrio fluvialis VMI0 8,0 33,5 Venugopal ve Saramma, 2006
Bacillus licheniformis 10,0-11,0 65-70 Sellami-Kamoun ve ark., 2008
Bacillus subtilis 10,0 45 Pant ve ark., 2015
Caldicoprobacter guelmensis 10,0 70 Bouacem ve ark., 2015
Pleurotus sajor caju CTM10057 9,5 70 Benmrad ve ark., 2019
Halobacterium sp. 6,0-11,0 60 Elbanna ve ark., 2015
Exiguobacterium profundam sp. 9,0 35 Sudha ve ark., 2018
Bacillus 9,0 50 Dorra ve ark., 2018

1.6.2. Proteaz enziminin siniflandirilmasi

1.6.2.1. Katalitik bolgedeki islevine gore proteazlar

1. Endopeptidazlar

Protein molekiiliindeki polipeptid zincirinin i¢ bolgelerindeki peptid baglarini
hidrolize eden gruptur. Endopeptidazlar; serin, sistein, aspartat ve metallo olarak 4

farkl sekilde gruplandirilmistir (Reed, 1993).
a. Serin proteaz (EC 3.4.21)

Histidin, serin ve aspartik asitten olusan yap1 ile karakterize edilmektedir. Buradaki
serin, substratla birlikte kovalent bag ile bir tepki olusturur (Nduvimana ve ark.,

1995).  Serin  proteaz enzim  grubu fenilmetilsulfonilflorid  (PMSF),
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diizopropilflorofosfat (DFP), 3.4 dikloroizokumarin (3,4-DCI), tosil-L-lizinkloro
metil keton (TLCK) ile inhibe edilebilir (Ozden, 2014). Serin proteaz;
fosfoproteinlerin ve glikoproteinlerin bag yapisinda bulunur ve fosfolipit, sifingolipit
sentezinde gorev alir. Ayrica kan pihtilasmasinda, bagisiklik sisteminde de etkin bir
sekilde ¢alismaktadir. Ester ya da amid substratlarin hidrolizini saglar. Serin proteaz
enzim yapisinin bilinmesinde; sindirimden sorumlu tripsin ve aminoasit zincirlerini
inhibe eden kompleks yapilarinin bilinmesi kolaylik saglamistir. Serin tipi proteazlar
bitki viriislerinde Potyviridae familyas: tiyelerinde ve Polerovirus cinsinde bulunur.
Serin benzeri proteazlar ise Comoviridae ve Sequiviridae familyasinda bulundugu

bildirilmistir (Dougherty ve Semler, 1993).
b. Sistein proteaz (EC 3.4.22)

Sistein proteaz diger adiyla tiyol proteazlar; aspartik asit, histidin ve sisteinden
olusan enzim grubudur. Sistein proteazlar agir metal iyonlar1 ve okside edici ajanlarla
kolaylikla inhibe edilebilmektedir. Bu proteaz grubu bitki ve mikroorganizmalardan
elde edilebilir. Dogadan elde edilen tiyol proteazlar, mikroorganizmalardan elde
edilen proteazlara gore daha elverigli ve homojendir. Papayadan elde edilen papain,
kividen elde edilen aktinidin, incirden elde edilen fisin yapisal olarak tiyol proteaz
grubuna benzerlik gostermektedir (Gerze, 2003). Tiyol proteaz grubu hiicresel
proteinlerin doniisiim evresinde kullanilmaktadir. Helper component (yardimci
bilesen) sistein proteaza o6rnek olarak verilebilir. Bu bilesen potyviriisler tarafindan
kodlanir. Sistein proteaz potyviriislerin genomik RNA’sinda yardimer bilesen (helper
component) tarafindan kodlanmaktadir (Dougherty ve Semler, 1993; Huet ve
ark.,1994; Agrios, 2005). Yardimci bilesen (HC-Pro) viral dongiide pek c¢ok
fonksiyonu gergeklestirir ve multifonksiyonel bir proteindir (Ertung ve Topkaya,
2018).

c. Aspartat proteaz (EC 3.4.23)

Asit proteazlar olarak da bilinir. Iki asparjin residiilerinin katalitik iki molekiilinden
olusmaktadir. Diisiik pH degerinde aktivite gosterir. En iyi bilinen aspartat proteaz
pepsin enzimidir. Biitlin aspartat proteazlar, reaksiyon mekanizmasi en karisik olan

iki aspartat tortusu igerir (Fersht, 1977).
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d. Metallo proteaz (EC 3.4.24)

Proteaz grubunun bilinen en eski siifidir. Aktiviteleri i¢in ¢inko iyonuna gereksinim
duymalarindan dolayi, ¢inko proteaz olarak da bilinir. Cinko bazen, aktivitesini
etkilemeyecek derecede, nikel ya da kobalt gibi metallerle yer degistirebilir. Metallo
proteazlar bitki patojeni virtislerinde bulunmaktadir (Dougherty ve Semler, 1993).

2. Ekzopeptidazlar

Protein zincirinde ugta bulunan amino veya karboksildeki peptid baglarini hidroliz
eder. Zincirin u¢ kismindaki C-karboksil kisma etki ederse karboksipeptidaz, N-
amino kisma etki ederse aminopeptidaz olarak adlandirilmaktadir (Duran ve ark.,

2007).
a. Aminopeptidazlar

Bitki veya hayvanlardan elde edilmektedir. Amino ugtaki bolgeden bir aminoasit
kesimi yapar. Eger amino ugta iki kalint1 varsa dipeptidil peptidaz, ti¢c kalint1 varsa
tripeptidil peptidaz olarak siniflandirilir. Aminopeptidazlar hiicre i¢i enzimlerdir,
fakat 4. Oryzae adli tiirden iiretilen aminopeptidaz hiicre dis1 enzimdir (Rao ve ark.,

1998).
b. Karboksipeptidaz

Karboksil wugtaki tek ve son peptid bagimi hidroliz eden enzim grubudur.
Karboksipeptidazlar; sistein karboksipeptidaz, serin karboksipeptidaz ve metallo

karboksipeptidaz olarak aktif bolgelerine gore tice ayrilir (Rao ve ark., 1998).

1.6.2.2. Kaynagina gore proteazlar

1.Bitkisel kaynakli proteazlar

Bitkisel kaynakli proteaz enzimleri daha ¢ok tropikal bolge bitkilerinden elde edilir.
Bu bolgede bulunan bitkilerde enzim iiretimi olmasi i¢in belli bir siire gegmesi
gerekir. Bu siirecte bitkinin bulundugu ortam sartlari, iklim gibi 6zellikler, enzim

tiretimini etkilemektedir. Bu enzimi ihtiva eden bazi bitkiler; Orchis anatolica
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(Parlak ve ark., 2008), Crocus biflorus (Celik, 2018), Primula veris (Glingor ve ark.,
20006).

2. Hayvansal kaynakli proteazlar

En yaygin olarak bilinen hayvansal kaynakli proteazlar pepsin, tripsin, kimotripsin
ve renin enzimleridir. Rennin; memelilerin midesinde anne siitiinii sindirmeye
yarayan bir enzimdir. Pepsin bilinen ilk hayvansal enzimdir. Rennet enzimi

sigirlardan elde edilmektedir (Alayl ve ark., 2004).
3. Mikrobiyal kaynakl proteazlar

Mikrobiyal kaynakli proteazlar genel olarak fungus, bakteri ve aktinomisetlerden
elde edilir. Mikrorganizmalarin {iremesinin daha kolay ve hizli olmasi, bitki ve
hayvanlardan elde edilen poteazlara gore daha ¢ok tercih edilmesine neden olur
(Kiran ve ark., 2006). Enzim satiglarinin %40’1 mikrobiyal kaynakli proteazlar
araciligiyla saglanmaktadir. Mikrobiyal proteazlar; ilag, gida, tekstil, deri ve deterjan
gibi ¢ok yonli kullanimlar ile enzim pazarinda genis yer tutmaktadir. Endiistriyel
uygulamalarda kullanilacak olan proteazlar farkli ortam ve yiiksek sicakliklarda
aktiviteye sahip olmalidir (Singh ve Bajaj, 2017). Bakteriyel proteazlardan Bacillus
tirleri ekstraselliiler proteazlarin en 6nemli treticisidir (Nascimento ve Martins,
2004). Hiicre i¢i proteazlarin metabolik ve diizenleyici sistemde, hiicre disi
proteazlarin ise protein hidrolizinde 6nemli gorevi vardir (Kalisz, 1988; Kumar ve
Takagi, 1999; Gupta ve ark., 2002). Son zamanlarda hiicre i¢i ve hiicre dist

proteazlarin metabolik siireclerde 6nemli rolleri arastirilmistir (Zeigler, 2001).

Actinomycetes, Streptomyces ve Nocardia gibi mikroorganizmalarin proteaz enzimi
tireticisi oldugu bilinmektedir (Wietzorrek ve Bibb, 1997). Alkalen proteazlarin
yiiksek 1s1ya kars1 gosterdikleri tolerans sebebiyle deterjan endiistrisinde kullanimi
oldukca yaygindir (Rao ve ark., 1998). Bu proteazlarin deterjanlarda leke ¢ikarimi
icin eklendigi bilinmektedir (Nilegaonkar ve ark., 2007). Ayrica tedavi edici

uygulamalarda da proteazlarin kullanildig1 rapor edilmistir (Nelson ve Cox, 2005).
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1.6.3. Proteaz enziminin kullanim alanlari

Proteaz enzimi endiistriyel enzim kullaniminin ortalama %60’mi1 olusturmaktadir
(Sharma ve ark., 2017). Endustriyel islemleri daha az maliyetle yapabilmek icin
proteaz ve diger enzim tiirlerinin kullanimi giderek artmaktadir. Alkali proteazlar
yillik %25 ve diger proteazlar %21 oraninda pazar paymna sahiptir (Rao ve ark.,

1998).

Mikrobiyal kaynakli proteaz enzimleri genelde temizlik iiriinlerinde, yaglarin ve
kirlerin uzaklastirilmasinda kullanilir. Bakterilerden 6zellikle Bacillus tiirlerinden
elde edilen proteaz enzimleri deterjan endiistrisinde kullanimi daha fazladir
(Ahmetoglu, 2011). Biskiivi gibi gida triinlerinde sindirimin kolaylastirilmasini
saglar. Alkol endiistrisinde biranin muhafaza edildigi o siirecte olabilecek
bulanikligin onitine gecer. Fotograf endiistrisinde, fotograf filmlerinin ic¢indeki
giimiisii elde edebilmek i¢in jelatinin ¢oziinmesini saglar. Eczacilikta hazmi
kolaylastiran bazi ilaglarin bilesiminde de bulunmaktadir. Sa¢ ve cilt bakimi,
kozmetik {iriinlerinde proteaz enziminin belli olgiilerde kullanimi vardir. Dogada
hayvansal, mikrobiyal ve bitkisel kalintilarin dekompozisyonunu saglamaktadir. Deri
endiistrisinde deriden killarin ayrilmasinda ve derinin daha yumusak kivama
getirilmesinde yardimci olur. Balik yemlerinde katki maddesi olarak kullanilarak,
yemin sindirilebilirliginin artmasina yardimci olacag: belirtilmistir (Ozcan, 2015).
Balik, hayvan ve bitki proteinlerini hidrolizlemede alkalin proteazlarin 6nemi
oldukca fazladir. Kontakt lens soliisyonlarinda temizleyici ajan olarak
kullanilmaktadir. Bu soliisyonda kullanilan proteaz, daha c¢ok hayvan ve bitki
proteazlarindan elde edilmistir. Son zamanlarda yapilan caligmalar mikrobiyal
kaynakli proteazlarinda kontakt lens soltisyonlarinda kullanilabilecegini gostermistir.
Ozellikle Bacillus sp.’den elde edilen proteazin bu konuda daha c¢ok etkili oldugu

gorlilmistiir (Pawar ve ark., 2009).

Bu tezde Streptomyces sp. BSU-1 izolatindan izole edilen proteaz enziminin

karakterizasyonun yapilmasi amaglanmaistir.
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BOLUM 2. LITERATUR OZETi

Aktinomisetler, onceki yillarda daha ¢ok toprak ve bitki koklerinden izole edilip
kullaniliyordu. Fakat son yillarda sucul ekosistemde de aktinomiset varligi tespit

edilmis ve endiistriyel alanda kullaniminin olduk¢a verimli oldugu bulunmustur.

[zmir korfezi sediment orneklerinden izole edilen alkolofilik aktinomisetler
incelenmistir. MA1-1 susu yagsiz siit ve kazein besiyeri kullanilarak, susun proteaz

enzimi tireticisi oldugu bulunmustur (Hames ve Uzel, 2007).

Nocardiopsis dassonvillei OPC-210 adli aktinomiset tiirtinden iki tip serin proteaz
enzimi (I ve II olarak) iiretimi gerceklestirdiler. Uretilen bu enzimlere kolon
kromatografisi ile saflagtirma islemi yapmiglardir. Molekil agirliklar tespit edilip,
uygun sicaklik ve pH calismasi yapilarak, enzimleri aseton c¢okelme, DEAE-
Sephadex A-50, CM-Sepharosa CL-6B, Sephadex 6-7S ve fenil- Toyopearl 650 M
kolon kromatografisi ile saflagtirma islemi gerceklestirmislerdir. Saflastirilan
enzimler SDS PAGE ile tek bant halinde tespit edilmistir. ki proteaz icin 21000 ve
36000 olarak molekiil agirliklar: tespit etmislerdir. Proteaz I i¢in optimum pH 10-12
ve proteaz II i¢in ise 10,5 olarak, proteaz I i¢in optimum sicaklik 70 °C, proteaz II

icin ise 60 °C ifade etmislerdir (Tsujibo ve ark., 1990).

Andaman denizi ve Tayland korfezinden 101 deniz aktinomiseti izole edilmistir.
Izole edilen aktinomisetler iizerinde 16S rDNA gen taramasi, antimikrobiyal aktivite
belirlenmesi, proteolitik aktivite tayini ve morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla ¢esitli ¢calismalar yapmislardir (Leetanasaksakul ve Thamchaipenet, 2018).
Hindistan’in Kuzey Himalaya bolgesinden 46 aktinomiset tiirii izole edilmistir.
Izolasyon islemi seri seyreltme plaka teknigi ile yapilmis ve bu aktinomisetlerin
kiiltiir karakterizasyonlari, proteaz iiretimi ve kanser hiicre hatti tizerindeki sitotoksik
etkileri arastirllmistir. Proteaz enzim {iretimi i¢in yagsiz siit agar kullanmislardir.

Farkli pH, sicaklik ve metal iyonlarmin (B-mercaptoetanol, DTT, iyodoasetamid,
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MgS0O4CaC, ve EDTA) etkisi arastirilmisti. ERIA-31 ve ERIA-33 izolatlarinin
degistirilmis besin agar ortamlarda diger kiiltiirlere gore daha fazla proteaz aktivitesi

gosterdigi rapor edilmistir (Balachandran ve ark., 2012).

Hindistan’da Bengal korfezi, Pulicat g6lii ve Pichavaran mangrov ortamlarindan 256
ornek alinarak, 191 farkli aktinomiset izole etmislerdir. Izole edilen aktinomisetlerin
108’inin proteaz enzim freticisi oldugu bulunmustur. Elde edilen aktinomisetlerden
MMLI1614 izolatinin yiiksek proteolitik aktivite gosterdigi bildirilmisti. MML1614
susuna ait 16S rDNA dizilimi yapilarak Streptomyces fungicidious oldugu
tanimlanmustir. Streptomyces fungicidious’un uygun sartlarda proteaz enzimi liretimi

icin farkli caligmalar yapmiglardir (Ramesh ve ark., 2009).

Erzurum ili sicak su kaynaklarindan bakteri izolasyonu yapmislardir. Yapilan genetik
tarama ile bu bakterinin B. pumilus oldugu ifade edilmistir. Bakteri ile yapilan

caligmalar sonucunda proteaz aktivitesi tespit etmislerdir (Glilmiis ve Gérmez, 2018).

Kore Inchon’da ki Bati deniz sedimetlerinden kirlenmis gelgit ¢amurundan
aktinomiset izolasyonu yapmislardir. Yapilan calisma ile Bacillus clausii 1-52
izolatindan proteaz aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Enzim {izerine metal
iyonlarinin etkisini arastirip, Diaion HPA75, Fenil-Sepharose ve DEAE-Sepharose
kolon kromotografisi ile saflastirma iglemleri yapmislardir (Joo ve Chang, 2004).

Kirlenmis deniz ortamindan toplanan orneklerden aktinomiset izolasyonu ile
Nocardiopsis sp. elde etmislerdir. Yapilan ¢alisma ile bu aktinomisetin hiicre dist

proteaz enzim iireticisi oldugunu ifade etmislerdir (Dixit ve Pantolonu, 2001).

Bati  Anadolu’dan  kaplica sedimenti ve toprak Orneklerinden alinan
mikroorganizmalarin Actinomycetes olup olmadigmi arastirmislardir. 55 °C’de
Actinomyces izolasyon agar (AIA), nisasta kazein agar ve gliserol maya ekstrati
kullanilarak izolasyon yapmuslardir. Izolatlarin hiicre disi proteaz aktivitesi,
kolonileri ¢evreleyen hidroliz bolgelerine gore AIA %1 kazein kullanilarak tarama
yapmuslardir. izolatlar iizerine antimikrobiyal aktivite calismalar1 yapmislardir.
Izolatlarin tanimlanmasi kiiltiirel, fizyolojik ozellikler ve 16S rDNA dizi benzerligi

ile yapilarak, 67 termofilik Actinomycetes izolati, Thermoactinomyces thalpophilus
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ve T. sacchari tirlerinde siniflandirmislardir. Bunlardan %62’sinin hiicre dis1 proteaz

tireticisi oldugunu rapor etmislerdir (Uzel ve ark., 2011).

Hindistan’da ki Jakhau sahilinden 26 proteolitik bakteri izole etmislerdir. Bunlarin
arasinda Bacillus tequilensis (JQ904626) izolatinin tanimlamasin1 yapmislardir.
Yaptiklar1 ¢alisma ile bu izolatin hiicre dis1 proteaz tirettigini séylemislerdir (Bose ve
ark., 2014).

Bengal korfezinin farkli yerlerinden toplanan 288 deniz 6rneginden, nisasta kazein
agar besi ortaminda 208 deniz aktinomiseti izole etmislerdir. izolatlarin biiyiime
paternleri, miselyel renklenme ve ekzopolisakkaritlerin tretilmesi bu izolatin
Streptomyces spp. oldugunu ifade etmislerdir. Deniz aktinomisetleri arasinda
Streptomyces spp. %88 oraninda bulundugunu belirtmislerdir. 208 deniz aktinomiseti
arasinda 111 izolatin insan patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktivite, 151 izolatin da
iki bitki patojenine karsi antifungal aktivite gosterdigini soylemislerdir. Ayrica
yaptiklar1 c¢alismalarla bu izolatlarin enzim {ireticisi oldugunu ifade etmislerdir
(Ramesh ve Mathivanan, 2009).

Giiney Hindistan’daki deniz tuzundan aktinomiset izolasyonu yapmislardir. Yapilan
sistematik tarama ile halofilik susun Actinopolyspora sp. VITSDK2 oldugunu ifade
etmislerdir. Bu sus iizerine proteaz enzim ¢alismasi, amonyum siilfat ile ¢oktiirme
islemi ve DEAE seliiloz kolon kromotografisi yapilarak kismen saflastirma
isleminden sonra yapmiglardir. Proteaz enzimini HPLC kullanarak daha saf hale
getirip, molekiil agirligit SDS-PAGE analizi ile 22 kDa olarak ifade etmislerdir
(Suthindhiran ve ark., 2013).

Gram pozitif aktinomisetlerin ¢esitli biyolojik aktiviteleri ve farkli kimyasal
bilesikler tirettigi bilinmektedir. Maharashtra Konkan kiyilarindan 5 bolgedeki deniz
sedimentlerinden 107 farkli aktinomiset izolasyonu yapmislardir. Aktinomisetlerden
90’1n1n genel seviyesi belirlenmis ve bu izolatlarin Streptomyces, Micromonospora,
Intrasporangium, Saccharopolyspora, Streptosporangium, Rhodococcus,
Saccharomonospora ve Nocardia oldugunu tespit etmislerdir. Tanimlanan 90
aktinomiset i¢in enzimatik aktivite tayini yaparak, bu izolatlarin proteaz, jelatinaz,
amilaz, lesitinaz, seliilaz ve tireaz lreticisi oldugunu ifade etmislerdir (Gulve ve

Desmukh, 2011).
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Hindistan’da  yenge¢den aktinomiset izolasyonu i¢in birtakim c¢alismalar
yapmuglardir. Bunun i¢in Hindistan’in Giineydogu kiyilarindan Scylla serrata (¢amur
yengeci) tiir yengecler toplanarak, steril polietilen posetlerde muhafaza etmislerdir.
Once yengecin viicut yiizeyi %70 etanol ile steril pamuk kullanilarak temizlemisler
ve yengecin viicut yilizeyinden 1 gr alip steril olarak homojenize etmislerdir.
Numuneyi seri olarak siiziip, %50 deniz suyu ile sterilize etmislerdir. Seri olarak
seyreltilen numunenin 1 ml’si Kuster agar iceren besi ortaminda 7 giin boyunca 35
°C’de inkiibasyona birakmuslardir. Orneklerden daha sonra 7 farkli aktinomiset
izolasyonu yapmislardir. Potansiyel proteaz {ireticisi olan suslar UV ve sodyum azid
kullanilarak mutasyona ugratmislardir. Bu ¢alisma ile aktinomisetin proteaz enzim
tiretim etkinliginin artmasina yonelik gelisme gosterdigi ifade etmislerdir (Karthik ve
ark., 2010).

Hindistan’in Manipur eyaletinde topraktan aktinomiset izolasyonu yapmislardir.
Yapilan izolasyon sonucu secilen bir izolatin Nocardiopsis prasina HA-4 oldugunu
sOylemislerdir. Yaptiklar1 ¢alisma ile bu izolattan proteaz enzimi iiretmislerdir. Bu
enzim ile sicaklik, pH ve farkli metal iyonlar1 kullanarak, enzim iizerine etkisini
arastirmiglardir (Ningthoujam ve ark., 2009).

Hindistan Buldhana bolgesindeki Lonar soda goliinden Bacillus lichenifromis izole
etmislerdir. Izole ettikleri bakteriden proteaz enzim iiretimi i¢in uygun besiyeri de
biytterek, sicaklik, pH ve c¢esitli yiizey aktif maddelerinin enzim iizerine etkisini

arastirmislardir (Pathak ve Deshmukh, 2012).
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda Giresun Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda FEN-BAP-A-140316-52 nolu proje c¢alismasi
kapsaminda izole edilen aktinomisetler arasinda en yiiksek proteaz aktivitesi gosteren

izolatlardan biri olan Streptomyces sp. BSU-1 izolat1 kullanildi.

3.1.1. Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar asagidadir.

Hassas terazi, ¢alkalamali su banyosu, buzdolabi, pH metre, mikropipet, dikey jel
elektroforez cihazi, manyetik karistirici, spektrofotometre, sogutmali santrifiij, etiiv,

vorteks, saf su cihazi, steril kabin ve otoklav.

3.1.2. Kullanmilan besiyerler

Nisasta Kazein Besiyeri (SCA) siv1 ve kat1 olarak iki farkli sekilde hazirlandi. Bu
besiyeri Streptomyces sp. BSU-1 izolatinin ¢ogaltilmast ve enzim ¢alismalar i¢in

kullanildi (Jeffrey, 2008).

Besiyeri 1: Nisasta Kazein AgarBesiyeri (SCA)

Coziiniir nisasta 10,0 gr
Kazein hidrolaz 0,3 gr
KNO; 2,0 gr
NaCl 2,0 gr
KZHPO4 2,0 gr
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MgSO, 7H,0 0,05 gr

FeSO47H,0 0,01 gr
Agar 18,0 gr
Saf su 1000 ml, pH7,5

Yukarida belirtilen besiyeri 1,1 basing altinda 121 °C’de 15 dakika otoklavlanilarak
steril hale getirildi.

Besiyeri 2:Ramesh ve ark. (2009) gore gelistirilen besiyeri modifiye edilerek
kullanildi.

Pepton 10 gr
Glukoz 10 gr
KZHPO4 0,5 gr
MgSO4,7H204 0,5 gr
NaCl 0,5 gr
CaCl 0,5 gr
Saf su 1000 ml

Bu besiyeri Streptomyces sp. BSU-1 izolatindan proteaz enzimi iiretmek amaciyla

kullanildi.

3.1.3. Kullanmilan tamponlar

50 mM Sodyum asetat pH 3, 4 ve 5
50 mM Potasyum fosfat pH 6 ve 7
50 mMTris-HCI pH 8

Glisin-NaOH pH 9, 10, 11 ve 12

3.1.4. Kullanmilan kimyasal maddeler

Bu calismada kullanilan kimyasallar asagidadir.

Na™', Cu™ Mn", Mg™ Zn™ Hg+27 Ca'?, pepton, glikoz, K,HPO4, MgS04.7H,0,
jelatin, kazein hidrolaz, KNOs, Tris-HCIl, TCA, Folin-ciocalteu'sphenol, Na,COs B-

merkaptoetanol, DMF, DMSO, metanol, etanol, aseton, asetonitril, izopropanol, iire,
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SDS, Tween 20, Twen 80, Tripton X100, H,O,, amonyum siilfat, NaHCOj3_ akrilamid,
tris, SDS, amonyum persulfat, TEMED, tris, gliserol, SDS, boya, bromofenol,
metanol, asetik asit, Triton-X100, Coomassie Brilliant Blue R-250 ve G-250.

3.1.5. Enzim aktivitesi dlciimiinde kullanilan soliisyonlar

Uygun tampon igerisine %0,65 kazein ilave edilip ve karisim berraklasana kadar
yice manyetik karistiricida karistirildi. Kazeinin tamamen ¢6ziinmesi i¢in karisim 80
°C’yi ge¢meyecek sekilde 1s1 uygulandi. 110 mM Trikloroasetik asit (TCA)
solisyonu, Folin-Ciocalteu reaktifi (1:1 oranda seyreltilmig) ve 0,5 M Sodyum

karbonat (Na,COs3) soliisyonlari1 hazirlandi.

3.1.6. SDS PAGE ve zimogram analizinde kullanilan soliisyonlar

Akrilamid Soliisyonu: 29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid ¢ozlindiikten sonra

son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi (Bollag ve ark, 1996).

Amonyum Persiilfat: Amonyum persiilfat %10 olacak sekilde saf su igerisinde

coziilerek taze olarak hazirlandi (Bollag ve ark, 1996).

Ornek Yiikleme Tamponu: Yiikleme tamponu 62,5 mM Tris (pH 6,8), %2 SDS,
%35 B-merkaptoetanol, %10 Gliserol ve 90,002 Bromfenol mavisi kullanilarak

hazirlandi (Zhang ve ark, 2009).

Jel Boyama Soliisyonu: Coomassie Brillant Blue R-250 % 0,25, metanol %40 ve

asetik asit %10 olacak sekilde boyama soliisyonu hazirlandu.

Yikama 1 soliisyonu: %50 metanol ve %10 glasial asetik asit olacak sekilde

hazirlandi.

Yikama 2 soliisyonu: %5 metanol ve %7 glasial asetik asit olacak sekilde

hazirlandi.

Triton-X100 ¢ozeltisi: %2.5 Triton-X100 hazirland1 (Bockle ve ark, 1995).
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3.2. Yontem

Daha onceki proje ve tez calismasinda kalitatif olarak yiiksek proteaz aktivitesi
gosterdigi tespit edilen Streptomyces sp. BSU-1 izolatindan proteaz enzimi izole
edilerek karakterizasyon g¢alismalar1 yapildi. Streptomyces sp. BSU-1 izolat1 2 nolu
besiyerinde 30 °C’de 150 rpm’de 2 giin inkiibe edildi. Hazirlanan bu 6n kiltiirden
%3 olacak sekilde 2 nolu besiyerine ekim yapildi ve 30 °C’de 150 rpm’de 3 giin
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonras1 6000 rpm’de 20 dak. santrifiij yapildiktan
sonra elde edilen siipernatant ham enzim olarak degerlendirilmis olup

karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere +4 °C’de muhafaza edildi.

3.2.1. Proteaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi

Ham enzimin aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in 50 mM uygun tampon
icinde %0,65 (w/v) kazein soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan kazein soltisyonundan
800 pl alinip, 320 pl ham enzim ile karistirilip su banyosunda uygun sicaklikta 15
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 800 pl 110 mM TCA soliisyonu ilave edilip
oda sicakliginda 30 dak. inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda 8000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi ve filtratdan 500 pl alinip, 1,25 ml 0,5 M NayCOs, 250 pl
folin-ciocalteu'sphenol (1:1 v/v seyreltik) ilave edilip, oda sicakliginda karanlik
ortamda 30 dakika bekletildi. Daha sonra spektrofotometrede ODgss nm de 6lglim
yapilip aktivite sonuglar kantitatif olarak belirlendi. Bir tinite proteaz aktivitesi (U),
hidroliz reaksiyonu sonucu enzimin substrattan bir dakikada aciga ¢ikarttig tirozinin

pmol cinsinden miktar1 olarak ifade edildi.

(Salinan pmol tirozin esdegeri) x (Reaksiyonun toplam hacmi) x (Seyreltme faktorii)

U/ml = 3.1)

(Reaksiyondaki érnek hacmi) x (Reaksiyon siiresi)

3.2.2. Tirozin standart grafigi

Aktivite hesaplamasinda kullanilacak olan tirozin standart grafiginin belirlenmesi

icin 50 mM uygun tamponda 10 mM L-tirozin stok ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan
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bu stok ¢ozeltiden 0,05-0,5 pmol konsantrasyonlardan 500 pl alinip, 1,25 ml 0,5 M
Na,CO; ve 250 ul folin-ciocalteu'sphenol ile karistirilip, oda sicakliginda 30 dak.
karanlik bir ortamda bekletildi. Daha sonra spektrofotometrede ODgss nm’de 6l¢timii

yapilarak sonuclar dogrultusunda tirozin standart grafigi ¢izildi. Bu grafik aktivite

hesabinda kullanildi.

3.2.3. Enzim karakterizasyonu

Proteaz enziminin karakterizasyonunu belirlemek amaciyla farkli sicaklik, pH, metal
iyonlar1 ve organik coziiciiler kullanildi. Daha sonra proteaz enziminin kismi

saflagtirma iglemi yapilarak enzim karakterize edildi.

3.2.3.1. Enzim aktivitesine sicakhi@in ve sicaklik stabilitesinin etkisi

Enzim aktivitesi tizerine sicakligin etkisinin arastirilmast icin 10-120 °C araliklarinda
sicaklik degerleri kullanildi. Hazirlanan 50 mM Tris-HCI pH 8 tamponu kullanilarak
%0,65’lik (w/v) kazein substrat solisyonu hazirlandi. Aktivite calismasi 3.2.1°de
belirtildigi sekilde yapildi. Negatif kontrolde enzim yerine saf su kullanildi. Her bir
sicaklik degeri ti¢ tekrarli yapildi. En yliksek enzim aktivitesi gosteren sicaklik 100
olarak kabul edilip ve enzimlerin aktiviteleri oransal olarak kalan aktivite olarak

verildi.

Is1 stabilite ¢alismasi i¢in ham enzim 50, 60 ve 70 °C sicakliklarinda 15, 30, 45, 60
ve 120 dakika inkiibasyona maruz birakildi. Negatif kontrolde enzim yerine saf su,
pozitif kontrolde on inkiibasyona birakilmamis ham enzim kullanildi. Aktivite
calismast 3.2.1°de belirtildigi sekilde yapildi. Her bir deney ii¢ tekrarli yapildi.
Pozitif kontrol 100 olarak kabul edilip ve enzimlerin aktiviteleri oransal olarak kalan

aktivite olarak verildi.
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3.2.3.2. Enzim aktivitesine pH ve pH stabilitesinin etkisi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi pH araliklarinin belirlenmesi i¢in, 50 mM’lik pH
tamponlar1 hazirlandi. pH 3-4-5 i¢in sodyum asetat, pH 6-7 i¢in potasyum fosfat, pH
8 icin Tris-HCI, pH 9-12 i¢in glisin-NaOH tamponu kullanildi. Bu tamponlar
kullanilarak %0,65°1ik (w/v) kazein substrat soliisyonu hazirlandi. Enzimin gostermis
oldugu aktivite 3.2.1°de belirtildigi sekilde optimum sicaklik degerinde belirlendi.
Her bir deney ti¢ tekrarli yapildi. Muamele gérmeyen enzime ait aktivite 100 olarak
kabul edilmis ve muamele gormiis enzimlerin aktiviteleri oransal olarak kalan
aktivite olarak verildi. Daha sonraki calismalarda, en yiiksek enzim aktivitesinin

gorildugt pH degerindeki tampon kullanildi.

pH stabilitesinin belirlenmesi i¢in enzim karisimi 1:1 oraninda pH 8§, 9, 10, 11 ve 12
tamponlart ile karistirllmis ve oda sicakliginda 1, 2 saat ve +4 °C’de 24 saat 6n
inkiibasyona maruz birakildi. Enzimin gostermis oldugu aktivite 3.2.1°de belirtildigi
yontem ile optimum sicaklik degerinde belirlendi. Pozitif kontrolde 6n inkiibasyona
birakilmamis enzim, negatif kontrolde saf su ve tampon kullanildi. Her bir deney {i¢

tekrarli yapildi.

3.2.3.3. Enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisi

Enzim aktivitesi tizerine metal iyonlarin etkisini belirlemek amaciyla Cu”, Mg+2,
Zn*? Hg™ Mn™ Na''ve Ca™ metal iyonlar kullanildi. Tampon iginde %0,65 kazein
substrat soliisyonu hazirlandi. Metal iyonlarinin 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlardaki
cozeltileri tampon ile hazirlandi. Daha sonra ham enzim ve tampon ile hazirlanmis
metal iyonlarmmin c¢ozeltisi kanistirilarak, 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Pozitif kontrol olarak ham enzim ile tampon karistirilmis, ortama herhangi
bir metal iyonu eklenmedi. Negatif kontrolde enzim yerine saf su kullanildi. Her bir
deney ii¢ tekrarli yapildi. Inkiibasyon sonrasi aktivite ¢alismast 3.2.1°de belirtildigi
sekilde yapildi. Sonuglara gore pozitif kontrol 100 olarak kabul edildi ve proteaz

enzim aktivitesi tizerine metallerin etkisi degerlendirildi.
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3.2.3.4. Enzim aktivitesi iizerine organik coziiciilerin etkisi

Proteaz aktivitesine organik c¢oziiciilerin etkisini belirlemek i¢in farkli organik
coziicliler kullanildi. Ham enzim ve organik coziiciiler karistirilarak uygun sicaklik
ve siirelerde inkiibe edildi. Bu calismada ¢oziicii olarak son konsantrasyon %10
olacak sekilde metanol, etanol, asetonitril, izopropanol, DMF ve DMSO kullanildi.
Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Negatif kontrolde ¢oziicii ve saf su, pozitif
kontrolde saf su ile ham enzim kullanildi. Aktivite ¢alismast 3.2.1°de belirtildigi
sekilde yapildi. Enzim aktivitesi {izerine ¢oziicli maddelerin etkisinde pozitif kontrol

100 olarak kabul edilip sonuglar degerlendirildi.

3.2.3.5. Enzim aktivitesi iizerine deterjan, denatiiran ve oksidanlarin etkisi

Enzim aktivitesi tizerine cesitli deterjan ve denatiiranlarin etkisini belirlemek igin
%0,1 ve %1°lik SDS, Tween 20, Tween 80 ve Triton X-100, %1 ve %5°lik H,O, ve
0,5 ve 1 M’lik tire kullanildi. Oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Negatif
kontrolde deterjan, denatiiran ve saf su kullanildi. Pozitif kontrolde ham enzim
kullanildi. Inkiibasyon sonrasi aktivite ¢alismasi 3.2.1°de belirtildigi sekilde yapilip,
pozitif kontrol 100 olarak kabul edildi. Deterjan, denatiiran ve oksidanlarin enzim

tizerine etkisi degerlendirildi.

3.2.4. Enzimin kismi saflastirilmasi

3.2.4.1. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme

Enzimin kismi saflastirilmast amonyum stilfat (NH4),SO4 ¢oktiirmesi ile yapildi.
Coktiirme islemi i¢in manyetik karistiricida +4 °C’de %40, 60 ve 80 doygunlukta
amonyum siilfat kullanildi. %80 doygunluk i¢in 1 giin +4 °C’de bekletildi. Coktirme

islemi sonras1 10000 rpm’de 30 dak. santrifiij edilip, stipernatant kismi1 uzaklastirildi.
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Elde edilen pelletler steril saf suda ¢oziildii. Enzim aktivite ¢alismasi 3.2.1°de

belirtildigi sekilde yapildi.

3.2.4.2. Diyaliz islemi

Bu islem i¢in diyaliz membran1 %2 NaHCO; ve %0,05 EDTA’l1 soliisyon i¢inde
hazirlandi. Diyaliz membran bu karisimin i¢inde 10 dakika kaynatildi, steril saf suya
aktarilarak 10 dak. daha kaynatildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Diyaliz membran
icinde amonyum siilfat ¢ézliinmesinden elde edilen 6rnek saf su igerisinde manyetik
karistiricida +4 °C’de 2 giin birakildi. Her giin iki kere suyu degistirilerek 2. giin
sonunda enzim aktivite ¢aligmasi 3.2.1’°de belirtildigi sekilde yapildi.

3.2.4.3. Ultrafiltrasyon

Diyaliz isleminden sonra elde edilen 6rnek 10000 Da’lik ultrafiltrasyon tiipiine
aktartlip ve 6000 rpm’de 5 dak. santrifiij edildi. Elde edilen alt ve iist sivilar ayr1
falcon tliplerine konularak enzim aktivite ¢alismasi 3.2.1°de belirtildigi sekilde

yapildi.

3.2.4.4. SDS-PAGE ve zimogram analizi

Kismi saflagtirma isleminden elde edilen proteinler %0,1 jelatin iceren %10’luk
SDS-PAGE (Laemmli ve ark., 1970) ile belirlendi. Hazirlanan jele elde edilen
orneklerden yiiklendi. Yiriitme islemi 50 V’da baslatilmis daha sonra 100 V’da
cikarildi. Yirtitme isleminden sonra jel iki kisma ayrildi. Marker igeren kisim
coomassie brilliant blue R-250 boyasi ile yaklasik 3 saat boyandi. Boyama islemi
sonras1 yikama 1 soliisyonunda yaklasik 2 saat bekletildi. Jel yikama 2 soliisyonuna
alinarak degerlendirildi. Jelin diger kismi %2,5’lik Triton X-100’de 1 saat
bekletildikten sonra tampon iginde oda sicakliginda yaklasik 12 saat bekletildi.

Inkiibasyon sonras1 coomassie brilliant blue R-250 ile yaklasik 3 saat boyama islemi
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gerceklestirildi. Daha sonra yikama 1 soliisyonuna alinarak yaklasik 3 saat bekletildi.

Beyaz bantlarin goriinmesi proteaz enzimi i¢in pozitif olarak degerlendirildi.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez calismasinda Streptomyces sp. BSU-1 izolatindan elde edilen proteazin

karakterizasyonu yapildi.

4.1. Tirozin Standart Egrisi

Streptomyces sp. BSU-1 izolatinin proteaz aktivitesi, kantitatif olarak spektroskopik

yontemlerle 6l¢iildii. Tirozin standart egrisi Sekil 4.1°de verildi.

y =2.6554x +0.0618

R>=0.9958
1.6
1.4
El2 . "
@ 1 /
2 0.8
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< 0.6 /
2
204 _/
02
0
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Tirozin (umol/ml)

Sekil 4.1. Tirozin standart egrisi

4.2. Enzimin Sicaklik ve Sicaklik Stabilitesi

Proteaz sicaklik aktivite ve sicaklik stabilitesi belirlendi (Sekil 4.2). Optimum

sicakligin belirlenmesi i¢in; 50 mM Tris-HCI pH 8 tamponu ile hazirlanmig

32



%0,65 ik (w/v) kazein substrati farkli sicakliklarda inkiibe edilerek proteaz aktivitesi
yontemine gore reaksiyon gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar sekil 4.3’de verildi.
Buna gore proteaz enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 60 °C olarak

ol¢iildii. Enzim aktivitesinin 70 °C tizerinde ciddi oranda azaldig1 goriildii.

Sekil 4.2. Enzim tizerine sicakligin etkisi
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60 /J \
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Sekil 4.3. Enzimin sicaklik aktivite grafigi
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Proteaz sicaklik stabilitesinin belirlenmesi i¢in, aktivitenin yiiksek oldugu 50, 60 ve
70 °C sicaklik degerleri kullanildi ve farkli siirelerde inkiibe edildi. Daha sonra

optimum sicaklik degerinde aktivite tayini yapildi. Buna gore elde edilen degerler
Sekil 4.4°de verildi.
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Sekil 4.4. Enzimin sicaklik stabilite grafigi

4.3. Enzimin Optimum pH ve pH Stabilitesi

Proteazin en yliksek aktivite gosterdigi pH degeri 10 olarak 6l¢iildii. Proteaz enzimin

pH profili Sekil 4.5’te verildi.
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Sekil 4.5. Enzimin optimum pH grafigi

Enzimin pH stabilitesi Sekil 4.6’da verildi. Enzimin kararliligin1 biiyliik oranda

korudugu goriildii.
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Sekil 4.6. Enzimin pH stabilite grafigi
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4.4. Enzim Uzerine Metal Iyonlarinin Etkisi

Calismada kullanilan ham enzime farkli metal iyonlarinin etkisini belirlemek igin
yapilan ¢alisma sonucu elde edilen veriler Sekil 4.7°de verildi. Sonuglara gére 5 mM
Cu'? ve Mn"? iyonlar1 enzim aktivitesini arttirirken 5 mM Hg' varliginda yaklasik

%50 aktivite kayb1 gozlendi.

140
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100

®]l mM
ES5mM

Kalan Aktivite (%)

Na+l Zn+2 Mg+2 Hgt+2 Cut+2 Cat2 Mn+2 Pozitif
Kontrol

Sekil 4.7. Enzim tizerine metal iyonlarimin etkisi

4.5. Enzim Uzerine Organik Coziiciilerin EtKisi

Calismada kullanilan proteaz enzimine organik ¢oziiciilerin etkisini belirlemek icin
kullanilan ¢oziictilerin etkisi ile ilgili veriler Sekil 4.8’de verildi. Sonuglara goére
DMSO varliginda enzim aktivitesinde diger ¢oziiciilere gore yaklasik %16 aktivite
kayb1 gozlemlendi. izopropanol ve DMF varliginda enzim aktivitesi ortalama %96

korundu. Diger ¢oziiciilerde bir miktar artig oldu.
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Sekil 4.8. Enzim {iizerine organik ¢oziiciilerin etkisi

4.6. Enzim Uzerine Deterjan, Denatiiran ve Oksidanlarin Etkisi

Enzim iizerine detarjanlarin etkisini belirlemek i¢in yapilan deney sonuclart sekil
4.9°da verildi. Sonuglara goére Tween 80 ve Triton X-100 varlifinda enzim
aktivitesinde artis gozlenirken, SDS varliginda enzim aktivitesinde diisiis gozlendi.
H,0,’de ise %1 konsantrasyonunda enzim aktivitesinin korundugu goézlenirken, %5
konsantrasyonunda enzim aktivitesinde az miktarda diisiis gozlendi. 0,5 ve 1 M‘lik

iire ise az miktarda aktivite artisina sebep oldu (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Enzim tizerine deterjan, denatiiran ve oksidanlarin etkisi

Kalan Aktivite (%)

4.7. Amonyum Siilfat fle Kismi Saflastirma

Iki nolu besiyerinde 2 giin boyunca aktive edilen kiiltirden %3 olacak sekilde
inokiilasyon yapildi ve 30 °C’de 150 rpm’de 3 giin boyunca inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi kiiltiir, 6000 rpm’de 20 dak. santrifiij edilerek hiicreler
uzaklastirild1 ve kiiltiir siipernatanti alindi. Ham enzimin aktivitesi 217,2 U/ml olarak
hesaplandi. Alinan kiiltlir siipernatanti icerisinde yer alan proteaz enzimi amonyum
stilfat c¢oktiirmesi ile kismi olarak saflagtirildi. Proteaz enziminin kismi olarak
saflastirma islemi amonyum siilfat yontemi kullanilarak %40, 60 ve 80
konsantrasyonlarinda konsantre edilerek gerceklestirildi. Elde edilen amonyum stilfat
coktiirmelerinde proteaz enzim aktivitesi hesaplandi. Buna gore %60’lik amonyum

stilfat doygunlugunda 470,8U/ml ve %380’lik de 520,4U/ml aktivite bulundu.

Amonyum siilfat ile coktiirmede %80 doygunlukta elde edilen 6rnek diyaliz
membrani kullanilarak +4 °C’de 2 giin boyunce diyaliz edildi. Elde edilen diyaliz
orneginde proteaz enzim aktivitesi hesaplandi. Diyaliz 6rneginin 246,5 U/ml aktivite

bulundu.

38



Elde edilen diyaliz 6rnegi ultrafiltrasyona tabii tutuldu. Elde edilen ultrafiltrasyon
orneginde proteaz enzim aktivitesi hesaplandi. Bu o6rnegin aktivitesi 228,1 U/ml

olarak elde edildi.

4.8. Enzimin SDS-PAGE ve Zimogram Analizi

Enziminin molekil agirligit SDS-PAGE ile goriintiilendi. Zimogram analizi sonucu
yaklasik 48 kDa civarindaki tek bir bant belirgin olarak gézlemlendi. Enzimin SDS-
PAGE ve zimogram goriintiisii Sekil 4.10°da verildi.

Sekil 4.10. BSU-1 izolatindan elde edilen proteazin SDS-PAGE ve zimogram analizi. A. SDS-PAGE
analizi M: Markir, 1: Ham ekstrakt, 2: %80 doygunlukta amonyum siilfat, 3: Diyaliz, 4:
Ultrafiltrasyon. B. Zimogram analizi 1: Ham ekstrakt, 2: %80 doygunlukta amonyum siilfat, 3:
Diyaliz, 4: Ultrafiltrasyon.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada FEN-BAP-A-140316-52 no’lu proje kapsaminda Ulva lactuca alg
kompost 6rneklerinden izole edilen ve yiiksek proteaz aktivitesi gosteren izolatlardan
biri olan Streptomyces sp. BSU-1 izolati kullanilmistir. Streptomyces sp. BSU-1
izolatinin {drettigi enzimin karakterizasyonu icin; sicaklik ve pH degerlerinin
saptanmasi, sicaklik stabilite ve pH stabilitelerinin belirlenmesi, ¢esitli metal
iyonlari, organik ¢oziicii, deterjan, denatiiran ve oksidanlarin enzim aktivitesine

etkisi arastirilmistir.

Calismada Streptomyces sp. BSU-1 izolatinin {iretmis oldugu enzimin
karakterizasyonu i¢in 6énemli bir kriter olan sicakligin enzim aktivitesi tizerine etkisi
arastirilmistir. Bunun i¢in 10-120 °C arasindaki sicaklik degerleri kullanilmistir.
Genel olarak BSU-I proteazi 50-70 °C sicaklik araliginda aktivite gostermistir.
Enzimin optimum sicaklik aktivitesi 60 °C’de gerceklesmistir. Enzimin sicaklik
stabilitesi ham enzim soliisyonunun farkli sicakliklarda tutulmasi ve ardindan
aktivitenin Ol¢iilmesiyle gerceklestirilmistir. Bunun i¢in ham enzim 50, 60 ve 70
°C’de farkli inkiibasyon siirelerinde tutulmustur, daha sonra kontrole karsi kalan
aktiviteler degerlendirilmistir. Izolatin 50-60 °C sicakliklarinda 2 saat sonunda
aktivitenin %70’in {izerinde korundugu goriilmiistiir. izolatin 70 °C’de 2 saat
sonunda yaklasik %60 aktivitesini kaybettigi goriilmistiir. Literatiirde de enzimlerin
sicaklikla ilgili bir¢ok calismasi bulunmaktadir.Yapilan bir ¢calismada Streptomyces
sp.’den izole edilen bir enzimin yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik araligi 55-70 °C
olarak ifade edilmistir (De Azeredo ve ark., 2004). Baska bir calismada Streptomyces
clavuligerus sug Mit-1 proteazin optimum sicakligini 70 °C olarak belirtmislerdir.
Streptomyces clavuligerus Mit-1 susu proteazinin 60 dakikada, 50 °C’de kararl
oldugu goriilmiis fakat ayni stirede 60 °C’de %50 oraninda aktivitesini kaybettigi

gorilmistir (Thumar ve Singh, 2007). Sellami-Kamoun ve arkadaslarinin 2008
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yilinda Bacillus licheniformis NH1 proteazi ile ilgili yaptig1 ¢alismada aktif olarak
calistigr sicaklik degerini 50-75 °C ve optimum sicakligi ise 65-75 °C olarak rapor
etmislerdir. Yapilan baska bir c¢alismada ise B. licheniformis NH2 susunun
proteazinin en yliksek aktivite gosterdigi sicaklik degeri 60 °C olarak bildirmislerdir
(Nadeem ve ark., 2007). B. licheniformis RP1 alkalen proteaz ile yapilan bagka bir
calisgmada alkalen proteazin 1 saat 60 °C’de aktivitesinin sadece %45’ini
koruyabildigi rapor edilmistir (Sellami-Kamoun ve ark., 2008). Alkalen proteaz
grubunun kullanimi genel olarak deterjan endiistrisinde oldugu i¢in, bu enzimlerin
yiiksek oranda termostabiliteye sahip olmasi beklenmektedir (Rao ve ark., 1998).
Enzimlerin yliksek sicakliga karsi kararli olmalarinda enzimlerin primer yapisinin ve
molekiilii stabilize eden yapilarinda bulunan polisakkarit ve divalent katyonlarin
etkisi vardir (Gengkal, 2004). Suthindhiran ve arkadaslari, 2013 yilinda
Actinopolyspora spp. VITSDK2 susu tizerinde yaptiklar1 sicaklik stabilite
calismasinda 25-80 °C arasinda enzimin stabil oldugunu, en yiiksek ativitenin de 60
°C’de oldugunu ifade etmislerdir. izmir kérfezinden toplanan 6rneklerden elde edilen
MAI-1 susu lizerinde yapilan sicaklik stabilite ¢alismasinda, optimum sicakligi 50
°C ve en yiiksek aktiviteyi gordikleri sicaklik degerinin 35-50 °C araliginda
oldugunu rapor etmislerdir (Hames-Kocabas ve Uzel, 2007). Yapilan baska bir
calismada S. fungidious’e ait sicaklik stabilite degeri 60 °C olarak belirtilmistir
(Ramesh ve ark., 2009). Bengal korfezinden izole edilen aktinomisetlerden {iretilen
proteaz enzimi 45 °C’de yiiksek aktivite gostermistir (Manivasagan ve ark., 2010).
Yapilan baska bir calismada Streptomyces spp. turtine ait sicaklik c¢alismasinda
proteaz enziminin 60 °C’de en yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur (Ramesh ve
ark., 2009). Pulicat korfezi ve 256 farkli deniz o6rneginden 191 farkli deniz
aktinomiseti izole edilmistir. izole edilen bu aktinomisetlerden 180’nin proteaz
enzimi Urettigi goriilmiistiir. Yapilan DNA sekans analiziyle bazi tirlerin S.
fungicidious oldugu belirtilmistir. Enzim {izerine yapilan sicaklik calismasinda
optimum aktivite sicakligr 40 °C olarak ifade etmislerdir (Ramesh ve ark., 2009).
Hindistan’mm  Giineydogu bolgesinden toplanan sediment oOrneklerinden 28
aktinomiset izole edilmistir. Denizden izole edilen Streptomyces sp. D1 izolatinin
proteaz aktivite calismasinda yapilan sicaklik uygulamasinda maksimum aktivite 45

°C’ de gorilmiistiir (Mane ve Kokare, 2013).
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Enzim karakterizasyonu icin gerceklestirilen ¢alismalardan biri, pH’nin enzim
aktivitesine olan etkisinin belirlenmesidir. Bu c¢alismada enzimin 8-12 alkali pH
araliginda aktivite gosterdigi ve optimum enzim aktivitesinin pH 10’da oldugu
goriilmiistiir. Alkalen proteazlarin tipik olarak aktif olduklar1 pH 7-11 arasidir. Ticari
olarak endiistride kullanilan alkalen proteazlarinin bu pH araliginda kullanildig:
bilinmektedir (Rawlings ve ark., 2007). Enzimin pH stabilitesi, ham enzim
soliisyonunun farkli pH’larda (8-12) tutulmasi ve ardindan aktivitenin 6lgtilmesiyle
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in ham enzim oda sicakliginda 1-2 saat ve +4 °C’de 24
saat tutulmus, daha sonra kontrole karsi kalan aktiviteler degerlendirilmistir. pH
stabilite c¢alismast sonucunda enzimin genis bir pH araliginda aktif oldugu
belirlenmistir. Enzimin pH 8-12 araliginda %80 iizerinde kararlilikta stabilite
gostermistir. Endistride o6zellikle deterjan alaninda Bacillus suslarinin kullanimi
fazladir. Bacillus licheniformis’den izole edilen proteaz enzimi ile ilgili yapilan
karakterizasyon ¢alismasinda optimum pH 10 olarak belirtilmistir (Oztiirk, 2007).
Bacillus suslarindan 6zellikle Bacillus stearothermophilus’in 9,5, B. firmus’un 8 ve
Bacillus sp. (P-001A) susunun ise 9,5 pH derecesinde maksimum aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir (Anwar ve Saleemuddin, 1998). Ticari olarak kullanilabilen
proteazlarin pH aralign 8-12°dir (Gupta ve ark., 2002). Izmir kérfezinden toplanan
deniz orneklerinden izole edilen aktinomisete ait MAI1-1 susundan izole edilen
proteaz enzimi ile ilgili pH c¢alismasinda en yiiksek aktivite pH 8-13 arasinda,
optimum pH 9 olarak rapor edilmistir (Hames-Kocabas ve Uzel, 2007). Yapilan
baska bir calismada Actinopolyspora spp. VITSDK2’ya ait optimum pH 10 olarak
bildirilmistir (Suthindhiran ve ark., 2013). Bengal korfezinden izole edilen
aktinomisetten elde edilen proteaz enzimi i¢in yapilan calismada pH 7 de yliksek
aktivite oldugunu ifade etmislerdir (Manivasagan ve ark., 2010). Denizden elde
edilen aktinomisetlerden izole edilen proteaz enzimi icin yapilan calismada
Streptomyces sp. D1 izolatinin proteaz enzim aktivitesine pH etkisi aragtirilmistir. pH
stabilite degeri 8-10 arasinda ve optimum pH 10 olarak ifade edilmistir (Kokare ve
ark., 2013). Streptomyces roseiscleroticus ile yapilan calismada yiiksek derecede
proteaz aktivitesi gosterdigi rapor edilmistir. Maksimum aktivitenin saglandigi pH 7
olarak ifade edilmistir. Ayrica enzim aktivitesine etkisini arastimak i¢in sicaklik ve

diger calismalarda yapilmistir (Vonothini ve ark., 2008). Yapilan baska bir

42



calismada Thermoactinomycessp. 21E susundan elde edilen alkalin proteazin pH 7,5-
12,5 araliginda stabil oldugu rapor edilmistir (Petrova ve ark., 2006). Cesitli
alkalofilik bakterilerden elde edilen alkalen proteazlarin da pH 7-12 araliginda stabil
oldugu bildirilmistir (Kanekar ve ark., 2002).

Cesitli metal iyonlarinin proteaz aktiviteleri tizerine olan etkisi arastirilmistir. Mn*"
ve Cu™ iyonlar1 enzim aktivitesinde artis meydana getirmisti. 5 mM
konsantrasyonunda Hg'™ iyonlar1 aktivitede yaklasik %50 oraninda azalmaya neden
olmustur. Yapilan diger calismalarda da Hg+2 aktivitede diisiise sebep olmustur
(Patke ve Dey, 1997; Thumar ve Singh, 2007). Mn*? iyonlarinin aktivitede artisa etki
etmesi yapilan bir¢ok calisma ile benzerlik gostermektedir (Manachini ve ark., 1988;

Ghorbel ve ark., 2003).

Endiistride kullanilacak olan proteaz enziminin pH ve sicaklik degerinin yani sira
deterjanda kullanilacak olan agarticilar ve stirfaktanlar gibi ajanlar ile uyumlu olmasi
gerekmektedir (Gupta ve ark., 1999; Kumar ve Takagi, 1999; Beg ve ark., 2002). Bu
nedenle calismada ¢esitli denatiiranlarin, oksidan ve deterjanlarin da enzim aktivitesi
tizerinde olan etkileri arastirilmistir. Ham enzim c¢esitli konsantrasyonlardaki SDS,
tire, triton-X100, tween 20, tween 80 ve H,O, mevcudiyetinde bekletildikten sonra
kalan aktivite olciilmiistiir. SDS %0.5 ve %]1(v/v)’lik konsantrasyonlarda onemli
derecede inhibisyona neden olmustur. Farkli mikroorganizmadan elde edilen
proteazlarda da SDS ile yapilan inhibisyon goriilmektedir (Hadj-Ali ve ark., 2007,
Selami-Kamoun ve ark., 2008). Bacillus pumilus N14 izolatindan elde edilen proteaz
enziminin SDS varliginda %65 iire ile %88 oraninda aktivite kayb1 oldugunu rapor
etmislerdir (Glilmiis ve Gormez, 2018). Farkli konsantrasyonlardaki iire ile yapilan
caligmada, kalan aktiviteler 6l¢iilmiis ve 0,5M iire varliginda enzim aktivitesini hafif
bir sekilde artirdigi bulunmustur. Geobacillus sp. YMTC 1049’den elde edilen
termostabil proteaz enzimi 4-6 M iire varliginda aktivitede artis oldugu bildirilmistir
(Zhu ve ark., 2007). Bu calismada tween 80 varliginda enzim aktivitesini %23
artirdigt bulunmustur. Yapilan bir calismada Bacillus licheniformis RP1 alkalen
proteazinin %1 ve 5(v/v) tween 20 varliginda aktivitesinde degisiklik olmadigi,
Bacillus licheniformis NH1 alkalen proteazi aynmi konsantrasyonlarda tween 20

varliginda aktivitenin %98,5 ve %93 linii koruyabildigi rapor edilmistir (Hadj-Ali ve
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ark., 2007). Enzimin triton X-100 varliginda kararli oldugu aktiviteyi az miktarda
arttigl bulunmustur. Farkli ¢alismalarda triton X-100 varliginda enzim aktivitesinin
degismedigi gorilmiistiir (Hadj-Ali ve ark., 2007). H,O, muamelerinde izolatin
aktivitesi %1 oraninda korunurken ve %5 oraninda aktivitede hafif bir diisiis

gostermesine ragmen, aktivite korunmustur.

Proteaz enzimi {iizerine organik ¢oziiclilerin etkisi incelenmistir. Organik
coziicilerden DMSO varliginda ¢ok az aktivite kayb1 gozlenmistir. Diger
coziiciilerde aktivite kaybi hemen hemen hi¢ olmamistir. B. pumilus MCASS
izolatindan elde edilen proteaz enzimi organik ¢oziicii ile muamele edildiginde, %
5’lik DMSO ve aseton da 60 dk. inkiibasyon sonrasinda, enzim baslangic aktivitesini
% 50 oraninda korudugu belirtilmistir (Jayakumar ve ark., 2012). Yapilan bagka bir
calismada Bacillus sp.” den izole edilen proteaz enzimiyle % 15 ve % 25°lik
konsantrasyonlaraki aseton ve DMSO varliginda 15 giin boyunca kararli olduklari
ifade edilmistir. Fakat % 50 ‘lik konsantrasyondaki aseton ve DMSO’nun enzim
aktivitesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Enzimin organik c¢oziiciilerle
uyumlu olmasi, deterjan endiistrisinde kullanilabilir oldugunu gostermektedir (Deepti
ve ark., 2012). B. lehensis ‘den izole edilen proeaz enzimi % 5’lik metanol ile
muamele edildiginde aktivitenin kararli oldugunu, % 10’luk etanol, metanol ve
izopropanol de aktivite gosterdigini belirtmislerdir (Joshi ve Satyanarayana, 2013).
B. halodurans CAS6 izolat1 ile yapilan ¢alismada izole edilen proteaz enzimi % 5’lik
izopropanol ile dort saat sonunda 50 °C’de kararli oldugunu ifade etmislerdir

(Annamalai ve ark., 2013).

Proteaz enziminin kismi saflastirma islemleri sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
diyaliz ve ultrafiltrasyon islemleri ile yapilmistir. Giiney Hindistan’da yapilan bir
calismada deniz tuzundan bir aktinomiset tiirii izole edilmistir. Yapilan gen taramasi
ile Actinopolyspora spp. VITSDK2 susu oldugu tespit edilmistir. Bu sustan izole
edilen enzimin amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE ve seliilloz kolon kromatografi
yontemiyle kismen saflastirma islemi yapilmistir. Enzim HPLC kullanilarak daha da
saflastirilarak SDS-PAGE ile molekiil agirhigi 22 kDa olarak rapor edilmistir
(Suthindhiran ve ark., 2013). Deniz ortamindan elde edilen Streptomyces sp. D1

izolat1 izole edilerek karakterize edilmistir. Izolattan elde edilen proteaz enzimi
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amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve Sephadex-G100 jel kromatografisi
kullanilarak saflastirma islemleri yapilmistir. Molekiiler agirlik SDS-PAGE ile
belirlenerek 28 kDa olarak rapor edilmistir (Mane ve Kokare, 2013). Genel olarak,
mikrobiyal proteazlarin molekiiler kiitleleri, 15 ila 40 kDa arasinda degismektedir
(Gupta ve ark., 2002; Ibrahim ve ark., 2015). Bacillus licheniformis ile ilgili yapilan
calismada izole edilen proteaz enziminin molekiil agirligit 40 kDa olarak ifade
edilmistir (Gongalves, 2017). Uttatree ve Charoenpanich 2016 yilinda 32 kDa
molekiiler agirliga sahip yeni bir Bacillus subtilis susu tarafindan iiretilen bir serin
proteaz tanimlarken, 90 kDa'nin Bacillus subtilisnatto ve 98 kDanin
Stenotrophomonas maltophilia'sindan alkalin proteazlarda rapor etmislerdir (Ibrahim
ve ark., 2015). Bacillus sp. S17110 izolatindan proteaz enzimi 75 kDa molekiil
agirhigina sahip oldugu ifade etmislerdir (Jung ve ark., 2007). Bu calismada kismi
olarak saflastirilmis proteazin zimogram analizi sonucu tek bir aktivite bant1 elde
edilmistir. SDS-PAGE analizinde bu aktivite banti yaklasik 48 kDa karsilik
gelmektedir. Proteazin dogal haldeki molekiiler agirliginin monomerik veya
multimerik yapida bir protein olup olmadiginin tespit edilebilmesi i¢in jel filtrasyonu

gibi ilave saflagtirma yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak yapilan ¢alismada Streptomyces sp. BSU-1 izolatindan elde edilen
proteaz enziminin 60 °C’de, pH 10°’da yiiksek aktivite gosterdigi bulunmustur.
Enzimin 50-60 °C sicakliklarinda 2 saat sonunda aktivitesini %70 tizerinde
korudugu, 70 °C’de 2 saat sonunda yaklagik %60 aktivitesini kaybettigi
goriilmektedir. Enzim pH 8-12 araliginda %80 {izerinde kararlilikta stabilite
gostermistir. Na™', Ca™, Zn™ ve Mg™* metal iyonlarmin aktiviteyi korudugu, Mn"
ve Cu™? iyonlarmm aktiviteyi artirdigi, Hg™ metal iyonu ise %50 aktivite kaybina
neden olmustur. Organik ¢oziiciilerden DMSO varliginda enzim aktivitesinde diger
coziiciilere gore yaklasik %16 aktivite kaybi gozlemlendi. izopropanol ve DMF
varliginda enzim aktivitesi ortalama %96 korunmustur. Diger ¢oziiclilerde bir miktar
artis olmustur. Tween 80 ve Triton X-100 varliginda enzim aktivitesinde artis
gozlenirken, SDS varliginda enzim aktivitesinde diislis gézlenmistir. H,O,’de ise %1
konsantrasyonunda enzim aktivitesi korunurken, %35 konsantrasyonunda enzim
aktivitesinde az miktarda diisiis gozlenmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinde

%80’likte 520,4U/ml ile en yiliksek aktivite bulunmustur. Diyaliz 6rneginde aktivite
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246,5 U/ml, ultrafiltrasyon da 228,1 U/ml bulunmustur. Yapilan zimogram analizi
sonucu molekiil agirlig1 yaklasik 48 kDa karsilik gelen tek bir aktivite bant tespit

edilmistir.
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