T.C.

GIRESUN UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

BACILLUS MEGATERIUM T50 iZOLATINDAN iZOLE EDIiLEN PROTEAZ

ENZIMININ KARAKTERIZASYONU

REYHAN ASAR

KASIM 2016

GIRESUN



T.C.

GIRESUN UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

BACILLUS MEGATERIUM T50 iZOLATINDAN iZOLE EDIiLEN PROTEAZ

ENZIMININ KARAKTERIZASYONU

REYHAN ASAR

KASIM 2016

GIRESUN



Fen Bilimleri Enstitii Miidiiriiniin onay1.

el ...12016 Prof. Dr. M. Serkan SOYLU

Miidiir

Bu tezin yiiksek lisans tezi olarak Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali
standartlarina uygun oldugunu onaylarim.
Prof. Dr. Thsan AKYURT

Anabilim Dali1 Baskani

Bu tezi okudugumuzu ve yiiksek lisans tezi olarak biitiin gerekliliklerini
yerine getirildigini onaylariz.
Dog. Dr. Hatice KATI

Danigsman

JURI UYELERI
Dog. Dr. Hatice KATI
Dog. Dr. Cengiz MUTLU

Dog. Dr. Remziye NALCACIOGLU



OZET

BACILLUS MEGATERIUM T50 iZOLATINDAN iZOLE EDILEN PROTEAZ
ENZIMININ KARAKTERIZASYONU

ASAR, Reyhan
Giresun Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Hatice KATI
Kasim 2016, 48 Sayfa

Son yillarda, endiistriyel uygulamalarda mikrobiyal kaynakli enzimlerin
kullanimi artmistir. Mikrobiyal kaynaklar i¢inde Bacillus cinsi bakterilerin bir¢ok
enzimin kaynagini olusturmasi bu bakterilere olan ilgiyi artirmistir.

Bu c¢alismada Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteaz
enzimi karakterize edilmistir. Proteaz enziminin aktivitesi lizerine sicakligin, pH 1n,
bazi organik coziiciilerin ve deterjanlarin etkisi arastirilmistir. Molekiil agirligr ise
SDS-PAGE ile belirlenmistir.

Proteaz aktivitesi en yliksek yagsiz siit tozu besiyerinde tespit edilmistir.
Enzimin zamana bagli en yiiksek aktivite iiretimi 72. saatte bulunmustur. Enzimin
maksimum aktivitesi pH 8 ve 30 °C'de belirlenmistir. Organik ¢oziiciilerden hekzan
varhiginda yiiksek aktivite gozlenmis; metanol, asetonitril, izopropanol, etil asetat ve
butan-1-ol varliginda aktivitede azalmalar g6zlenmistir. Enzim aktivitesini NH4Cl,
MgCl,, MnCl,, CaCl; arttirirken CuCl,, ZnCl,, CdCl,, CoCl; ve NiCly'nin azalttigi
goriilmiistiir. SDS-PAGE analizi sonuglar li¢ proteaz enziminin yaklasik 20, 80 ve

225 kDa molekiil agirliklarina sahip oldugunu gésterdi.

Anahtar Kelimeler: Enzim, Bacillus, Proteaz, Yagsiz Siit Tozu



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF PROTEASE ENZYME ISOLATED FROM
BACILLUS MEGATERIUM T50 ISOLATE

ASAR, Reyhan
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Hatice KATI
November 2016, 48 Pages

In recent years, it is increased to use the microbial enzymes for industrial
applications. Bacillus bacteria being the source of many enzymes in microbial

sources have increased the interest in these bacteria.

In this study, protease enzyme isolated form Bacillus megaterium T50 isolate
is characterized. The effects of temperature, pH, some organic solvents and
detergents on protease enzyme activity were investigated. Its molecular weight was
determined by SDS-PAGE.

Protease activity is detected the highest in skimmed milk powder medium.
The highest activity production as depend on the time, it is found at 72 nd hours.
Maximum activity of enzyme is determined at pH 8 and 30 °C. Enzyme activities are
observed high activity in the presence of hexane. Enzyme activity decreasedin the
presence of isopropanol, ethyl acetate, methanol, acetonitrile and butan-1-ol. While
NH4CI, MgCl,, MnCl,, CaCl, increased the enzyme activity, CuCl,, ZnCl,, CdCl,,
CoCl,, and NiCl, decreased. SDS-PAGE analysis results showed that there were
three proteases having molecular weights about 20 kDa, 80 kDa, and 225 kDa.

Key Words: Enzyme, Bacillus, Protease, Skimmed Milk Powder
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1.GIRIS

Hiicrelerde gergeklesen metabolik faaliyetlerin tiimii enzim adi verilen 6zel
katalizorlerle gerceklestirilir. Birgok reaksiyonun spesifik enzimlerle kolaylikla
gerceklesmesi enzimlerin canli hiicrelerden izole edilip kullanilmasi fikrini

dogurmustur (Glimisel, 2002).

Glinlimiizde endiistriyel alanda kullanilan enzimler her ne kadar bitkisel,
hayvansal ve mikroorganizma kokenli olsa da bu gruplar icerisinde en fazla pay
mikroorganizma kokenli enzimlere aittir. Mikroorganizmalarin tercih edilmesinin
nedenleri ise yan {irlin olusturma ihtimalinin az olmasi, yiiksek aktiviteye sahip
olmalari, ekonomik olmalari, stabiliteye sahip olup yiiksek oranda ve saflikta

tiretilmeleridir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999).

Mikroorganizma kokenli enzimler 6zellikle ticari hayatta birgok kullanim
alan1 bulurlar. Bugiine degin 2500 farkli enzim tanimlanmistir ve bunlarin yaklagik
% 10'u ticari alanda kullanilir. Ticari alanda kullanilan enzimlerin 25 tanesi nisasta
sanayisinde ve deterjan katki maddesi olarak kullanilan enzim olarak ticari alandaki
enzimlerin % 80'ini olusturur (Woodley, 2000). Bu enzimler igerisinde yer alan
proteaz enziminin kullaniminin yaygin olmast bu enzime olan ilgiyi hergiin biraz
daha artirmaktadir (Talan, 2015). Proteaz enziminin uygulama alanlari; gida ve besin
endiistrisi, peptid sentezi, evsel ve endiistriyel atiklarin giderilmesi ve deterjan
endiistrisidir (Tekin, 2008).

1.1. Bacillus Cinsi

Bacillaceae familyas1 Bacillus ve Clostridium olmak iizere iki alt gruba ayrilir
(Garrity, 2004).



Bacillus tiirti bakteriler aerop, sporlu basillerdir ve genellikle gram pozitif
boyanirlar. Vejetatif formlar1 0,5-2,5 pum eninde, 1,2-10 um boyunda, diiz, uglar
yuvarlak basillerdir. Endosporlar1 ise silindirik, oval, yuvarlak ya da bobrek seklinde
olabilir. Tiirlerine gobre santral, terminal ve subterminal konumda bulunurlar.
Genellikle katalaz pozitiftir ve degisik antibiyotikler iretebilirler (Gergeker, 1999;
Madigan, 2010). Bacillus’larin ¢ogu saprofit olarak bulunur. Dogada organik
materyallerde, hava, su, toprak, yesil sebzelerde hatta bazilari normal viicut
florasinda bulunabilir. Bazi tiirler insanlarda, diger memelilerde ve bdceklerde
zorunlu patojen ya da firsatci enfeksiyon etkenidir (Logan ve Turnball, 1999;

Berkeley ve Logan, 1997).

Bacillus grubu igerisinde yaklasik 50 tiir bulunmaktadir. iglerinde en cok
bilinenler; B. thuringiensis, B. megaterium, B. cereus, B.subtilis ve B. pumilis'tir
(Logan ve Turnball, 1999).

1.2. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, canli organizmada meydana gelen tiim reaksiyonlarin hizlica
gerceklesmesini saglayan protein yapida spesifik biyokatalizorlerdir. Tiim canlilarda

bulunurlar ve reaksiyonlari1 canliya zarar vermeden hizli bir sekilde gerceklestirirler.

Enzimler uzun yillardan beri insanlifa hizmet etmis ve bira, sarap, peynir,
ekmek gibi yiyecek iceceklerin yapiminda bilinmeden kullanilmistir. Giiniimiizde de

enzim c¢alismalar1 buna bagli olarak giderek artmaktadir.

Enzimler ilk olarak ferment olarak adlandirilmistir fakat 1838’de Berzelius
katalizor (biyokatalizor) ifadesini kullanmig ve 1878’de Kiinhe enzim terimini

kullanmustir.

Enzimin etki ettigi madde substrat, aciga ¢ikan madde ise iiriin olarak

adlandirilir. Enzimin adlandirilmast etki ettigi maddenin sonuna —az (ase) eki



getirilerek yapilir. Enzim substrat arasindaki iliski anahtar-kilit modeliyle
aciklanmaktadir (Aehle, 2004).

Enzimler apoenzim ve koenzim olarak iki kisimdan olusur. Apoenzim sadece
proteinden olusan kisim, koenzim ise organik ya da inorganik kisimdir. Her iki
yapida inaktif durumdadir. Enzimlerin aktif olabilmeleri ig¢in genellikle metal
iyonlarindan olusan kofaktor denilen yan gruplari vardir. Enzimlerin proteinden
olusan kismi 20 aminoasidin peptid baglariyla baglanmasiyla olusur. Protein
kismmin aminoasit dizilisi primer yani birincil yapisini olusturur. Enzimlerde
modifikasyonlar sonucu R gruplarinda (aminoasit yan zincirleri) kimyasal
degisiklikler meydana gelir. Enzimlerin R gruplar1 dikkate alinmaksizin uzaydaki
konformasyonu sekonder yani ikincil yapisini olusturur. Zincirdeki aminoasitleri R
gruplariin da dikkate alinmasiyla uzaydaki konformasyonunun belirlenmesi tersiyer
(iclinctil) yapryr olusturur. Alt birimler arasindaki iligki ve toplam molekiiliin
uzaydaki konformasyonu da kuaterner yani dordiinciil yapiyr olusturur. Bu tiir
enzimlerin alt birimlerinin degismesiyle izoenzimler olusur. izoenzimler izozim
olarak da bilinirler ve ayn1 reaksiyonu katalizleyip farkli birincil yapiya sahiptirler

(Yildirim ve ark., 2007).

Her enzimin aktivitesinin en yiiksek seviyede oldugu bir sicaklik ve pH
degeri vardir. Bu degerlerin disina ¢ikildiginda enzimin aktivitesi diismeye baslar.
Bazi maddeler ise enzimin deformasyonunu saglayarak aktivitesini diigiirebilir ya da

tamamen durdurabilir. Bunlara inhibitér madde ad1 verilir (Aehle, 2004).

Enzimler hayvanlardan, bitkilerden ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilirler.
Hayvansal kaynakli enzimler tavuk yumurtalarinin beyazi, pankreas, gevis
getirenlerin karin bolgesi gibi yenilebilen organlardan izole edilir (John, 1987).
Bitkisel kaynakli enzimler yenilebilir bitkilerden izole edilir. En 6nemli 6rnegi malt
amilazdir. Malt amilaz bira ve ekmek yapiminda kullanilir (John, 1987). Mikrobiyal
kaynakli enzimler ise 6zel mikroorganizmalar tarafindan iretilir. Mikroorganizma
seciminde sadece enzim liretme yetenekleri degil toksik ve patojen olmamalari da

onemlidir (Demain ve Solomon, 1981).



1.3. Salgilanma Sekline Gore Enzimler

1.3.1. intraseliiler Enzimler

Sitoplazmada bulunan ribozomlarda sentezlenen enzimlerdir. Substratlari

seker, aminoasit gibi hiicre zarindan gegebilme yetenegindeki molekiillerdir (John,

1987).

1.3.2. Ekstraseliiller Enzimler

Hiicre yapilarinin dis kismi ve besiyeri ile baglanti halindeki enzimlerdir
(John, 1987). Intraseliiler enzimlerin aksine stabiliteleri yiiksektir ve cevre

kosullarina daha dayaniklidirlar (Furlan ve ark., 2006).

1.4. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimlerin sayisinin hizla artmasiyla ortaya c¢ikabilecek karisikligin
Oonlenmesi amaciyla 1956 yilinda Uluslararasi Enzim Komisyonu (International
Comission on Enzyme) kurulmustur. Bu komisyonda kabul edilen sistem 3 prensibi

igerir:

1) —az (ase) eki ile biten enzim isimleri tek enzimler i¢in kullanilmalidir.
2) Enzimler katalizledikleri reaksiyona gore siniflandirilir ve adlandirilir.

3) Katalizlenen reaksiyon tipine gore siniflandirilir ve adlandirilir.

Bu sistemde enzim komisyonu tarafindan belirlenen kod numaralar1 kullanilir
ve enzimler 6 ana sinifa ayrilir. EC 6n ekiyle baslayan kod numaralar1 dort unsuru
ifade eder:

1) Ilk rakam alt: smiftan hangisine ait oldugunu
2) Ikinci rakam enzimin alt smifin1
3) Uciincii rakam ikinci alt grubu

4) Dordiincii rakam alt-alt sinif igindeki seri numarasini ifade eder.



[k rakamin agikladig: siniflar sirastyla sunlardir:

1) Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarini katalizler ve
iki gruba ayrilir:  — Dehidrojenaz  —Oksidaz

2) Transferazlar: Molekiilden H® disinda fonksiyonel gruplarin transferini
katalizleyen enzimlerdir.

3) Hidrolazlar: Su ilavesiyle baglarin parcalandigi hidroliz reaksiyonunu
sentezler.

4) Liyazlar: Cift bag olusum ve baga katilma reaksiyonlarini katalizler.

5) Izomerazlar: izomerlesme reaksiyonlarmi diizenleyen enzimlerdir.

6) Ligazlar: Fosfat kullanarak bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir (Achle,

2004).

1.5. Enzimlerin Kullanim Alanlari

Enzimler gida endiistrisi, deterjan ve kagit iiretimi, deri islenmesi, tekstil
endiistrisi ile tipta teshis ve tedavide kullanim alanlarina sahiptir (Daniels, 1992;
Kirk ve ark., 2002). Endiistride kullanilan enzimlerin % 80’nini hidrolitik enzimler
olusturur. Hidrolitik enzimler iginde yer alan proteazlar % 60 ile endiistriyel agidan
en 6nemli enzimdir (Bhat, 2000; Oztiirk, 2005). Ikinci sirada yer alan amilazlar ise
% 25’lik paya sahiptir (Sidhu ve ark., 1997; Rao ve ark., 2009). Ksilenazlar kagit
hamurunun beyazlatilmasi i¢in kullanilmaktadir (Palonen ve ark., 2004; Aygan,
2008). Seliilazlar seliilozik materyallerin sekerlere doniistiiriilerek biyolojik {irlin
olusturulmasinda kullanilmaktadir. Bu tiir enzimlerin enzim piyasasindaki paylarmin

artmasi beklenmektedir (Aygan, 2008; Cherry ve ark., 2003).

1.6. Proteazlar

Proteazlar proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolizini gergeklestiren enzim
grubudur. Biiyiik polipeptidleri ve proteinleri hiicreler tarafindan absorblanabilecek
daha kiiciikk molekiillere hidroliz eder (Salleh ve ark., 2006). Peptid baglarinin

proteazlar tarafindan aminoasitlere par¢alanmasi igslemine proteoliz ad1 verilir (Sekil



1.1.). Proteoliz sonucu proteinler, peptid pargalar1 ve aminoasitler olusur (Sarikaya,

2006).

PROTEAZ
. 0
Peptid Bags ‘ ‘ E
Polipeptid ¢ ——NH ——| Polipeptid
HO —— H
v
Polipeptid —— COOH +,HN ——|  Polipeptid

Sekil 1.1. Peptid baglarinin proteazlar tarafindan katalizi (proteoliz) (Gupta, 2002).

Proteazlar enzim komisyonu (EC) numaralarina gore hidrolazlar sinifinin
(Simif 3), peptidazlar ya da peptid hidrolazlar alt sinifina (Alt siuf 3.4) ait
enzimlerdir. EC 3.4 basligiyla bilinirler.

EC 3 Hidrolaz
EC 3.4 Proteazlar (Gengkal, 2004)

1.6.1. Proteazlarin Simiflandirilmasi

Proteazlar EC sisteminde ekzopeptidazlar (EC 3.4. 21-99) ve endopeptidazlar
(EC 3.4. 11-19) olarak iki sinifa ayrilmistir (Rao ve ark., 1998).



1.6.1.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar etkisini peptid zincirinin sonunda bulunan serbest amino (N)
ya da karboksil (C) grubunda gostermektedir. Amino grubuna etki ederse
aminopeptidaz, karboksil ucuna etki ederse karboksipeptidaz olarak isimlendirilirler
(Sekil 1.2.).

| 1

7
Aminopeptidaz \K-\lboksipeptidaz

l¢H20 [+H;0
'
H:N 0000089 @ {COOH

i e

H,N @ COOH H,NH@{COOH

Aminoasit Aminoasit

H:N -@—@—@—@—@-{COOH
Peptid

1

Sekil 1.2. Ekzopeptidazlarin etki mekanizmasi (Silverthorn, 2004).

1.6.1.1.1. Aminopeptidazlar

Peptid zincirinin serbest N- ucuna etki ederek tek bir aminoasidin, dipeptidin
veya tripeptidin ayrilmasini saglayarak sirasiyla aminopeptidazlar, dipeptidil

peptidazlar, tripeptidil peptidazlar isimlerini alirlar.

Aminopeptidazlar bakteri ve fungus tiirlerinden sentezlenirler. Aspergillus
oryzae tarafindan {retilen aminopeptidaz haric hiicre i¢i enzimlerdir.
Aminopeptidazlarin N-terminal metiyonini (Met) uzaklastirdigi bilinmektedir (Rao

ve ark., 1998).



1.6.1.1.2. Karboksipeptidazlar

Peptid zincirinin C- ucuna etki ederek tek bir aminoasit ya da dipeptidin

uzaklastirilmasini saglar. Aktif bolgelerindeki aminoaside gore 3 gruba ayrilirlar:

1) Serin Karboksipeptidazlar
2) Sistein Karboksipeptidazlar
3) Metallo Karboksipeptidazlar (Rao ve ark., 1998).

Bunlarin disinda tanimlamig ancak etki mekanizmalari tam olarak
aciklanmamis iki ekzopeptidaz ailesi daha vardir. Bunlar dipeptidazlar ve
omegapeptidazlardir (Alpan, 2008). Dipeptidazlar dipeptidleri hidroliz ederler.
Omegapeptidazlar ise N veya C terminal ucuna ihtiya¢ duymazlar. Terminal uglara

yakin bolgeleri hidroliz ederler (Rao ve ark., 1998).

1.6.1.2. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar polipeptid zincirinin i¢ bdlgesindeki peptid baglarina etki
eder (Sekil 1.3.). Aktiviteleri tizerinde serbest N ve C varligi negatif etkiye sahiptir. 4
gruba ayrilirlar:

1) Serin Proteazlar
2) Sistein Proteazlar
3) Aspartik Proteazlar

4) Metalloproteazlar

Bunlarin haricinde katalitik aktivitesi bilinmeyen endopeptidaz ailesi de

bulunmaktadir.



Amino ucu Aminoasitler Peptid baglan  Karboksil ucu
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Daha kucuk iki farkh peptid olusumu

Sekil 1.3. Endopeptidazlarin etki mekanizmasi (Silverthorn, 2004).

1.6.1.2.1. Serin Proteazlar

Bugiine dek calisilmis genis ¢apli proteolitik enzimlerdir (Castroa, 2010).
Tiim proteolitik enzimlerin biiyiik bir kismini olustururlar. Bu enzim ismini aktif
bolgesindeki niikleofilik serinden almistir (Cera, 2009). Substrat tercihlerine gore;
tripsin benzeri serin proteazlar, kimotripsin benzeri serin proteazlar, elastaz benzeri
serin proteazlar olarak 3 gruba ayrilir. Viriis, bakteri ve dkaryotik organizmalarda bol
miktarda bulunurlar. pH 7-11 arasinda aktiftir. Bacillus sp.'ler en iyi serin proteaz
ureticisidir. En 6nemlileri triptaz, lipaz, elastaz, kimotripsin, trombin ve fosfolipazdir

(Rao ve ark., 1998).

1.6.1.2.2. Sistein Proteazlar

Tiim canlilarda bulunur (Kenny, 1999). Notr pH'da aktivite gosterirler. Aktif

merkezinin spesifitesine gore 4 gruba ayrilir:



1) Papain benzeri tiyol proteazlar
2) Tripsin benzeri tiyol proteazlar
3) Glutanik aside 6zel tiyol proteazlar

4) Diger tiplerdeki tiyol proteazlar

En ¢ok bilinen papain benzeri tiyol proteazlardir (Gengkal, 2004). Sistein

proteazlar kaspazlar olarak da bilinirler ve apoptoziste rol oynarlar (Ulukaya, 2003).

1.6.1.2.3. Aspartik Proteazlar

Asit proteazlar olarak da bilinirler. Aktif bolgelerindeki aktiviteleri igin
aspartik aside ihtiyag duyarlar. Bu nedenle asidik pH'larda aktivite gosterirler.
Sindirim, lizozomal protein yikimi ve kan basincinin diizenlenmesinde gorevlidirler

(Garett ve Grisham, 2010).

1.6.1.2.4. Metalloproteazlar

Aktivite gostermek icin ¢inko, kobalt ve diger metal iyonlarini kullanirlar.
EDTA ile inhibe edilebilirler. Aktif merkezlerinde fonksiyonel gruplara gore
gruplara ayrilirlar. En ¢ok bilinenleri matriks metalloproteazlari ve ylizey membran

proteinleridir (Edwards ve ark., 1998).

1.6.2. Proteaz Kaynaklar

Proteazlar dogada yaygin bir sekilde bulunurlar. Canlilar alemi i¢inde bitkiler
% 48,85 oraniyla en yiiksek proteaz bulundurma payina sahiptir. Bitkilerden sonra
sirasiyla % 18,9 ile bakteriler, % 15,08 ile mantarlar, % 11,15 ile hayvanlar, % 7,42
ile algler ve % 4,41 ile viriisler siralamay1 olusturur (Mahojan ve Badgujar, 2010)
(Sekil 1.4.).
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Proteazin biyolojik kaynaklardaki dagilim
yiizdesi

M Bitki

M Bakteri
M Mantar
H Alg

M Virus

M Hayvan

Sekil 1.4. Proteazin biyolojik kaynaklardaki dagilimi1 (Mahajan ve Madgujar, 2010).

1.6.2.1. Bitkisel Kaynaklar

Bitkilerin kok, govde, yaprak, c¢icek, lateks, recine gibi bircok kismindan
proteaz izolasyonu yapilabilir. Bu kisimlar iginde bitki lateksinin zengin bir proteaz
kaynagi oldugu bilinmektedir. Bitkisel kaynakli proteazlar genellikle ananas, papaya
gibi tropikal bitkilerden elde edilmektedir (Ward, 1985). Bitkilerde genel olarak
sistein ve serin endopeptidazlar bulunurken aspartik proteazlar ve aminopeptidazlar
nadiren bulunurlar (Mahojen ve Badgujar, 2010) (Sekil 1.5.).

Bitkilerden elde edilen proteazlarin dagilimi

M Karakterize Edilememis
Proteaz
M Ekzopeptidaz

i Serin Proteaz

M Aspartik Proteaz

0,53%

1 ol
5,29% Asparjinil Proteaz

1,06%

i Sistein Proteaz

Sekil 1.5. Bitkilerden elde edilen proteazlarin dagilimi (Mahajan ve Badgujan,
2010).
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1.6.2.2. Hayvansal Kaynaklar

Hayvansal proteazlarin ge¢misi enzimolojinin baslangicina dayanir. Enzim
yapilar1 bile kesfedilmeden oOnce pepsin ve pankreas proteazlarinin ozellikleri
bilinmekteydi. Giiniimiizde ise pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renin en ¢ok
bilinen hayvansal kaynakli proteazlardir (Rao ve ark., 1998). Hayvansal proteazlar
birgok alanda kullanim firsat1 bulur ve biiyiik hacimlerde saflastirilabilirler (Sekil
1.6.). Ancak bunun i¢in fazla sayida ¢iftlik hayvaninin kesimi gerekmektedir. Bu
dezavantaji nedeniyle mikrobiyal proteazlara yonelim artmistir (Tekin, 2008; Seving,
2010).

H Karakterize Edilmemis
Froteazlar
H PMetallo Proteaz

kd Sistein Proteaz

H Serin Proteaz

E Aspartik Proteaz

Sekil 1.6. Hayvansal kaynakli proteazlarin dagilimi (Sar1, 2011).

1.6.2.3. Mikrobiyal Kaynaklar

Giiniimiizde tercih edilen proteaz kaynagi bakteri, fungus ve viriis orijinli
mikrobiyal proteazlardir. Biyoteknolojik uygulamalar i¢cin mikroorganizmalarin tim
ozelliklerinin istenilen yonde degistirilebilmesi, bitkisel ve hayvansal proteazlara
gore daha saf elde edilebilmesi ve mikroorganizmalarin daha kolay iiretilebilmeleri

daha ¢ok tercih edilmelerine yol agmistir (Kiran ve ark., 2006) (Sekil 1.7.).
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Mikrobiyal kaynakh proteazlarm dagilimi

M Karakterize Edilmemis Proteazlar

M Ekzopeptidazlar

1.88%
0,63%

i Metallo Proteaz

M Serin Proteaz

M Sistein Proteaz

M Glutamik Asit Proteaz

i Aspartik Proteaz

Sekil 1.7. Mikrobiyal kaynakli proteazlarin dagilimi (Mahajan ve Badgujar, 2010).

1.6.2.3.1. Bakteriyel Proteazlar

Ticari proteazlarinin ¢gogu Bacillus cinsi bakteriler tarafindan nétral ve alkalin
olarak {retilir. Notral proteazlar pH 5-8 araliginda aktivite gosterir. Aktivite
gosterdigi pH aralii ve uygulama yapilan {iriin iizerinde daha az ac1 bir tat biraktigi
i¢in gida endiistrisinde daha fazla tercih edilir (Tekin, 2008). Bacillus tiirii bakteriler
genellikle serin alkalen proteaz liretirler ve ¢ogu alkali 6zellik gosterir (Seving,
2010). Alkalen proteazlarin optimum pH araligt pH 9-11 arasinda olsada optimum
pH aralig1 pH 12-13 aras1 olan istisnai durumlarda vardir. Optimum sicakliklar1 50-
70°C'dir. Molekiiler agirliklar: genel olarak 15-30 kDa arasinda degisir fakat 33 kDa,
36 kDa ve 45 kDa molekiiler agirligina sahip enzimler de vardir (Kumar ve Takagi,
1999). Alkalen proteazlarin maksimum aktivite gostermek i¢in CaCl,, MgCl,, MnCl,
gibi iki degerlikli katyonlara ihtiya¢ duydugu ve bu katyonlarin Bacillus alkalen
proteazlarinin termal stabilitesini arttirdigr saptanmustir (Celik, 2006). Cesitli
inhibitorlerle yapilan inhibisyon ¢alismalariyla alkalen proteazlarin genellikle PMSF
(Fenilmetilsulfonil florur) ve DFP (Diizopropilflorofosfat) ile tamamen inhibe

oldugu bulunmustur (Rao ve ark., 1998; Kumar ve Takagi, 1999).
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1.6.2.3.2. Fungal Proteazlar

Bakterilere gore daha c¢esitlidir. Fungal proteazlar pH 4-11 arasinda genis bir
pH araligina sahiptir. Ancak reaksiyon hiz1 diisiiktiir ve termal stabilitesi bakterilere

gore daha kotiidiir (Rao ve ark., 1998).

1.6.2.3.3. Viral Proteazlar

Cesitli hastaliklara neden olan viriis proteinlerinin fonksiyonlar1 nedeniyle
olduk¢a Onemlidir. Serin, aspartik sistein peptidazlar viriiste bulunur. Birgok
arastirma viral proteazlarin {i¢ boyutlu yapist ve bunlarin sentetik inhibitorlerle

etkilesimi lizerinde yogunlagmistir (Tekin, 2008).

1.6.3. Proteazlarin Kullanim Alanlari

Proteazlar canlilarin biiyiime ve cogalmasi i¢in gerekli bir enzimdir.
Proteinlerin hidrolizinde rol oynadiklari i¢in fizyolojik ve ticari agidan Onemli
enzimlerden birisidir. Proteazlar giiniimiizde deterjan, gida endiistrisi, tekstil, deri,
fotograf, yem sanayisi, eczacilik gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Y1ildirim, 2010)
(Sekil 1.8.).

Farmasdtik
Enzimler

4010
Alkali Proteazlar

025

Lipazlar B
%02 5

Diger
Karbohidrazlar
%010

Amilazlar
ah18

S
“ %7 7 Diger Proteazlar
5

0o 22

Reninler Tripsin
R o3

Sekil 1.8. Proteazlarin endiistride kullanim yiizdeleri (Rao ve ark., 1998).
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1.6.3.1. Deri Endiistrisi

Deri isleme bircok adimdan olusan bir siirectir. Bu siirecin her adiminda
kimyasallar kullanilir. Ancak bu kimyasallar giivenlik ve ¢evre agisindan tehlikeli ve
zararhidir. Bu nedenle deri islenmesinde enzimatik yontemler kullanilmaktadir.
Proteazlar ozellikle derinin 1slatilmasi, yumusatilmasi, inceltilmesi ve killarin
uzaklastirilmas1 basamaklarinda kullanilir. Ayrica enzim uygulamasiyla deri
ylizeyinin genislemesi de saglanir. Ancak enzimlerin derilerin dikis ve
dayanikliligin1 etkilemesinden dolay1r kullanim miktarmna ve siiresine dikkat

edilmelidir (Tekin, 2008; Seving, 2010).

1.6.3.2. Deterjan Endiistrisi

Deterjan sektoriinde 6zellikle ¢evre kirliliginin dniine gegmek i¢in bakteriyel
enzimlerin kullanim1 artmistir. Enzimler diisiik fosfat igcerigine sahip, 1lik ve soguk
yikama 1silar i¢in formiile edilmistir. Deterjanlarda kullanilan enzimlerin biiyiik
kism1 Bacillus sp.'den izole edilen alkalin proteazlardir. Enzimlerin kullanim1 yikama
verimini artirarak diisiik 1silarda ve kisa siirede temizligi saglamakta ve camasirlarin

yipranmasint onlemektedir (Yardimei, 2014).
1.6.3.3. Tla¢ Endiistrisi

Enzimler ila¢ sektdriinde de genis uygulama alanlarina sahiptir. Viicuttaki
ihtiyaclart gidermek ve enzim ihtiyaglarini karsilamak i¢in enzim takviyeleri
tiretildigi gibi sindirim sistemini desteklemek igin ftretilen ilaglarda proteazlar
kullanilmaktadir (Yardimci, 2014).
1.6.3.4. Tekstil Endiistrisi

Tekstil endiistrisinde protein esasli {riinlerin 6n islenmesinde proteazlar

kullanilir. Kumas tretimi i¢in farkli lif yapilarima sahip maddeler bulunur. Bu

maddelerin proteaz ile muamelesi sonucunda liflerin esnekligi saglanir ve dogal
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kirlerden arindirilir. Ayrica hem zaman tasarrufu saglanir hem de uygun sonuglar

alinir (Seving, 2010).

1.6.3.5. Gida Endiistrisi

Balik, bitki ve hayvan proteinlerini hidrolizleme, etin ve biftegin
yumusatilmasinda proteazlardan yararlanilir. Son yillarda peynir {iretiminde
kullanilmaya baslanmistir. Bira yapiminda serbest aminoasit miktarini artirarak raf

Omriinii uzatirlar (Seving, 2010).

1.7. Tezin Amaci

Glinlimiizde enzim kullanimi hizla artmaktadir. Enzimlerden biri olan
proteazlarin da birgok alanda kullanilmasi ve kullanilabilecek potansiyel baska
sahalarinda olabilecegi gercegi proteaza olan ilgiyi artirmaktadir. Bu calismada
Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteaz enziminin

karakterizasyonu yapilmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Cahismada Kullanilan Bakteriler

Bu calismada Giresun Universitesi Biyoloji Boliimii Temel ve Endiistriyel
Mikrobiyoloji Laboratuvarindaki stoktan temin edilen ve yiiksek proteaz aktivitesi
gosteren T24, T28, T45 ve T50 nolu toprak izolatlar1 kullanildi. Bu izolatlardan T24
nolu izolatin Bacillus sp., T28 ve T45 nolu izolatlarin Bacillus cereus grubuna ait
oldugu ve T50 nolu izolatin Bacillus megaterium oldugu fenotipik, biyokimyasal ve
molekiiler teknikler kullanilarak tanimlanmistir (Kati ve ark., 2016a). Bu bakterilerin
icerisinde en yiiksek proteaz aktivitesi Bacillus megaterium T50 izolatinda

gbzlendigi icin ¢calismaya bu bakteriyle devam edilmistir.

2.2. Calismada Kullanilan Besiyerleri

Stoklar1 yenilemek i¢in nutrient agar (NA) kullanildi. Bakterilerin
aktiflestirilmesinde luria bertani (LB) kullanildi. Proteaz aktivitesinin incelenmesi
igin yagsiz siit tozu (% 0,1 pepton, % 0,5 NaCl, % 1 yagsiz siit tozu, % 2 agar; yagsiz
siit tozu ayr steril edildikten sonra besiyerine eklendi) (Qadar ve ark. 2009) ve
kazeinli (5 g/L kazein, 5 g/L pepton, 2 g/ maya ekstrakti, 0,2 g/L MgSO,7H,0, 0,1
g/lL CaCl, 1 g/L KyHPO4 5 g/L NaCl, 20 g/L agar) (Tekin, 2008) besiyerleri

hazirlandi.

2.3. Calismada Kullamilan Baz1 Kimyasallar ve Cihazlar

Calismada TCA, folin ciocalteu, aseton, etanol, amonyum siilfat, sodyum
asetat, potasyum fosfat, tris, glisin, asetik asit, NaOH, HCI, metanol, asetonitril,
butan-1-ol, hekzan, izopropanol, etilasetat, CuCl,, MgCl,, MnCl,, ZnCl,, FeCls,
CdCl,, NH4CI, CaCl,, NiCl,, CoCly, akrilamid, amonyum persiilfat, TEMED, 2-
merkaptoetanol, SDS, gliserol, Comassie Brillant Blue R-250 ve Triton X-100
kullanilda.
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Bakteriler Niive markali inkiibatérde 30 °C'de 150 rpm'de biiyiitiildii. Hermle
marka sogutmali santrifiij cihazinda santrifiij edildi. Shimadzu UV min 1240 markali
spektrofotometre cihazinda proteaz aktivitesi 6l¢iildii. Termoblok WiseTherm HB-
96-D cihazinda farkli sicaklik degerlerinin proteaz enzimine etkisi bakildi.
Calismalarin steril ortamda yiiriitiilebilmesi i¢in ESCO markali steril kabin
kullanildi.

2.4. Bakterilerin Proteolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Izolatlarin proteolitik aktivitelerinin kalitatif olarak belirlenmesi igin yagsiz
slit tozu ve kazeinli agar besiyerlerine steril kiirdan ile ekim yapildi ve 30 °C'de 2
giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda kolonilerin etrafinda seffaf zonlarin

olusumu pozitif olarak degerlendirildi.

izolatlarin proteolitik aktivitelerinin kantitatif olarak belirlenmesi igin,
izolatlar LB besiyerinde 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 bakteri yogunlugu
spektrofometrik yontemle 600 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Taze LB besiyerine optik
yogunlugu 0,1 olacak sekilde asilama yapildi ve 30 °C’de, 150 rpm’de yaklasik 1
saat inkiibe edildi. Optik yogunluk 0,3-0,5 arasindaki degere ulaginca yagsiz siit tozu
ve Kazeinli siv1 besiyerlerine %1 olacak sekilde agilama yapildi. 3 giin 30 °C'de 150
rpm'de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler 10000 rpm'de 20 dk santrifiij
edilerek siipernatantlar1 alindi. Siipernatantlar ham ekstrakt olarak adlandirildi

(Josephine ve ark., 2012).

Tsuchida ve arkadaslarinin 1989 yilinda gelistirdikleri metoda gore ham
ekstraktlarm enzim aktivite tayini yapildi. Ik olarak substrat soliisyonu olarak tris
tamponu (pH 8) i¢inde % 1'lik kazein hazirlandi. Bu substrat soliisyonundan 500 pl
alinarak 200 pl ham ekstrakt ile karistirilarak 20 dk 30 °C'lik su banyosuna birakildi.
20 dk sonunda 1 ml % 10'luk Trikloroasetik asit (TCA) eklenerek oda sicakliginda
15 dk bekletildi. 15 dk sonunda 10000 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
siipernatant kismi alindi iizerine 2,5 ml 0,4 M Na,COs eklendi. Iyice karismasi icin
hafifce vortekslendi. 3 kat diliite edilmis 1 ml folin ciocalteu eklenerek 30 dk
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karanlikta bekletildi ve spektrofotometrede 660 nm'de 6l¢iim yapildi (Tsuchida ve
ark., 1989).

2.5. Izolatlarin En Yiiksek Aktivite Gosterdigi Besiyerinin ve Saat Arahginin

Belirlenmesi

Izolatlar LB besiyerinde 1 gece 30 °C'de inkiibe edildi. Kazeinli ve yagsiz siit
tozu besiyerlerine ekim yapildi ve 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki aktiviteleri 6l¢iildii.

Bu saatlerde orneklerden 2'ser ml alindi. Alinan 6rneklerin bakteri yogunlugu
spektrofotometrede 6l¢iildii ve geriye kalan 6rnekler santrifiij edilerek enzim aktivite

tayini yapildi.

2.6. Proteazin Karakterizasyonu

Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteaz enzimi karakterize
edildi. En iyi aktivite gosterdigi sicaklik ve pH degerleri belirlendi, stabilitelerine

bakildi. Organik ¢oziicli ve metal iyonlarinin etkisi altindaki aktivitesi belirlendi.

2.6.1. Optimum pH'in Belirlenmesi

Bacillus megaterium T50 izolatindan elde edilen proteazin en yiiksek aktivite
gosterdigi pH'sin1 bulmak i¢in yapilan ¢alismada pH'lart 4-10 olan 50 mM'lik
tamponlar hazirlandi. pH 4 ve 5 i¢in sodyum asetat, pH 6 ve 7 i¢in potasyum fosfat,
pH 8 i¢in tris, pH 9 ve 10 i¢in glisin-NaOH tamponu kullanildi. Bu tamponlarda % 1
olacak sekilde kazein substrat soliisyonlar1 hazirlandi. En yiiksek absorbans
degerinin elde edildigi pH, 100 kabul edilerek diger pH degerlerinden elde edilen

sonuglar buna gore oranlanip enzim aktivitesi belirlenmistir.

2.6.2. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Bacillus megaterium T50 izolatindan elde edilen proteaz enziminin en yiiksek
aktivite gosterdigi sicakligi belirlemek i¢in 10-90 °C sicakliklarda 20 dk bekletilerek
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enzim aktivite tayini yapildi. En yliksek absorbans degerinin elde edildigi sicaklik,
100 kabul edilerek diger sicaklik degerlerinden elde edilen sonuglar buna gore

oranlanip enzim aktivitesi belirlenmistir.

2.6.3. pH ve Sicaklik Stabilitelerinin Belirlenmesi

Stabilitenin belirlenmesi i¢in optimum aktivite gosteren pH ve sicaklik
degerleri kullanildi. pH stabilitesi i¢in tris (pH 8) tamponu ¢ozeltisi iginde
hazirlanmis % 1’°lik kazein ¢6zeltisi ile ham ekstrakt karistirilip 20, 60, 120 ve 240
dk 30 °C'de inkiibe edilerek enzim aktivite tayini yapildi. Sicaklik stabilitesi i¢in de
yine 20, 60, 120 ve 240 dk en yiiksek aktivite gosteren 30 °C sicaklikta inkiibe

edilerek enzim aktivite tayini yapildi.

Proteaz enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH ve sicaklik bu ¢alismanin

diger asamalarinda kullanildi.

2.6.4. Metal iyonlarinin Proteaz Uzerine Etkileri

Bacillus megaterium T50 izolatina ait proteazin enzimatik aktivitesi tizerine
metal iyonlarinin etkisinin belirlenmesi i¢in CuCl,, MgCl,;, MnCl,, ZnCl,, FeCls,
CdCl,, NH4CI, CaCl,, NiCl, ve CoCl; kullanildi. Son konsantrasyon 5 mM olarak
hazirlanan farkli metal iyonlari igeren substrat ¢ozeltisiyle ham ekstrakt karistirilip
20 dk ve 1 saat 30 °C'de inkiibe edilerek enzim aktivitesi bakildi. Kontrol olarak
metal iyonu igermeyen kazeinli tampon kullanildi. Kontrol degeri 100 kabul edilerek
diger degerlerinden elde edilen sonuglar buna goére oranlanip enzim aktivitesi

belirlenmistir. izolatina ait proteazin enzimatik aktivitesi iizerine
2.6.5. Organik Coziiciilerin Proteaz Uzerine Etkileri
Bacillus megaterium T50 izolatina ait proteazin enzimatik aktivitesi tizerine

organik ¢oziiciilerin etkisinin belirlenmesi igin etanol, metanol, asetonitril, butan-1-

ol, aseton, hekzan, izopropanol ve etilasetat kullanildi. 100 pl enzim, 100 ul organik
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¢oziciilerle karigtirllip 1 saat 30 °C'de bekletildi. Kontrol igin organik ¢oziicii
icermeyen tampon kullanildi. 1 saat sonunda enzim aktivite tayini yapildi. Kontrol
degeri 100 kabul edilerek diger degerlerinden elde edilen sonuglar buna gore

oranlanip enzim aktivitesi belirlenmistir.

2.7. Ultrafiltrasyon

Bacillus megaterium T50 izolatindan elde edilen ham ekstrakt ultrafiltrasyon
ile konsantre edildi. Bu amagla 10 kDa biiyiikligiindeki molekiilleri tutabilme
kapasitesine sahip membran igerikli falkon tiipleri kullanildi. Tiiplere ham ekstrakt
yikklendi ve 8000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Falkon icerisinde membran
tarafindan tutulan konsantre 6rnek SDS-PAGE’de kullanildu.

2.8. Aseton, Etanol ve Amonyum Siilfat Coktiirmelerinin Yapilmasi

Proteaz enziminin kismi saflastirmasi i¢in aseton, etanol ve amonyum siilfat
coktiirmeleri yapildi. Coktlirmeler i¢in Yyagsiz Siit tozu besiyerleri hazirlandi.
Bacillus megaterium T50 izolat1 LB besiyerinde 1 gece 30 °C'de 150 rpm'de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiiriin yogunlugu 600 nm'de dl¢iim yapilarak LB
ortamma optik yogunluk 0,1 olacak sekilde asilama yapildi. Yaklagik 1 saat
inkiibasyon sonucu optik yogunluk 0,3-0,5'e ulaginca yagsiz siit tozu besiyerlerine %
1 oraninda asilama yapilarak 30 °C'de, 72 saat, 150 rpm'de inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast kiiltiir 6000 rpm'de 20 dk santrifiij edildi.

Etanol ¢oktiirmesi igin; 1 gece -20 °C'de bekletilen 900 ml etanol igerisine

kiiltiir stipernatantindan 100 ml eklendi ve 1 gece -20 °C'ye birakildi.

Aseton ¢oktiirmesi icin; 1 gece -20 °C'de birakilan 400 ml aseton igerisine

kiiltiir siipernatantindan 100 ml eklendi ve 1 gece -20 °C'ye birakildu.
Etanol ve aseton coktiirmeleri i¢in elde edilen ornekler 1 gece inkiibasyon
sonrast 6000 rpm'de 20 dk santrifiij edildi. Pellet kismi alindi, 1 gece kurumaya

birakildi. Kuruyan pelletler 5 ml steril dH,O ile ¢oziindiiriilerek -20 °C 'ye kaldirildu.
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Amonyum siilfat ¢oktlirmesi icin % 40, % 60, % 80 yogunlukta ¢oktiirme
kademeli olarak yapildi. Her bir yogunluktaki c¢oktiirmeler 1 gece +4 °C'de
birakilarak ertesi giin 10000 rpm'de 20 dk santrifiij edildi ve -20 °C'ye kaldirildi.
Daha sonra amonyum siilfat, aseton ve etanol coktiirmelerinin enzim aktivite

Ol¢timleri yapildi.

2.9. SDS -PAGE ve Zymogram Analizi

Bacillus megaterium T50 izolatindan elde edilen enzimin molekiil
agirh@inin belirlenmesi i¢in Laemmli (1970)’ye gore % 0,1 jelatin iceren % 15°lik
SDS-PAGE hazirlandi. Bu g¢alismada ham ekstrakt, ultrafiltrasyon ve amonyum

siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen 6rnekler kullanildi.

Hazirlanan jele ornekler iki tekrarli olarak yiiklendi. Jele, ornekler ayirma
jelini gecene kadar o6nce 50 volt, 6rnekler ayirma jeline gectikten sonra ise 100 volt
sabit akim verildi. Elektroforez islemi yaklasik 6 saat siirdii. Yiirlitme islemi
tamamlandiktan sonra aktivite bakilacak jel boyama yapilmadan uzaklastirildi. Jelin
diger kalan kismi1 Comassie Brillant Blue R-250 (CBBR-250) boyasi ile boyanmustir.
Aktivite i¢in kesilen jelden SDS’yi uzaklastirmak igin jel 60 dk % 2,5 Triton X-100
solusyonda yikandi. Ardindan 50 mM tris (pH 8) tamponunda 30 dk 30 °C’de inkiibe
edildi ve aym taze tampon icinde 12-16 saat inkiibasyona tekrar birakildi.
Inkiibasyon sonras1t CBB R-250 boyasinda yaklasik 3 saat boyandi ve boya giderme

sollisyonu i¢ine alinarak yikama islemi gerceklestirildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Bakterilerin Proteolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

T24, T28, T45 ve T50 nolu izolatlarin proteolitik aktiviteleri kalitatif olarak
yagsiz siit tozu ve kazeinli besiyerlerinde 30 °C'de 2 giin inkiibe edilerek
belirlenmistir. Inkiibasyon sonucunda suslara ait kolonilerin etrafinda seffaf zon

olusumu gozlenmis ve proteolitik aktivite pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil
3.1,3.2ve 3.3).

Sekil 3.1. T50 numarali izolatin kazeinli ve yagsiz siit tozu besiyerlerindeki seffaf

zon olugumlari

Sekil 3.2. T28 numarali izolatin kazeinli ve yagsiz siit tozu besiyerlerindeki seffaf

zon olusumlari
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Sekil 3.3. T45 numarali izolatin kazeinli ve yagsiz siit tozu besiyerlerindeki seffaf

zon olugumlari

3.2. izolatlarin Proteaz AKtivitesi

T24, T28, T45 ve T50 nolu izolatlarin yagsiz siit tozu besiyerinden 24 saatlik
araliklarda alinan numunelerin proteaz aktivitesi 600 nm dalga boyunda ol¢iildii.
Ayrica alinan numuneler 6000 rpm'de 20 dk santrifiij edilerek siipernatantlar alindi
ve enzim aktivite tayinleri yapildi. Elde edilen sonuglara gére T50 nolu izolatin 72
saatte yagsiz Siit tozu besiyerinde en yiiksek proteaz aktivitesine sahip oldugu

gozlendi ve galismalara Bacillus megaterium T50 izolatiyla devam edildi.
3.3. Proteaz Enziminin Karakterizasyonu

Bacillus megaterium T50 izolati 200 ml'lik yagsiz siit tozu besiyerinde 72
saat inkiibe edildikten sonra 6000 rpm'de +4 °C'de 20 dk santrifiij edildi. Elde edilen
stipernatant ham ekstrakt olarak isimlendirildi ve kullanilincaya kadar -20 °C'ye
birakildi. Ham ekstrakt kullanilarak optimum pH, optimum sicaklik, farkli metal
iyonlarinin ve farkli organik ¢oziiciilerin proteaz enzimi tizerine etkisi incelendi.

3.3.1. Optimum pH'in Belirlenmesi

Proteaz enziminin optimum pH'sin1  belirlemek ig¢in farkli tamponlar

kullanilmistir. pH 4-10 aralifinda 6l¢iilen aktivite degerleri Sekil 3.4.'de verilmistir.
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Proteaz enzimin en yiiksek aktivitesinin pH 8 oldugu belirlendi. Diger pH
degerlerinde aktivitenin dustiigii goriildii. pH 8'deki proteaz aktivite degeri %100
kabul edilip diger degerler buna gore oranlandi. pH 7'de aktivite yaklasik % 36

civarinda olup, pH 9 ve 10'da aktivitenin % 30'lara diistiigii gdzlenmistir.
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Sekil 3.4. Optimum pH degerinin belirlenmesi

3.3.2. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Bacillus megaterium T50 izolatina ait proteaz enziminin optimum sicaklik
degerlerinin belirlenmesi amaciyla 10-90 °C araliginda 20 dk bekletilerek enzim
aktiviteleri belirlenmistir. Sicakligin aktiviteye etkisine Sekil 3.5.'de yer verilmistir.
En yiiksek aktivite 30 °C'de gozlenmis ve aktivite degeri % 100 kabul edilmistir. 10
°C'de yaklasik % 47, 20 °C'de % 66 aktivite gézlenirken, 40 °C'de degerin yaklasik %
50'ye diistiigi ve bundan sonraki sicaklik degerlerinde de aktivitenin azaldig

belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Optimum sicakligin belirlenmesi

3.3.3. pH ve Sicaklik Stabilitelerinin Belirlenmesi

Enzimin pH stabilitesini belirlemek amaciyla enzim pH 8’de 4 saat boyunca
30 °C’deki su banyosunda tutulmustur. Sekil 3.6.'da pH stabilitesinin degerinin 60.
dakikada yaklasik % 49, 120 ve 180. dakikalarda % 84 oraninda artirdigi, 240.
dakikada ise % 71 arttig1 gézlenmistir.

Sicaklik stabilitesi i¢in kazein igeren enzim karigimi 4 saat boyunca 30 °C'de
bekletilerek enzim aktivite tayini yapildi. Sicaklik stabilitesinin degerinin ise Sekil
3.7.'de 60. dakikada % 52, 120. dakikada % 76, 180. dakikada ise % 83 oraninda
oldugu, 240. dakikada yaklasik % 62 arttig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.6. pH 8 tamponuyla pH stabilite deney sonuglari
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Sekil 3.7. 30 °C'de sicaklik stabilite deney sonuglari

3.3.4. Metal iyonlarimin Proteaz Uzerine Etkileri

Bacillus megaterium T50 izolatina ait proteazin enzimatik aktivitesi tizerine
metal iyonlarinin etkisinin belirlenmesi i¢in CuCl,, MgCl,, MnCl,, ZnCl,, FeCls,
CdCl,, NH4CI, CaCl,, NiCl, ve CoCl, kullanilmistir. Kazein igeren tamponun metal
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iyonlari i¢cinde ¢oziinmesi saglanarak 20 dk ve 1 saat inkiibasyona birakilarak enzim
aktivite tayini yapilmistir. Sonuglar metal iyonu igermeyen kontrole gore
degerlendirilmistir. Sekil 3.8. ve 3.9.'da metal iyonlarinin proteaz enzimi iizerine
etkisi gosterilmistir. 20 dk ve 1 saatlik inkiibasyon sonuglarini karsilastirdigimizda
MnCl, varliginda 20 dk inkiibasyon sonucu aktivitede yaklasik % 66'lik artis
gozlenirken, 1 saatlik inkiibasyon sonucunda bu artisin % 18'e distiigi; MgCl,
varliginda 20 dk'lik inkiibasyonda aktivitede % 3'lik azalma olmasina ragmen 1
saatlik inkiibasyon sonrasi aktivitenin % 9 arttig1; CaClpvarhiginda 20 dk inkiibasyon
sonucu aktivitede % 14'lik artis oldugu 1 saatlik inkiibasyon sonucu bu artisin
yaklasik % 8'e diistiigli gdzlenmistir.
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Sekil 3.8. Metal iyonlarinin proteaz enzimi iizerine etkisi (20 dk bekleme)
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Sekil 3.9. Metal iyonlarinin proteaz enzimi {izerine etkisi (1 saat bekleme)

3.3.5. Organik Coziiciilerin Proteaz Uzerine Etkileri

Bacillus megaterium T50 izolatina ait proteaz enziminin iizerine etanol,
metanol, asetonitril, butan-1-ol, aseton, hekzan, izopropanol ve etilasetat etkisi
arastirilmistir. Bunun i¢in 100 pl ham ekstrakt, 100 pl organik ¢oziicii ile
karistirilmis ve 1 saat 30 °C'de 6n inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak organik
¢Oziicli igermeyen enzim tampon karisimi kullanilmig ve enzim aktivite tayini
yapilmigtir. Sekil 3.10.'da organik ¢oziiciilerin proteaz enzimi iizerine etkisi
gosterilmistir. Sonuglara bakildiginda 6zellikle hekzan varliginda proteaz enzim
aktivitesinin gozle goriiliir ol¢iide arttigi goriilmektedir. Bu calismada hekzan
varhiginda aktivitenin yaklasik % 80 arttig1 gozlenmistir. Aseton varliginda aktivitede
yaklasik % 17, metanol varliginda ise % 24'lik azalma goriiliirken, izopropanol ve

etilasetat varliginda ise aktivitenin yaklasik % 55-60 azaldig1 gézlenmistir.
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Sekil 3.10. Organik ¢oziictilerin proteaz enzimi iizerine etkisi

3.4. Aseton, Etanol ve Amonyum Siilfat Coktiirmesinin Yapilmasi

Yapilan kismi saflagtirma sonucunda 600 nm'de yapilan spektrofotometrik
sonuclara gore aseton ¢oktiirmesinin aktivitesinin etanol ¢oktlirmesine gore daha
yiiksek oldugu goriilmiistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmelerinde pellet ve siipernatant
kisminin aktivitelerine bakilmistir. % 40, % 60 ve % 80 yogunluktaki pellette
stipernantantlara kiyasla aktivitenin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Genel olarak
bakildiginda yogunluk arttikga aktivite artmistir, en yiiksek aktivite % 80

yogunluktaki amonyum siilfat ¢oktiirmesinde gozlenmistir.

3.5. Proteazin Molekiil Agirhginin Belirlenmesi

Bacillus megaterium T50 izolatindan elde edilen enzimin molekiil agirhigimnin
belirlenmesi igin ham ekstrakt, ultrafiltrasyon ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu
elde edilen Ornekler kullanilarak SDS-PAGE yapildi (Sekil 3.11). SDS-PAGE
sonuglarina gore aktivite gosteren yaklasik 20, 80 ve 225 kDa agirliginda en az {i¢

proteaz bantlar tespit edilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.11. Bacillus megaterium T50 izolatina ait proteazin SDS-PAGE goriintiisii
M: Marker, 1: Ham ekstrakt, 2: Ultrafiltrasyon, 3: Amonyum siilfat

Sekil 3.12. Bacillus megaterium T50 izolatina ait proteazin zymogram goriintiisii. M:
Marker, 1: Ultrafiltrasyon
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4. TARTISMA VE SONUC

Giliniimlizde enzim endiistrisi slirekli artan hizla gelisme gostermektedir.
Ticari alanda gida, kozmetik, ilag, tekstil ve deterjan gibi belli bash alanlarin yani
sira  birgok alanda da enzimlere gereksinim duyulmaktadir. Enzimlerin 6neminin
artmasma paralel olarak enzimlerin izole edilebilecegi kaynaklarda Onem
kazanmaktadir. Enzimlerin izole edilebilece§i kaynaklar arasinda mikrobiyal
kaynaklarin yeri biiyiiktiir. Clinkli mikrobiyal kaynaklar zaman ve maliyet agisindan
daha ekonomiktir ve yiiksek aktivite ve stabiliteye sahiptir. Mikrobiyal kaynaklar

icinde Bacillus cinsi bakterilerin enzim iiretiminde 6nemli oldugu bilinmektedir.

Bu tezde Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteaz enziminin
karakterizasyonu yapildi. Ilk olarak stoktaki izolatlarm aktiflestirilmesi icin luria
bertani besiyerine ekim yapildi. Daha sonra izolatlarin yagsiz siit tozu ve kazeinli
besiyerlerinde proteolitik aktiviteleri belirlendi. En yiiksek aktivite gosteren Bacillus
megaterium T50 izolat1 ile ¢alismalara devam edildi. Bu izolatin proteolitik aktivitesi
yagsiz Siit tozu ve kazeinli besiyerleri kullanilarak belirlendi. En iyi proteaz pozitif
zon olusumu yagsiz siit tozu besiyerinde goriilmiistiir. Benzer sekilde Turus (2011)
yaptig1 ¢alismada Bacillus sp. suslarin1 yagsiz siit tozu agar besiyerine ¢izgi ekim
teknigi kullanarak asilamis ve 15 °C'lik etiivde 40 saat inkiibasyona birakmustir.
Inkiibasyon sonunda etrafinda seffaf hidroliz zonu olusan ornekler proteaz pozitif
olarak degerlendirilmistir. Tekin (2008) c¢alismasinda alkalen proteaz iireticisi
izolatlar1 belirlemek i¢in Eraslan ve ark. (2004) uyguladigi yagsiz siit tozu agar
besiyerini modifiye ederek kullanmistir. Mezofilik izolatlar1 37 °C'de, termofilik
izolatlar1 ise 55 °C'de 72 saat inkiibe etmis, inkiibasyon sonrasi koloni ¢evresindeki
seffaf zonlarin varligin1 proteaz pozitif olarak degerlendirmistir. Seving (2010)
caligmasinda bakterilerin proteaz iiretme kapasitelerini belirlemek icin kazeinli
besiyeri (Sangeethaa ve Phil, 2008) ve yagsiz siit tozu besiyeri (Qadar ve ark., 2009)
olmak iizere iki besiyeri kullanmustir. Orneklerini yayma ekim yontemiyle ekim
yapmis ve 37 °C'de 18 saat inkiibasyona birakmustir. Inkiibasyon sonucu agik renkli
zon olan koloniler proteaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Nadeem ve ark. (2008)

yaptiklar1 ¢alismada topraktan izole ettikleri Bacillus cinsi bakterileri yagsiz siit tozu
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iceren agarli plaklara yayma metodu ile ekerek 37 °C'de 18 saat inkiibasyona

birakmis ve zon ¢aplarina gore proteaz aktivitesinin miktarini belirlemislerdir.

Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteazin optimum
sicakliginin 30 °C oldugu belirlenmistir. Mevcut ¢alismalar incelendiginde Haddar ve
ark. (2009), Bacillus mojavensis A21’den alkaliserin proteazlar (BM1 ve BM2)
saflagtirmislardir. Her iki enzimde optimum aktiviteyi 60 °C’de gdstermistir. Yang ve
ark. (2000) yaptiklar1 ¢aligmada Bacillus subtilis'ten saflastirdiklart metalloproteazin
optimum sicakliginin 50 °C oldugunu saptamislardir. Gharbel ve ark. (2003)
Bacillus cereus BG1'den saflastirdiklar1 proteaz enziminin maksimum sicakligini 60
°C olarak bildirmislerdir. Jellouli ve ark. (2011)  ¢alismalarinda Bacillus
licheniformis MP1'den iiretilen proteaz enziminin optimum sicakligimi 70 °C
bulmuslardir. Kaur ve ark. (2001) Bacillus sp. P-2'den yiiksek derecede termostabil
alkalen proteaz iiretimi {lizerine calismis ve bakteriden izole ettikleri proteaz
enziminin maksimum aktivitesinin 30 °C'de oldugunu bildirmislerdir. Joo ve ark.
(2002) Bacillus horikoshii'den iiretilen proteazin 50 °C'de maksimum aktivite
gosterdigini rapor etmislerdir. Kati ve ark. (2016b) Bacillus thuringiensis'ten iiretilen
proteazin 30 °C'de maksimum aktiviteye sahip oldugunu bulmuslardir. Bu
caligmadaki sonuca bakildiginda Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen

proteazin 10 °C ile 40 °C arasinda aktivite gosterdigi goriilmektedir.

Bu c¢alismada Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteazin
optimum pH'st pH 8 olarak belirlenmistir. Diger calismalara bakildiginda Beq ve
Gupta (2003) Bacillus majovensis susundan izole ettikleri oksidant stabil serin alkali
proteaz enziminin optimum pH araligin1 7-11,5 olarak bulmuslardir. Motta ve Punj
(1998) proteaz enziminin optimum pH'sin1 Bacillus polymxa'da 7,5 olarak
belirlemislerdir. Kim (2001), Gharbel (2003) ve Rahman (2006) Bacillus cereus ile
yaptig1 calismalarda elde ettikleri metalloproteazin maksimum pH'sin1 8 olarak tespit
etmiglerdir. Yang ve ark. (2000) yaptiklar1 benzer bir ¢alismada Bacillus subtilis'ten
izole ettikleri metalloproteazin optimum pH'sin1 8 bulmuslardir. Kat1 ve ark. (2016b)
Bacillus thuringiensis'ten izole ettikleri proteaz enziminin pH 7-9 arasi yiiksek

aktivite gosterdigini ancak en yliksek aktivitenin pH 8'de oldugunu bildirmislerdir.
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Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteaz enziminin optimum

pH'sinin literatiirdeki bu ¢aligmalarla uyumlu oldugu goriillmektedir.

Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteaz enziminin aktivitesi
tizerine metal iyonlarinin etkisi 20 dk ve 1 saat On inkiibasyona tabi tutularak
arastirtlmistir. 20 dk 6n inkiibasyon sonucu MnCl, NH,4CI ve CaCl; varliginda enzim
aktivitesi artarken diger metal iyonlarmin aktiviteyi inhibe ettigi; 1 saatlik on
inkiibasyon sonucu MgCl, MnCl, NH,4CIl ve CaCl; varliginda aktivite artarken diger
metal iyonlar1 varliginda aktivitenin azaldigi gozlenmistir. Diger ¢alismalara
bakildiginda; Ahmetoglu (2011) Bacillus cereus KGS5 bakterisinden izole ettigi
proteaz enziminin aktivitesinin MnCl,, CaCl, ve MgCl, varliginda arttigini; ZnCly,
CuCl; ve HgCl, varliginda ise azaldigini belirtmistir. Adinarayana ve ark. (2003)
Bacillus subtilis PE-11 bakterisinden kismen saflastirdiklari enzimin aktivitesinin
CaCl, ve MgCl; varliginda arttigin1 belirlemiglerdir. Nascimento ve Martins (2004)
termofilik Bacillus sp.'e ait ekstraseliiler proteaz aktivitesinin HgCl,, CuCl,, ZnCl,,
KCl tarafindan inhibe edildigini bildirmislerdir. Yang ve ark. (2000) Bacillus
subtilis'ten izole ettikleri proteaz enziminin aktivitesinin MnCl, varliginda arttigini,
HgCl, varliginda ise inhibe oldugunu bulmuslardir. Okumus (2004) Bacillus sp.'den
izole ettigi alkalin serin proteaz enziminin aktivitesinin HgCl, ve CuCl; varliginda
inhibe oldugunu belirtmistir. Gabdrakhmanova ve ark. (1999) Bacillus intermedius
ile yaptiklar1 ¢alismada enzim aktivitesinin CaCl,, MgCl,, CoCl,varliginda arttigini
tespit etmislerdir. Kat1 ve ark. (2016b) Bacillus thuringiensis ile yaptiklari ¢alismada
izole ettikleri proteaz enziminin aktivitesinin  MnCl, varliginda arttigim

bildirmislerdir.

Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteaz enzimi iizerine
organik c¢dziiciilerin etkisi incelendiginde hekzan varliginda aktivitenin % 80
oraninda arttig1; aseton, etanol, izopropanol, etilasetat, butan-1-ol varliginda ise
yaklasik % 40-% 60 oraninda azaldig1 goriilmiistiir. Diger arastirmalara bakildiginda
Tolan (2015) Bacillus sp. MTO1 ile yaptigi ¢alismasinda aseton varliginda enzim
aktivitesinin % 47 oraninda arttigini; 2-propanol, benzen, etanol, DMSO, toluen
varhginda ise % 10 ile % 20 arasinda aktivite kayb1 oldugunu bulmustur. Ismarci

(2014) Bacillus megaterium'dan izole ettigi proteaz enzimi {izerine organik
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¢oziiciilerin etkisini incelediginde DMSO, 2-propanol, toluen ve metanolun aktiviteyi
artirdigini, etanolun herhangi bir degisiklige neden olmadigini, aseton ve asetonitrilin
aktiviteyi diistirdiigiinii tespit etmistir. Yavuz (2013) Saccharomyces cerevisia'dan
elde ettigi proteaz enziminin aktivitesinin gliserol, asetonitril ve metanol varliginda
azaldigini; aseton, toluen, kloroform ve benzen varliginda ise aktivitenin % 65
oraninda korundugunu bildirmistir. Reddy ve ark. (2008) Bacillus sp. RKY3
bakterisinden elde ettikleri proteazin aktivitesinin aseton ve biitanol varhiginda
azaldigin1 belirtmislerdir. Ghorbel ve ark. (2003) balik endiistrisinin atik suyundan
izole ettikleri Bacillus cereus'tan elde edilen proteazin aktivitesinin metanol, DMSO
ve asetonitril varliginda % 95 oraninda korundugunu belirtmislerdir. Kat1 ve ark.
(2016b) yapraktan izole ettikleri Bacillus thuringiensis'ten elde ettikleri proteaz

enziminin aktivitesinin hekzan varhiginda arttigini gérmiislerdir.

Bu ¢aligmada Bacillus megaterium T50 izolatindan elde edilen proteaz
enziminin molekiil agirlig1 yapilan SDS-PAGE ¢aligsmalar1 sonucu yaklasik 20, 80 ve
225 kDa olarak bulunmustur. Cesitli arastirmacilarin yaptigi c¢alismalar farkli
molekiil agirhigina sahip Bacillus proteazlart oldugunu gostermistir. Kumar ve ark.
(2012) siis bitkisi fidanhigindan izole ettikleri Bacillus subtilis EAG-2'den
saflagtirdiklar1 proteazin molekiill agirhigini 27 kDa, Moradian ve ark. (2009)
topraktan izole ettikleri Bacillus sp. HR-08 bakterisinden saflastirdiklar: alkalin
proteazin molekil agirligini 29 kDa, Tanskul ve ark. (2013) Bacillus subtilis
izolatindan iiretilen serin alkalin proteazin molekiil agirligimm 30 kDa olarak
bulmuslardir. Yossan ve ark. (2006) Bacillus megaterium'dan izole ettikleri alkalen
proteazin molekiil agirligint 30 kDa olarak bulduklart bildirmislerdir. Frikha ve ark.
(2005) Bacillus cereus BG-1 ile yaptiklar1 ¢alismada 34 kDa'luk proteaz enzimi
saflagtirdiklarini bildirmiglerdir. Venugopal ve Saramma (2005) Bacillus circulans
BMI15 izolatindan izole ettikleri proteazin, Beq ve ark. (2003) ise Bacillus
mojavensis'ten izole ettikleri proteazin molekiil agirligini 30 kDa olarak
bulmuslardir. Seifzadeh ve ark. (2008) Bacillus sp.'den izole ettikleri proteazin
molekiil agirligim1 47 kDa, Yang ve ark. (2000) Bacillus subtilis'ten izole ettiklerini
metalloproteazin molekiil agirliginin 44 kDa oldugunu belirtmislerdir. Asker ve ark.
(2013) Bacillus megaterium ile yaptiklar1 ¢alismada iki farkli termostabil proteaz

enzimi saflagtirmis ve molekiil agirhiklarini sirasiyla 28 ve 25 kDa olarak
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bulmuslardir. Mala ve arkadaglar1 (2008) yaptiklar1 ¢alismada, topraktan izole edilen
Bacillus tiirlerinden alkalin proteaz saflagtirmislar ve kazein zimografi ve SDS-
PAGE ile kismen saflastirilmis enzimin molekiiler kiitlesi sirasiyla yaklasik 66 kDa
ve 18 kDa olarak iki bant gozlenmistir. Sarnaik ve ark. (2006) Bacillus cerus MCM
B-326’dan elde edilen proteazin 36 ve 45 kDa olmak {iizere 2 farkli bant meydana
getirdigini bildirmistir.

Bu tezde Bacillus megaterium T50 izolatindan izole edilen proteaz enziminin
karakterizasyonu yapilmistir. Proteaz enzim aktivitesi igin yagsiz siit tozu besiyeri
kullanilmis ve en yiiksek aktivite 72. saatte gozlenmistir. Caligma sonucunda izole
edilen proteaz enziminin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 8 olarak
bulunmustur. Sicaklik calismast sonucunda enzimin 10-40 °C arasinda aktivite
gosterdigi ancak maksimum aktivitenin 30 °C'de oldugu bulunmus ve 40 °C'den
yiiksek sicakliklarda aktivitenin azaldigi gozlenmistir. pH ve sicaklik stabilite
calismalar1 i¢in 30 °C sicaklik ve pH 8'de yapilan deneyler sonucu enzim
aktivitesinin 2-4 saat arasi stabil kaldig1 gozlenmistir. Ortamda MnCl, varliginda 20
dk 6n inkiibasyon sonucu enzim aktivitesinin % 60, NH,Cl varliginda % 4 ve CaCl,
varliginda ise yaklasik % 14 arttigi goriilmiistiir. 1 saat 6n inkiibasyon sonucu
aktivitenin ortamda MnCl; varlhiginda yaklasik % 18, CaCl, varliginda % 8, NH,CI
varliginda % 3, MgCl, varliginda % 9 arttig1 gozlenmistir. Organik ¢oziiciilerden
hekzan ortama eklendiginde aktivite yaklasik % 80 artmaktadir. % 80 yogunlukta
yapilan amonyum siilfat ¢oktlirmesinde enzim aktivitesinin yliksek oldugu ve yapilan
SDS-PAGE caligmalar1 sonucu yaklagik 20, 80 ve 225 kDa biiytiikliiklerinde 3 farkli

proteaz band1 bulunmustur.
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