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Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden izole edilen toplam 57 adet izolat igerisinden Skim Milk Agar
besiyerinde proteolitik zon olusturabilen 32 izolat icerisinden pH 9.0 veya 10.0’luk Skim Milk
Agar besiyerinde gelisme gostererek zon olusturabilen toplam 14 adet izolat ve standart olarak
Bacillus licheniformis DSMI13 segilerek alkalen proteaz iretim yetenekleri yo6niinden
incelenmigtir. 1 {inite alkalen proteaz aktivitesi, 30°C’de dakikada 1 pl tirozin agiga ¢ikmasi i¢in
gerekli enzim miktari olarak tanimlanmigtir. Enzim {iretim miktarlarina gore yapilan siralama
sonucunda alkalifilik basil oldugu belirlenen Gram (+), hareketli, spor olusturabilen, katalaz
aktivitesine sahip APT5 izolatinin (1555 U/ml/g), standart B. licheniformis DSM 13’den (1197
U/ml/g) 48 saat sonunda pH 10.0’luk glisin-NaOH tamponunda daha yiiksek kapasitede alkalen
proteaz aktivitesi goriilmiis ve bundan sonraki enzim saflastirmasi ¢aligmalarinda alkalifilik
Bacillus sp. APTS5 izolati kullanilmistir. Alkalen proteaz enzimi, besiyeri iist sivisindan aseton
presipitasyonu ve iyon degisim kromotografisi uygulanarak 500,1 U/mg spesifik aktivitede, 1,6
kat ve %29,5 verimle saflastirilmistir. SDS- ve Native-PAGE ile enzimin elektroforetik
davranig1 belirlenmistir. APTS enziminin pH 11 ve 50°C’de optimum aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Enzimin 50°C’deki 4 saatlik stabilitesi ve pH11.0’deki 3 giinliik stabilitesi %100
olarak bulunmustur. Mn'? divalent katyonunun enzimin aktif merkezine baglandig1 diisiiniilerek
aktiviteyl %153 oraninda arttirdig1 gortilmistiir. Serin proteazlarin bir inhibitdrii olan PMSF
varliginda APT5 alkalen proteazi ile subtilisin Carlsberg fireticisi Bacillus licheniformis’e ait
standart enzimin benzer aktivite gdstermesi enzimin serin proteazlarin subtilisinler alt grubuna
dahil olabilecegini gostermistir. Bu calisma ile alkalifilik APTS izolatindan yeni bir alkalen
proteaz enzimi saflagtirilarak karakterize edilmis, optimum sicaklik ve pH degerleri ile inhibitor
ve metal iyonlarina karsi gosterdigi direng nedeniyle enzimin yiiksek bir yapisal stabiliteye
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu o6zellikleri ile APTS alkalen proteazinin deterjan enddiistrisinde
yiiksek bir kullanim potansiyeline sahip olabilecegi diistiniilmektedir.

Mayis 2008, 109 sayfa
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ALKALINE PROTEASE PRODUCTION CAPACITY OF BACILLUS spp. ISOLATED
FROM TURKEY and PARTIAL CHARACTERIZATION OF ENZYMES
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Thirty two bacterial strains of 57, which produce clear proteolytic zone on Skim Milk Agar,
were selected from distinct regions of Turkey. 14 out of 32 isolates could grow and showed
clear zone on Skim Milk Agar with pH 9.0 and 10.0 and, thus their alkaline protease production
capacities were determined by comparing with alkaline protease producer Bacillus licheniformis
DSM13 standard strain. One unit of alkaline protease activity is defined as the amount of the
enzyme needed for producing 1 pg of tyrosine per minute at 30°C. According to the alkaline
protease production levels after cultivation for 48 hours, it was found that Gram (+), rod-shaped,
motile, catalase (+), spor forming, alkalophilic bacterium APTS5 produced higher amount of
alkaline protease (1555 U/ml/g) than standart DSM 13 strain (1197 U/ml/g) when pH 10.0
Glycine-NaOH buffer was used, it is there for further purification experiments were carried on
APTS isolate. Alkaline protease enzyme was purified 1.6 fold from culture supernatant by
acetone precipitation and ione-exchange chromotography with 500 U/mg specific activity and
29,5% yield. Electrophoretic mobility of enzyme was determined using SDS- and Native-
PAGE. The pH and temperature optima for APTS alkaline protease were measured as pH 11
and 50°C, respectively. Enzyme showed 100% stability at 50°C for 4 hours and at pH11.0 for 3
days. It was found that Mn divalent cation stimulated the enzyme activity with 153% ratio
probably by binding the active site of the enzyme. PMSF which is a specific inhibitor for serine-
proteases did not show inhibitory effect on the enzyme activity. On the other hand PMSF
showed simillar effect on a standart subtilisine Carlsberg producer bacterium Bacillus
licheniformis’s enzyme and APTS5’s alkaline protease. Thus this result showed that APTS5
alkaline protease could be a subtilisin protease which is a subgroup of serine proteases. In this
study, a new alkaline protease was purified and characterized from the alkalophilic isolate
APTS, and it was demonstrated APT5 alkaline protease has a high conformational stability not
only because of its optimal pH and temperature, but also its high resistance to inhibitors and
metal ions tested. In conclusion, it is thought that APTS alkaline protease has a potential for
being used in detergent industry with its extreme properties.

May 2008, 109 pages
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1. GIRIS

Proteazlar (EC 3.4 ), dogada ¢ok c¢esitli olarak bulunan proteinlerdeki peptid baglarinin
kirilmasin1  katalizleyen enzim grubudur. Proteazlar biitlin canli organizmalarda
bulunan, hiicrenin gelismesi ve farklilagsmasi igin gerekli olan enzimlerdendir.
Proteinlerin hidrolizinde spesifik katalitik role sahiptirler. Bu enzimler, ¢ok cesitli
olmalarinin yaninda metabolizma, gen ekspresyonun regiilasyonu, patojenite ve
transportta biiyiik protein molekiillerinin kiigiik molekiillere hidrolizi ve bunun gibi
biyolojik olaylarda 6dnemli gorevler yapmaktadir. Son on yilda gida, deri, farmasoétik,
biyolojik atitk giderimi ve tekstil endiistrisinde protein bazli boyalarin

uzaklastirilmasinda alkalen proteaz uygulamalar1 ¢ok hizl bir sekilde artmstir.

Etki sekli ve yapisal cesitlilikleri nedeni ile proteazlarin karakterizasyonu oldukca
zordur. Yeni molekiiler biyoloji tekniklerinin artmasiyla katalitik ve aktif merkezlerinin
tic boyutlu yapisi, etki mekanizmalar1 ve ii¢ boyutlu yapilarindaki evrimsel iligkilerine
gore proteazlar familyalar halinde gruplanmislardir. Etki ettikleri peptid baginin
konumuna gore ekzo- ve endoproteazlar olarak ikiye ayrilan proteazlardan
endoproteazlar aktif bdlgelerindeki fonksiyonel gruplarin ozellikleri ve katalitik
mekanizmalar1 temel alindiginda serin proteazlar, aspartik proteazlar, sistein/tiol
proteazlar ve de metalloproteazlar olmak {izere dort gruba ayrilmaktadirlar.
Endoproteazlarin bu dort grubu canli organizmalarda belirlenmis ve bunlardan serin
proteazlar, sistein proteazlar ile metalloproteazlar bakterilerden izole edilerek

saflastirilmistir.

Mikroorganizmalar, fermantasyon yontemi ile kisa siirede fazla miktarlarda {iretilmeleri
nedeni ile cazip proteaz kaynaklaridir. Ayrica mikrobiyal proteazlar uzun raf omiirleri
ile ideal kosullarda haftalarca aktivitelerini kaybetmeden depolanabilmektedirler.
Proteazlar, mikroorganizmalar tarafindan hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak sentezlenirler.
Hiicre ici proteazlar sporulasyon, farklilagma, enzimlerin ve hormonlarin olgunlasmasi,
protein katlanmasi gibi hiicresel ve metabolik olaylarda gorev yapmaktadir. Hiicre dis1
proteazlarin hiicre dis1 kosullarda hidrolitik iirlinlerin hiicre i¢ine alinmasina imkan

saglamak gibi rolleri vardir. Ayn1 zamanda protein parcalanmasini temel alan bir¢ok



ticari alanda da kullanilmaktadirlar. Hiicre dis1 iiretilen ve fermantasyon besiyerine
direkt olarak salgilanan mikrobiyal proteazlar iiretilmelerindeki kolaylik nedeni ile

bitkisel ve hayvansal proteazlara karsi tercih edilmektedirler.

Proteaz iireticisi oldugu bilinen mikroorganizmalar igerisinden c¢ok azi toksik ve
patojenik olmamalari1 nedeni ile ticari kullanimda uygun goriilen iireticilerdir (generally
recognized as safe; GRAS). Bacillus cinsine ait tiirler alkalen proteaz tireticisi
bakterilerin basinda gelir. Bu cinse ait en ¢ok tercih edilen tiirler B. licheniformis, B.
subtilis, B. amyloliquifaciens ve B. mojavensis’tir. Bir diger potansiyel alkalen proteaz
iireticisi bakteri cinsi ise Pseudomonas sp.’dir. Arastrmalara gore ticari alanda en biiytik

ilgi bakteriyal Bacillus sp. tizerinde yogunlasmaktadir.

Diinya genelinde enzim satislarinin %60°1n1 olusturan bakteriyal proteazlar endiistriyel
enzimlerin en biiyilk smiflarindan biri haline gelmistir.  Genis biyokimyasal
cesitlilikleri, mikroorganizmalarin hizli gelismeleri, hiicre kiiltiirleri i¢in limitli alanlarin
yeterli olmasi ve genetik manupulasyonlarla yeni enzimlerin meydana getirilmesini

sagladig1 icin mikrobiyal proteazlar enzim kaynagi olarak tercih edilmektedir.

Alkalen proteazlar, deterjan enzimlerinin 6nemli bir grubudur. Organik ¢oziiciiler
varliginda dogal olarak stabil olmalari ve sentetik reaksiyonlarda kullanilabilmeleri
nedeni ile oOzellikle Bacillus cinsi bakterilerden alkalen proteaz {iretimi deterjan
enddistrisi i¢in ilgi goren bir diger konudur. Organik ¢oziiciileri tolare edebilen bakteri
proteazlarinin kullanilmasi denatiirasyon, enzimin inaktive olmasi ve organik ortamdaki
diisiik iirlin miktar1 gibi ana problemlerin ¢oziimlenmesine olanak saglayabilmektedir.
Bakteriyal kokenli proteazlar1 popiiler hale getiren diinya iizerindeki en biiylik ticari

paya sahip olan Danimarka’daki ‘Novozyme’ firmasidir.

Uygulama alanlar1 gida ve besin endiistrisi, peptid sentezi, deri enddistrisi, endiistriyel
ve evsel atiklarin giderilmesi, fotograf endiistrisi, medikal alanlar, ipek islenmesi ve en

cok talep gordiigii deterjan endiistrisidir.



Bu calisma ile Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
Laboratuvari’nda gliserol igerisinde saklanan termofilik ve halofilik bakteri izolatlar1 ve
Ankara ilinden izole edilen alkalifilik bakteri izolatlarinin alkalen proteaz {iretim
yetenekleri aragtirilmistir. Bu izolatlarin alkalen proteaz iiretim kapasiteleri standart
bakteri susu Bacillus licheniformis DSM 13 ile kiyaslanarak belirlenmistir. Hiicre disi
seklinde yiiksek oranda alkalen proteaz iireten APTS izolati segilerek enzimin
karakterizasyonu yapilmistir. Enzimin kismi saflastirmasi, elektroforetik mobilitesi,
farkli sicaklik ve pH degerlerindeki aktivite ve stabilitesi, metal iyonlarinin,
stirfaktanlarin ve inhibitorlerin enzim tiizerine etkisi belirlenmistir. Boylece standart
enzimden farklilik gosteren stabilizasyonu yiiksek alkalen proteaz iireten Bacillus sp.

izole edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Alkalifilik Bacillus Cinsi Bakterilerin Ozellikleri

Carl Woese tarafindan 16 ve 18S rRNA dizilerinin karsilastirilmasiyla olusturulmus
siiflandirmaya gore Bacillus cinsi mikroorganizmalar Bakteri (Eubakteri) domanini
icerisine dahil edilmistir (Woese and Wolfe 1985, Woese 1999). Bacillus cinsi
organizmalar Gram (+), spor olusturabilen, ¢ubuk seklinde, aerob veya fakiiltatif aerob,
katalaz pozitif mikroorganizmalardir (Claus and Berkeley 1986). Bacillus cinsi
mikroorganizmalarin ayirt edilmesinde kullanilan temel ozellikler cizelge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1 Bacillus cinsi mikroorganizmalarin genel 6zellikleri

Ozellik Bacillus cinsi

Cubuk sekli +
Hiicre ¢ap1 <2.5 pm
Filament varlig1 -
Kivrilmig ¢gubuklar veya filamentlerin varligi -
Hareket yetenegi
Endospor olusumu
Gram reaksiyonu
Zorunlu anaerob {ireme

Fakultatif anaerob lireme

O O g + + +

Homolaktik fermantasyon
Siilfatin siilfite reaksiyonu -
Katalaz aktivitesi

Oksidaz aktivitesi

+ O+

Glukozdan asit olusumu
Nitratin nitrite rediiksiyonu D

G+C orani1 (% mol) 32-69

Not: D, Degisken




Bacillus cinsine ait sporlar, vejetatif hiicre formlarina oranla besin yetersizligi, 1s1, UV
radyasyon, dezenfektanlar ve H,O, gibi okside edici ajanlarla muameleye karsi ¢ok
direnglidirler. Vejetatif hiicrelerdeki endospor sekli, tiiriin 6zelligine bagl olarak
terminal, subterminal ve sentral olmak {izere iige ayrilir. Ayrica endospor hiicrede yine
tiriin ozelligine bagl olarak siskinlik olusturabilir. Sporlar1 ise elipsoidal, yuvarlak,
oval, muz veya silindirik sekillerde olabilir. Bacillus sporlar1 i¢ten disariya dogru
gidildik¢ce 6z, i¢ spor ceketi, dis spor ceketi, korteks ve ekzosporiyum kisimlarindan
olusur. Spor protoplasti ve 6zilindeki diisiik su igerigi, spor ceketindeki kalsiyum ve
dipiklonik asit gibi yiliksek mineral seviyesi, azaltilmis spor gegirgenligi ve spor
kromozomunun asitle ¢oziinebilen (SASP) bir grup proteinle doyurularak DNA
hasarinin  6nlenmesi direncinin nedenleridir. Zor kosullarda spor olusturabilme
yeteneklerine bagl olarak diisiik sicakliklardan yiiksek sicakliklara, asidik, alkalin veya
tuzlu ortamlara kadar c¢ok cesitli habitatlardan izole edilebilmiglerdir (Claus and
Berkeley 1986). Biyokimyasal, morfolojik ve molekiiler biyolojik tekniklere gore spor

olusturabilen Gram (+) Bacillus’larin taksonomik siniflandirmasi asagidaki gibidir.

Domain = Bacteria (Eubacteria)

Alem = Firmicutes (Gram (+) Bakteri)
Siif = Bacilli

Ordo = Bacillaes

Aile = Bacillaceae

Cins = Bacillus

Ekstrem c¢evre kosullarindaki 6zel kosullara adapte olarak populasyon olusturan
mikroorganizmalar, yasayabildikleri bu kosullara gore gore alkalifiller, halofiller,
termofiller ve asidofiller olarak adlandirilmaktadir. Alkalifilik mikroorganizmalar
gelisebilmek icin pH 9.0 veya daha yiiksek alkali kosullara gereksinim duyar ve
genellikle optimum pH 10.0’da gelisebilmektedirler. Alkalifiller esas olarak nétral
pH’ya sahip ¢evre kosullarindan, bazen de asidik toprak 6rneklerinden ve digkidan izole
edilmektedir. Alkalifilik bakteriler aerobik alkalifiller, anaerobik alkalifiller,

Haloalkalifiller, Metanojenler, Siyanobakteriler olmak {izere 5 ana gruba ayrilmaktadir.



Alkalifilik mikroorganizmalar notrofilik mikroorganizmalarla birlikte dogada ekstrem
kosullarda bulunmaktadir. Sekil 2.1°de alkalifilik mikroorganizmalarin bulundugu
toprak Ornekleri ve pH degerleri 6rneklemektedir. Alkalifilik mikroorganizmalar nétral
toprak Srneklerinde 10%-10°/g araliginda bulunma sikhigi gosterirken nétrofilik
mikroorganizma populasyonunun 1/10 ile 1/100’e karsilik gelmektedir. Alkalifilik
bakterileri izole edebilmek i¢in alkalin besiyeri kullanilmasi zorunludur. pH degerini
10.0 civarina ayarlayabilmek icin genellikle sodyum karbonat kullanilmaktadir ¢iinkii
alkalifiller gelisebilmek i¢in az da olsa sodyum iyonlarina gereksinim duymaktadir

(Horikoshi 1999).
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Sekil 2.1 Alkalifilik bakterilerin bulunduklar toprak 6rnekleri ve pH degerleri



Baz1 nétrofilik organizmalar ekstrem pH kosullarinda gelisme gdsterebilmektedir.
Bunun nedeni olumsuz kosullarda hayatta kalabilmek ve ¢ogalabilmek i¢cin membran
Ozelliklerini ve tasima mekanizmalarimi degistirerek 6zel fizyolojik ve metabolik
sistemlere adapte olmalaridir. Alkalifilik mikroorganizmalar yiiksek alkalin kosullarda
gelisebilen farkli bir grup olusturmaktadir. Buna ilaveten alkalifiller ve alkalotolerantlar
olmak tizere iki genis gruba ayrilirlar. Alkalifil terimi optimum olarak pH 9.0°da gelisen
ancak pH 7.0’nin altinda ve pH 10.0’un lizerindeki pH kosullarinda da gelisebilen
organizmalar i¢in kullanilmaktadir. Diger yandan alkalotolerant organizmalar pH 10.0
tizerindeki pH degerlerinde gelisim gosterebilirken optimum gelisim araligi nétrale
yakindir. Ekstrem alkalifiller fakiiltatif ve obligat alkalifiller olmak iizere iki alt gruba
daha ayrilir. Fakiiltatif alkalifiller optimal pH 10.0’da ve lizerindeki pH kosullarinda
gelisim gosterirken notral kosullarda da gelisebilmektedirler ancak obligat alkalifiller

notral kosullarda gelisim gosterememektedirler (Kumar and Takagi 1999).

2.2 Alkalifillerin Fizyolojik Ozellikleri

Birgok alkalifil, notrofilik mikroorganizmalarin aksine pH 10.0 civarinda optimum
gelisme gostermektedir. Bu durumda alkalifilik mikroorganizmalarin ekstrem pH
kosullarinda gelisim gosterebilmeleri notrofilik mikroorganizmalarla aralarinda
fizyolojik ve yapisal farklilik olup olmadigi sorusunu akila getirmektedir. Hiicre ici
enzimlerin optimum pH’sina goére mikroorganizmalarin sitoplazmik pH’s1 tahmin
edilebilmektedir. Ornegin alkalifilik bir mikroorganizma olan Micrococcus sp. 31-2
susuna ait o-galaktozidaz enzimi katalitik aktivitesinin optimum pH 7.5’da
gerceklestirmektedir bu da hiicre i¢ci pH’ nin nétral oldugunu gostermektedir. Hiicre igi
pH’y1 tahmin etmedeki bir diger yontem aktif olarak hiicre tarafindan tasinmayan zay1f
bazlarin hiicre igindeki ve disindaki dagilimini belirlemektedir. Cizelge 2.2’de Bacillus
cinsi bakterilerin farkli dis pH degerlerindeki hiicre i¢i pH degerleri verilmektedir
(Horikoshi 1999). Hiicre icinin noétral hiicre dist ortamin alkalifilik olmasi,

alkalifililikteki anahtar 6zelligin hiicre ylizeyiyle baglantili oldugunu gostermektedir.



Alkalifilik Bacillus cinslerinin protoplasti, alkalin ¢evre kosullarinda stabilitesini
kaybettigi zaman hiicreyi alkalin kosullarda korumakta anahtar rolii hiicre duvarinin
oynadig1 disiiniilmistiir. Bir¢ok alkalifilik Bacillus spp.’nin hiicre duvar1 bilesenleri
notrofilik Bacillus subtilis ile karsilastirilarak arastirilmistir. Ayrica Bacillus spp. hiicre
duvarlar1 peptidoglikan tabakasina ilaveten galakturonik asit, glukonik asit, glutamik
asit, aspartik asit ve fosforik asit gibi asidik polimerleri igerdigi belirlenmistir.
Pepditoglikan tabakaya ait olmayan bu negatif yikli asidik bilesenlerin, hiicre
ylizeyinden sodyum ve hidronyum iyonlarinin absorbe ederek hidroksil iyonlarini
uzaklagtirma yetenegini saglayarak alkalin kosullarda gelismeye yardim ettigi

distintilmektedir.

Cizelge 2.2 Bacillus cinsi mikroorganizmalarin degisen dis pH degerlerindeki hiicre igi

pH degerleri

Mikroorganizma Hiicre dis1 pH Hiicre ici pH

Bacillus alcalophilus 8.0 8.0
9.0 7.6
10.0 8.6
11.0 9.2

Bacillus firmus 7.0 7.7
9.0 8.0
10.8 83
11.2 8.9
11.4 9.6

Bacillus sp. YN-2000 7.5 8.5
8.5 7.9
9.5 8.1
10.2 8.4




Alkalifilik mikroorganizmalar etkin olarak pH 9.0 ve 11.0 aralifinda gelismektedir ve
Na' iyonlarna ihtiya¢ duymaktadirlar. Kemoozmotik teoriye gére, hiicrelerdeki proton
ittirme giicii elektron tasima zinciri veya ATPaz enzimi tarafindan ATP metabolizmasi
ile H" ¢ikartilmas1 sonucu olusmaktadir. Na'-bagl tasima sistemlerinde H' ile Na"
degisimi Na'/ H' antiporter sistemleri ile ger¢eklesmektedir. Boylece Na' ittirici giic ile
substratlar Na* esliginde hiicre i¢ine almmaktadir. Hiicre dist pH’sin1 7.0’den 9.0’a
artiran test substrati olarak a-aminoizobiitirat kullanildigi zaman sodyum iyonlarinin
varliginda hiicre i¢ine substratin alimin artirdigt belirlenmistir. 0.2N NaCl uygulandig1
zaman hiicre i¢ine alimin, NaCl uygulanmadig1 zamankinden 20 kat daha fazla oldugu
bulunmustur. K™ Li"%, NHa, Cs™ ve Rb™ gibi katyonlarin ise hiicre i¢ine substralarin

aliminda higbir etki gostermedigi belirlenmistir.

Hiicre ici pH’s1 ile hiicre dis1 pH’sin1 dengelenmesinde hiicre zar1 ve hiicre duvar etkin
rol oynamaktadir. Sekil 2.2°de pH 10.5 degerindeki dis ortamnin pH’sint 8.0
degerindeki i¢ ortama dengelemek i¢in hiicre yiizeyindeki hiicre zar1 ve hiicre duvari ile
iki farkli bariyer uygulandigi ve membran proteinlerinin transferde rol oynadigini

gosterilmektedir (Horikoshi 1999).
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Sekil 2.2 Sitoplazmik pH regiilasyonun sematik ifadesi

2.3 Proteaz Kaynaklar

Proteazlar dogada olduk¢a yaygin bulunan Onemli enzim gruplarindan birini
olusturmaktadir. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi canli gruplarinda genis
cesitlilik gostermektedirler. Bitkilerden proteaz iiretimi zaman gerektiren bir islemdir.
Kiiltiir kosullarinin devamliligi ve gelisme igin gerekli olan iklim kogullar1 gibi faktorler
bitkisel proteazlarin kullanimini yonlendirmektedir. Papain, bromelin, keratinazlar ve

fisin baz1 iyi bilinen bitki orijinli proteazlardir.

Hayvansal orijinli proteazlar1 pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renin

olusturmaktadir. Bu proteazlar biiyiik hacimlerde fazla miktarda saflagtirilabilmektedir.

10



Ancak bunlarin iiretimi fazla miktarda ¢iftlik hayvaninin kesimini gerektirdigi igin
tarimsal politikalarla yonlendirilmektedir. Bitkisel ve hayvansal proteazlarin elde
edilmesindeki kisitlamalar nedeni ile mikrobiyal proteazlara karsi ilgi tiim diinyada

artmaktadir.

Biyokimyasal ¢esitlikleri ve genetik manupulasyonlara olanak sunmasi nedeni ile
mikroorganizmalar uygun proteaz kaynaklaridir. Mikrobiyal proteazlar diinya
piyasasindaki enzim satiglarinda  yaklasik olarak %40’ kapsamaktadir.
Mikroorganizma kaynakli proteazlar biyoteknolojik metodlarla elde edilmesini saglayan
ozellikleri nedeni ile bitkisel ve hayvansal proteazlara karsi tercih edilmektedir.

(Deshpande et al 1998)

2.3.1 Mikrobiyal Proteazlar

2.3.1.1 Bakteriyal Proteazlar

Ticari proteazlarin ¢ogu Bacillus cinsi bakteriler tarafindan notral ve alkalin olarak
tretilmektedir. Cizelge 2.3’de alkalen proteaz ireticisi Bacillus tiirleri verilmistir
(Kumar and Takagi 1999). Bakteriyal nétral proteazlar pH 5.0-8.0 araliginda aktivite
gostermektedir ve nispeten termal stabiliteleri diisiiktiir. Notral proteazlar, aktivite
gosterdikleri pH araligit ve hayvansal proteazlara gore hidrolize edilmis gida
proteinlerinde daha az aci tat olusturmalar1 nedeni ile gida endiistrisinde tercih

edilmektedir.

Bakteriyal nétral proteazlarin en karakteristik 6zelligi, hidrofobik amino asit ¢iftlerine
yiiksek afinite gostermeleridir. Termotoleranslarinin az olmasi nedeni ile diisiik sicaklik
hidrolizi ile gida hidrolizatlarinin {iretiminde avantaj saglamaktadir. Bakteriyal alkalen
proteazlar ise pH 10.0 gibi alkalen kosullarda yiiksek aktivite gostermeleri ve genis
substrat spesifiklig gostermeleriyle karakterize edilirler. Optimal sicakliklart 60°C
civarindadir. Bakteriyel alkalen proteazlarin bu 6zellikleri onlar1 deterjan endiistrisi i¢in

uygun kilmaktadir (Deshpande et al 1998).
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Cizelge 2.3 Alkalen proteaz iireticisi Bacillus spp.

Bacillus spp. ve suslari

Bacillus alcalophilus ATCC 21522
B. alcalophilus

B.alcalophilus subsp. halodurans KP1239
B. amyloliquefaciens

B.circulans

B.coagulans

B.firmus

B.intermedius

B. lentus

. licheniformis

. proteolitycus

. pumilus

. sphaericus

. subtilis

. subtilis var. Amylosacchariticus
B. thrungiensis

Bacillus sp. Ya-B

Bacillus sp. NKS-21

Bacillus sp. B21-2

Bacillus sp. Y

Bacillus sp. CW-1121

Bacillus sp. KSM-K16

Bacillus sp. MK5-6

000w www

2.3.1.2 Fungal proteazlar

Funguslar, bakterilere gore daha cesitli enzimler iiretebilmektedir. Ornegin Aspergillus
oryzae asidik, notral ve alkalen proteaz iiretebilmektedir. Fungal proteazlar pH 4.0-11.0
gibi ¢cok genis pH aralifinda aktivite gostermekte ve cok genis bir substrat spesifikligi
sergilemektedirler. Ancak, bu proteazlarin reaksiyon hizlar1 ve bakteriyal proteazlara

gore termoltoleranslar1 daha disiiktiir.

Fungal asit proteazlar pH 4.0-4.5’da optimum aktivite gosterirler ve pH 2.5-6.0
araliginda stabildirler. Smirli pH ve sicaklik 6zellikleri nedeni ile peynir endiistrisinde

kullanilirlar. Metalloproteazlar, olarak adlandirilan nétral fungal proteazlar pH 7.0°de
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aktiftirler ve EDTA gibi selat ajanlar ile inhibe olmaktadirlar. Peptidaz aktiviteleri ve
hidrofobik amino asitleri i¢eren peptidlerin baglarinin hidrolizinde spesifik gorevleri
nedeni ile gida protein hidrolizatlarindaki aci tadin uzaklastirilmasinda bitki, hayvan ve
bakteri proteazlarina tercih edilirler. Fungal alkalen proteazlar da gida proteinlerinin

modifikasyonunda kullanilmaktadirlar (Deshpande et al 1998).

2.3.1.3 Viral proteazlar

AIDS ve kanser gibi 6liimciil hastaliklara neden olan viriis proteinlerinin fonksiyonlari
nedeni ile viral proteazlar giderek 6nem kazanmaktadirlar. Serin, aspartik ve sistein
peptidazlar bir¢ok viriiste bulunmaktadir. Viral aspartik proteazlar viral tutunma ve
homodimer replikasyonu ile poliprotein Onciileri olarak ifade edilmektedir. Olgun
proteaz Oncii proteinin otolizi ile salinir. Retroviral aspartik proteazlar ve bunlarin
mutantlart ile saflastirma, enzimatik analiz ve gen ifadesi ile ilgili cok genis literatiir
mevcuttur. AIDS’in yayilimimi ve oldiriicti etkisini kaldirabilmek amaciyla etkili
inhibitorlerin dizayni i¢in birgok arastirma viral proteazlarin ii¢ boyutlu yapist ve
bunlarin sentetik inhibitorlerle interaksiyonu {izerine odaklanmigtir (Deshpande et al

1998).

2.4 Proteazlarin Simiflandirilmasi

‘ITUBMB’(The International Union of Biochemistry and Molecular)’ye gore proteazlar

hidrolazlar olarak adlandirilan 3. grubun 4. alt grubunda siniflandirilmistir.

EC3 Hidrolaz
EC 3.4 Proteazlar

Ancak proteazlar ¢ok genis etki mekanizmalar1 ve yapisal gesitlilikleri nedeni ile genel
enzim adlandirma sisteminde diger enzim siniflar1 gibi siniflandirilamamaktadir. Su ana

kadar proteazlar {i¢ ana kritere gore siniflandirilmistir.
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= katalizledikleri reaksiyon tipi
= katalitik bolgenin kimyasal yapisi

= vyapilartyla ilgili evrimsel iligki

Proteazlar etki gosterdikleri yere gore endopeptidazlar ve ekzopeptidazlar olmak {izere
iki ana gruba ayrilmaktadir. Ekzopeptidazlar substratin amino ya da karboksil ucu
tarafindaki peptid bagini parcalarken endopeptidazlar substratin terminal ucunun

uzagindaki peptid baglarini pargalamaktadir.

Aktif bolgelerindeki fonksiyonel amino asit kokiine gore proteazlar dort ana grupta

siniflandirilirlar.

= serin proteazlar (EC 3.4.21)

= agspartik proteazlar (EC 3.4.23)

= sistein/tiol proteazlar (EC 3.4.22)
= metalloproteazlar (EC 3.4.24)

Standart simiflandirmaya uymayan az sayida farkli proteazlar da bulunmaktadir. Ornegin
ATP-bagimli proteazlar aktivite gosterebilmek icin ATP’ye ihtiya¢ duymaktadir. Amino
asit sekanslar1 temel alindiginda proteazlar dort familyada siniflandirilir ve evrensel
atalar1 olan peptidazlara gore familyalar klan olarak adlandirilan alt gruplara ayrilir.

Her peptidaz ailesi katalizledigi reaksiyonu simgeleyen kod harfine sahiptir. Ornegin
‘S’ serin proteazlar, ‘C’ sistein proteazlar, ‘A’ aspartik proteazlar, ‘M’ metalloproteazlar

ve ‘U’ bilinmeyen tip proteazi simgelemektedir (Deshpande et al 1998).

2.4.1 Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar sadece peptid zincirinin sonundaki bdlgeye etki etmektedir. Peptid ve
proteinlerin N ve C ucundan etki etmelerine gore sirasiyla, aminopeptidazlar ve

karboksipeptidazlar olarak siniflandirilirlar.
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2.4.1.1 Aminopeptidazlar

Peptid zincirinin serbest N-ucuna etki ederek tek bir amino asitin, dipeptitin veya
tripeptidin ayrilmasini saglarlar. Aminopeptidazlar ¢cok genis ¢esitlilik gosteren bakteri
ve fungus tiirlerinde sentezlenmektedir. Aminopeptidazlar genellikle hiicre ici
enzimlerdir. Bakteriler ve funguslardaki aminopeptidazlarin substrat spesifikligi
oldukga farklidir ve organizmalar substratin hidrolizi bakimindan da farklilik gosterirler.
Ornegin Escherichia coli’nin olusturduguAminopeptidaz I, 40000 Da agirhiginda biiyiik
bir proteazdir. pH 7.5-10.5 araliginda optimum aktivite gosterdigi ve Mg>" veya Mn*"
iyonlarina ihtiya¢ duydugu belirtilmistir.  Bacillus licheniformis’in  34000Da
agirhgindaki aminopeptidaz mol basma 1 g-atom Zn®" icerir ve aktivitesi Co®"
iyonlariyla artmaktadir. Diger yandan Bacillus stearothermophilus’a ait Aminopeptidaz
II 80000 ve 100000Da agirhgindaki dimerlerden olusur ve Zn**, Mn®" veya CO*"
iyonlar tarafindan aktive edilir (Deshpande et al 1998) .

2.4.1.2 Karboksipeptidazlar

Polipeptid zincirini C-ucuna etki ederek tek bir amino asitin ya da dipeptidin
ayrilmasint saglarlar. Karboksipeptidazlar dogal olarak aktif bdlgelerinde bulunan
amino asitlere gore serin karboksipeptidazlar, sistein karboksipeptidazlar ve
metallokarboksipeptidazlar  olmak iizere 1{ic ana gruba ayrnlirlar.  Serin
karboksipeptidazlar Penicillium spp., Saccharomyces spp. ve Aspergillus spp.’den izole
edilmislerdir ve substrat spesifiklikleri benzer olmasina ragmen pH optimumlari,
stabiliteleri, molekiiler agirliklari ve inhibitorlerin etkisi bakimindan farklilik
gostermektedirler. ~ Saccharomyces  spp. ve  Pseudomonas  spp.’e  ait
metallokarboksipeptidazlar aktiviteleri i¢in Zn>* ya da Co>" iyonlarina ihtiya¢ duydugu

belirtilmistir (Deshpande et al 1998).
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2.4.2 Endopeptidazlar

Polipeptid zincirinin N ve C ucundan uzakta veya polipeptid zincirinin i¢ bolgesindeki
peptid baglarina etkilerine goére gruplandirilirlar. Ortamda serbest amino veya karboksil
gruplarinin varhig1 enzim aktivitesine negatif etki etmektedir. Endopeptidazlar serin
proteazlar, sistein proteazlar, aspartik proteazlar ve metalloproteazlar olmak iizere dort

alt gruba ayrilir.

2.4.2.1 Serin proteazlar (EC 3.4.21)

Aktif bolgelerindeki serin grubunun varligmna gore karakterize edilirler. Viriislerde,
bakterilerde, 6karyotlarda ¢ok c¢esitli ve yaygin olarak bulunmalariyla organizmalar igin
hayati oldugu diistiniilmektedir. Yapisal benzerliklerine gore serin proteazlar 20 familya
icinde gruplanirlar ve bu 20 familya evrensel atalariyla 6 klana ayrilmaktadir.
Kimotripsin (SA), subtilisin (SB), karboksipeptidaz C (SC) ve Escherichia D-Ala-D-
Ala peptidaz A (SE) klanlarina ait birey arasinda akrabalik iliskisi yoktur. Bu da serin
proteazlarin evrimsel kdkenininde en az dort ayrimin oldugunu gostermektedir. SA, SB
ve SC klanlariin reaksiyon mekanizmalar1 etki gosterdikleri katalitik amino asit triyadi
(serin-niikleofil, aspartat-elektrofil ve histidin-yiiksiiz) bakimindan benzerdir. Ayrica bu
bolgelerin geometrik oryantasyonlari da benzerdir. Ancak protein katlanmalarindaki
farkliliklar bu ii¢ klani birbirinden evrimsel olarak ayirmaktadir. SE ve SF (Lex A
repressOril) klanlarinin katalitik mekanizmalari, Ser-His-Asp triyadinin olmamasi
bakimindan SA, SB ve SC klanlarindan farklilik gostermektedir (Deshpande et al
1998). Serin proteazlar 3,4-cischloroisocoumarin (3,4-DCI), L-3-carboxytrans 2,3-
epoxypropyl-leuclamido (4-guanidine) butane (E.64), phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF) ve tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK) ile geri doniisiimsiiz inhibe
olmalariyla da karakterize edilirler. Bazi serin proteazlar aktif bolgelerinin yakininda
sistein kokiinlin var olmasina gore p-chloromercuribenzoate (PCMB) gibi tiol ajanlar

tarafindan da inhibe olmaktadir.
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Serin proteazlar genellikle pH 7.0 ve pH 11.0 araliginda (nétral ve alkali pH’larda)
aktiftirler. Esterolitik ve amidaz aktivitelerini de igeren genis substrat spesifikligine
sahiptirler. Molekiiler agirliklar1 18-35 kDa araliginda degisirken Blakeslea trispora’ ya
ait serin proteaz farkli olarak 126 kDa agirliginda oldugu bildirilmistir. Serin
prtoteazlarin izoelektrik noktalar1 pH 4.0-6.0 araliginda degismektedir. Yiiksek alkali
pH kosullarda aktif olan serin alkalen proteazlar ve subtilisinler serin proteazlarin iki

biiyiik 6nemli grubunu olusturmaktadir (Deshpande et al 1998).

2.4.2.1.1 Serin alkalen proteazlar

Bir¢cok bakteri, maya, kiif ve fungus tarafindan {iretilirler. Patates proteaz inhibitorii
olarak bilinen DFP ile inhibe olurlarken tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone
(TLCK) ile inhibe olmazlar. Karboksil u¢ tarafinda fenilalanin, tirozin veya 16sin i¢eren
peptid zincirini hidroliz ederler. Optimum pH’lar1 10.0 ve izoelektrik noktalar1 da pH
9.0 civarindadir. Alkalen serin proteazlar Arthrobacter, Flavobacterium ve subtilisinleri
tireten Bacillus cinsi bakteriler tarafindan firetilmektedir. Ayrica S.cerevisiae,
Conidobolus spp., Aspergillus spp. ve Neurospora spp. tarafindan da iiretilmektedir
(Deshpande et al 1998) .

2.4.2.1.2 Subtilisinler

Bacillus orijinli subtilisinler serin proteazlarin ikinci biiyiik ailesine dahildirler. ki
farkl1 tipte alkalen proteaz olan subtilisin Carlsberg ve subtilisin Novo (bakteriyal
proteaz Nagase) belirlenmistir. Bacillus licheniformis tarafindan {iretilen subtilisin
Carlsberg 1947°de Linderstrom, Lang ve Ottesen tarafindan Carlsberg Laboratuvari’nda
bulunmustur. Subtilisin Novo ise Bacillus amyloliquefaciens tarafindan tiretilmektedir.
Subtilisin Carlsberg deterjan endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.Yilda 500
tonun lizerinde saf enzim proteini olarak iiretilmektedir. Subtilisin Novo subtilisin
Carlsberg’ e gore daha az ekonomik 6neme sahiptir. Her iki subtilisinin de molekiiler
agirhgr 27.5 kDa’dur ancak amino asit sekanslarindaki 58 amino asitlik farkla

birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Optimum 60°C’de ve pH10.0’da aktivite gostermeleri
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bakimindan benzerdirler. Her iki enzim de genis substrat spesifikligi gostermektedir ve
aktif bolgelerini Ser221-His64-Asp32 olusturur. Carlsberg enzimin substrat spesifikligi
daha genistir ve stabilitesi Ca®" iyonlarma bagimh degildir (Deshpande et al 1998).

2.4.2.2 Aspartik proteazlar (EC 3.4.23)

Aspartik asit proteazlari asidik proteazlar olarak tanimlanirlar ve katalitik aktivitelerini
aspartik asit kokleri iizerine etki ederek gosteren endopeptidazlardir. Asidik proteazlar
pepsin (A1), retropepsin (A2) ve pararetroviriislere ait olan enzimler (A3) olmak {izere
ic familyada gruplanirlar. Al ve A2 familyalar birbirlerine akrabalik gosterirken A3
familyasi bu iki familyadan oldukga farklidir. Cogu aspartik proteazin aktivitesi pH 3.0-
4.0 gibi diisiik pH degerlerinde degisir. Molekiiler agirliklart 30-45 kDa araligindadir.
Aspartik proteazlarin aktif bolgeleri Asp-Xaa-Gly triyadindan olusur (Xaa serin veya
treonin amino asitlerinden biri olabilir). Aspartik proteazlar pepstain tarafindan inhibe
olurlar. Diazoacetyl-DL-norleucine methyl ester (DAN) ve 1,2-epoxy-3-(p-
nitrophenoxy) propane (EPNP) gibi bakir iyonlarin1 igeren diazoketon bilesiklerine
hassastirlar. Mikrobiyal aspartik proteazlar Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve
Neurospora tarafindan firetilen pepsin benzeri enzimler ve Endothia ve Mucor spp.
tarafindan tretilen renin benzeri enzimler olmak {izere iki genis gruba ayrilmaktadirlar

(Deshpande et al 1998).

2.4.2.3 Sistein/Tiol proteazlar (EC 3.4.22)

Sistein proteazlar hem prokaryotlarda hem de dkaryotlarda bulunmaktadir. Yaklagik 20
familyasi belirlenmistir. Biitiin sistein proteazlarin katalitik aktivitesi sistein ve histidin
amino asitlerini iceren katalitik diyadlar {izerinedir. Sistein ve hisitidin amino asitleinin
Cys-His veya His-Cys sirast familyalardaki farkliliklar1 olusturur. Sistein proteazlar
genellikle HCN ve sistein varliginda aktivite gosterebilmektedirler. Yan zincir
spesifiteleri temel alindiginda papain benzerleri, arjinin kokiiniin yikimi varliginda
tiripsin benzerleri, glutamik asite spesifik olanlar ve digerleri olmak tlizere dort gruba

ayrilirlar. Papain en iyi bilinen sistein proteazdir. Genellikle ndtral pH’da optimum
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aktivite gosterirlerken lizozomal proteazlar gibi ¢ok az bir kismi asidik pH degerlerinde
aktiftirler. Clostripain anaerobik bakteri Clostridium histolyticum tarafindan iiretilir.
Streptococcus spp. tarafindan iiretilen Streptopain ise okside olmus insiilin B zinciri de
dahil olmak iizere bircok sentetik substrata karsi genis substrat spesifikligi gosterir.
Clostripainin izoelektrik noktas1 pH 4.9 ve molekiiler agirligi 50kDa iken streptopainin

izoelektrik noktas1 pH 8.4 ve molekiil agirligi 32kDa’dur (Deshpande et al 1998).

2.4.2.4 Metalloproteazlar (EC 3.4.24)

Aktivite gostermek icin divalent metal iyonlarma ihtiya¢ duymalariyla karakterize
edilirler. Metalloproteazlar yiiksek organizmalarda kollogenaz, yilan zehirindeki
hemorhagic toksin ve bakterilerde termolizin gibi proteazlar olarak canlilar arasinda
genis yayilim gostermektedirler. Yaklasik 30 familyas: belirlenmistir. Bunlardan 17
adeti endopeptidazlara, 12 adeti ekzopeptidazlara ve 1 adeti (M3) hem endo- hem de
ekzopeptidazlara dahildir. Metalloproteaz familyalar1 metal baglanma bdolgesiyle birlik
olusturan amino asit kokiine gore klanlara ayrilir. Etki spesifitelerine gore
metaloproteazlar notral, alkalen, Myxobacter I ve Myxobacter II olmak tizere dort gruba
ayrilir. Alkalen metalloproteazlar genis substrat spesifikligi gosterirken ndtral
metalloproteazlar sadece hidrofobik amino asitler tlizerine etki edebilmektedirler.
Myxobacter proteaz I koparilacak bagin her iki tarafindaki kii¢iik amino asitlere etki
ederken, Myxobacter proteaz II peptid baginin bir tarafindaki lizin koklerine etki
etmektedir. Metallaoproteazlarin tiimii EDTA gibi selat ajanlari tarafindan inhibe

olurken, DFP gibi siilfidril ajanlar1 tarafindan inhibe olmazlar.

Bacillus stearothermophilus tarafindan tretilen termolizin, disiilfit kopriilerini
icermeyen 34 kDa agirliginda tek bir peptiddir. Proteinin iki katli lobu arasinda bulunan
Zn atomu esansiyeldir ve dort adet Ca atomu proteinin termostabilitesini saglamaktadir.
80°C’de yar1 omrii 1 saat olan termolizin oldukga stabil bir proteazdir. Bir diger dnemli
notral metalloproteaz olan kollogenaz ilk olarak anaerobik bakteri Clostridium
histolyticum’un toksik elemanlarindan biri olarak bulunmustur. Daha sonra funguslara

dahil olan Achromobacter iophagus tarafindan iretildigi bulunmustur. Kollogenazin
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etkisi oldukga spesifiktir. Sadece kollogen ve jelatin {izerine etki etmektedir.
Pseudomonas aeruginosa tarafindan iiretilen elastaz da bir diger 6nemli notral
metalloproteazdir. Pseudomonas aeruginosa ve Serratia spp. tarafindan tiretilen alkalen
metalloproteazlar pH 7.0-9.0 araliginda aktiftirler. Myxobacter proteaz I’in optimal
pH’s1 9.0°dur ve molekiiler agirligr 14kDa’dur.

Bu enzim Arthrobacter crystellopoites’in hiicre duvarini lize ederken Myxobacter

proteaz II’nin bakteriyal hiicreler {izerine etkisi yoktur (Deshpande et al 1998).

Ozet olarak proteazlar protein substratlari iizerine etki mekanizmalarina gére endo ve
ekzoenzimler olmak tizere iki genis sinif olustururlar. Endoenzimler serin proteazlar,
aspartik proteazlar, sistein proteazlar ve metalloproteazlar olmak {izere kategorize
edilirler. Bunlar da amino asit sekanslarina ve evrimsel iliskilerine gore farkli familya
ve klanlara siniflandirilirlar. Optimum aktivite gosterdikleri pH degerlerine gore nétral,
asidik ve alkalen proteazlar olmak iizere ayrilirlar. Proteazlar icerisinde alkali

kosullarda en iyi aktivite gdsteren enzim sinifi serin proteazlardir.

2.5 Bakteriyal alkalen proteazlar

Mikrobiyal proteazlar enzimoloji caligmalar1 basladigindan beri kapsamli olarak
arastirilan hidrolitik enzimlerin en Onemlisidir. Proteolitik enzim caligmalarinda bu
enzimlerin hiicresel metabolik asamalarda Onemli rol oynamalarinin yani sira
endiistriyel alanda da 6nem kazanmasi yeni bir ilgi konusu olmustur. Bu enzimler 1914
yilindan bu yana deterjanlara ilave edilmeleriyle deterjan endiistrisinde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Hiicre i¢i proteazlar hiicresel ve metabolik yollarda farklilagma,
sporulasyon, protein katlanmasi, enzimlerin olgunlagsmasi gibi bir¢ok asamada rol
oynamaktadir. Hiicre dis1 proteazlar ise hiicrenin etkilestigi cevresel kosullarda
proteinlerin hidroliz edilerek absorbe edilmesi ve bunlardan yararlanilmasinda gorev
almaktadir. (Kalizs 1988). Ayn1 zamanda hiicre dis1 proteazlara bir¢ok endiistriyel
asamada protein pargalanmasinda ticari olarak ihtiya¢ duyulmaktadir (Kumar and

Takagi 1999).
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Gilinlimiizde proteazlar endiistriyel pazarda satilan total enzimlerin %40’n1 olusturarak
deterjan, gida, ilag, deri, atik su artimi ve giimiisiin geri kazanilmasi1 gibi alanlarda
kullanilmaktadirlar. Bugiine kadar enzim piyasasinda, deterjan endiistrisinde alkalen
proteazlar alkali pH araliginda stabil olmalar1 nedeni ile genis yere sahip olmuslardir

(Gupta et al 2002a).

2.6 Alkalen Proteaz Deneyleri

2.6.1 Alkalen proteaz varhginin belirlenmesi

Proteolitik aktivite hem kalitatif hem de kantitatif metotlarla ol¢iilebilmektedir. Her iki
metot protein hidrolizi sonucu kalan enzim proteinin ya da iiriiniin 6l¢lilmesini temel
almaktadir. Proteolitik aktivitenin belirlenmesinde kullanilan deneyler basitlik, hiz,

hassasiyet ve belirlenme orani gibi farkliliklar igermektedir.

Kalitatif deneyler proteaz iiretiminin sonucu olarak agarh petrilerde proteolitik zonun
varligmin tespit edilmesini temel almaktadir. Kalitatif deneyler; protein agar petri
deneyi, radyal difiizyon deneyi, ince tabaka enzim deneyi olmak iizere ii¢ farkl

deneyden olusmaktadir.

Protein agar petri deneyi genellikle secilen protein substratlarina gore proteolitik
aktivitenin goriintiilenmesini temel almaktadir. Besiyerine ilave edilen en yaygin
substratlar skim milk, kazein, jelatin, bovine serum albumin ve keratindir. Ortamin
pH’s1 ¢esitli tamponlar ile degistirilerek ilgilenilen proteazin notral ya da alkalen oldugu
anlasilabilmektedir. Radyal difiizyon ya da zon diflizyonu olarak adlandirilan deneyde
proteaz aktivitesi semi kantitatif olarak olgiilebilmektedir. Agarli besiyerinden kesilen,
icerisine ilgilenilen protein substrati igeren kii¢iik kuyularin etrafinda olusan proteaz
zonunun varligmi temel almaktadir. Ince tabaka enzim deneyinin en biiyiik avantaji
karnisik bir ornek igerisindeki mikrobiyal proteaz iireticilerinin se¢iminde hassas,
giivenilir ve ucuz bir metot olmasidir. Ancak ana dezavantaji deneyde secilen

besiyeridir. Besiyeri hem optimal gelisme hem de enzim iiretimi i¢in uygun kosullari
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icermelidir. Ayrica agar jeldeki yogun substrat konsantrasyonu kiiflenmeye neden

olmaktadir.

Kalitatif deneyler ise spektrofotometrik metotlar, florosans oligopeptid enerji transferi
deneyi, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), florosans bazli proteaz deneyi
ve X 1sm1 bazli metot deneylerinden olugmaktadir. Spektrofotometrik yontemler,
protein substrata proteolitik aktivitenin etki etmesinden sonra asitte ¢éziinen hidrolize
olmus iirlin fraksiyonlarindaki peptid miktarinin belirlenmesini temel almaktadir.
Protein substrat genellikle BSA, kazein, hammerstein kazein, hemoglobindir. Agiga
cikan peptid kokleri ‘direk belirleme metodu’ olarak adlandirilan yontemle 280nm dalga
boyunda Folin reaktifinin kullanilmasiyla belirlenmektedir. Florosans oligopeptid enerji
transferi deneyinde proteazin spesifiklik gosterdigi peptid zincirinin C- ya da N-
ucundaki amino asitleri igeren florosans igaretli peptid substratin kullanilmasini temel
alir. Bu metot spesifik endoproteazlarin belirlenmesi ve 6l¢iilmesi i¢in hassastir. Deney
bilesenlerinin pahali olmasi nedeni ile ¢ok fazla kullanilmamaktadir. ELISA temelli
deneylerde test edilen enzime kars1 kullanilan antikor molekiilii i¢in enzimin {i¢ boyutlu
yapisinin tamaminin bilinmesinin gerekmesi bu metodun kullanimini kisitlamaktadir.
Son olarak florosan bazli proteaz deneylerinde substrat olarak ¢oziinebilir fluorescein
isothiocyanate ( FITC) isaretli kazein, FTC-hemoglobin ya da FTC-tirozin
kullanilmaktadir. Yontem basit, ucuz ve proteaz deneyleri i¢in oldukca hassastir. Bu
deney ile kullanilan enzimin miktar1 nanogram diizeyinde dahi belirlenebilmektedir

(Gupta et al 2002b).

2.6.2 Alkalen proteaz biyosentezinin diizenlenmesi

Vejetatif bliylimeden sporulasyon agamasina ge¢is donemi olarak bilinen duragan fazda
alkalen proteaz tiretiminin gergeklestigi bilinmektedir. Proteazlarin fazla miktarda
iretimi, genellikle bakterilerin gelisme siirecinin duragan fazinda karbon ve nitrojen
stresine karsi diizenlemelerle gergeklestirilmektedir. Fazla miktarda alkalen proteaz
tiretimi  fermentasyon  besiyerinde  duragan fazin  ilerleyen  safhalarinda
gerceklesmektedir. Ancak Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis gibi birgok basilin

proteaz iiretimini sporulasyon asamasinda gerceklestirdigi bilinmektedir. Diger yandan
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sporulasyon ve proteaz iretiminin birbiriyle iligkili oldugunu, spor olusturmayan
Bacillus licheniformis suslarmin proteaz da iiretmediklerini ileri siirilmistiir. Ancak
2000’de Khan, duragan fazda proteaz iiretimiyle sporulasyon asamasina gecisin
birbiriyle baglantili olmadigini agiklamistir. Benzer bir sonu¢ B. licheniformis’de
hiicrelerin niikleotid havuzunun (ATP ve GTP) analizi ile agiklanmistir. Bu sonuglara
gore proteaz Uretimi amino asit eksikliginin ortaya ¢iktigi kosullar altinda
gerceklesmektedir. Farkli gelisme fazlari arasinda gecis anlar1 ya da farkli nutrient
limitasyonlar1 niikleotid havuzundaki farkliliklarla ayirt edilebilmektedir. Hizla biiytime
(exponential) fazinda mycophenolic asit ilavesi ile hiicrelerin isaretlenmis GTP
igeriklerindeki artis, hiicrelerin proteaz iiretimini duragan fazda gergeklestirdigini
gostermektedir. Bu durum hiicrelerin hiicre dis1 proteaz liretimini duragan faza gecerken
ortamdaki nutrientlerin azalmasiyla baslattigini agik bir sekilde gostermektedir. Besiyeri
kiiltiirlinde logaritmik artis fazinda hiicrelerin gelismeleri ile duragan fazda elde edilen
proteaz miktar1 dogru orantilidir. Bu nedenle besiyerinde gelismeyi artirici

manipulasyonlarin yapilmasi alkalen proteaz iiretimini de artirmaktadir (Gupta et al

2002b).

2.6.3 Alkalen proteazlarin saflastirilmalar:

Proteazlarin saflastirilmasiyla ilgili kesin uygulanan kurallar yoktur. Fermentasyonun
gerceklestigi sivi besiyerinden bakteri kiiltiirii filtrasyon veya santrifiigasyon ile
uzaklastirildiktan sonra besiyeri siipernatantt kati amonyum stilfat kullanilarak salting
out yontemi ile ya da aseton veya etanol kullanilarak solvent ekstraksiyon yontemi ile
konsantre hale getirilir (Gupta et al 2002b). Enzimlerin saflastirilmasinda amonyum
stilfat presipitasyonu ¢okca tercih edilen bir metottur. Ancak amonyum siilfattan sadece
asidik ve noétral kosullarda faydalanilabilmektedir ¢linkii bazik kosullarda amonyum
stilfattan amonyak aciga ¢ikmaktadir. Bu nedenle alkalen proteazlarin saflagtirilmasinda
sodyum siilfat veya organik c¢oziiciiler tercih edilmektedir. Sodyum siilfat kullaniminda
ise diisiik sicaklik derecelerinde tuzun ¢oziiniirliigliniin az olmasi saflastirma islemini
olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle bircok arastirici aseton ile presipitasyonu tercih
etmektedir. %80, %66, %44 gibi degisik oranlarda aseton kullanilarak presipitasyon
gerceklestirilebilmektedir (Kumar and Takagi 1999). Bu yontemlere ilaveten PEG-
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35.000, sicaklik duyarli hidrojel, enzimin sicaklikla muamele edilmesi ve liyofilizasyon
yontemleri de kullanilarak konsantrasyon artirilabilmektedir. Cizelge 2.4’de ¢esitli
bakteri tiirleri i¢in alkalen proteaz iiretimi i¢in optimize edilmis enzim iiretim kosullari
goriilmektedir. ileri derecedeki saflastirma icin affinite kromotografisi, iyon degisimi
kromotografisi, jel filtrasyon kromotografisi, afinite presipitasyonu ve de hidrofobik
interaksiyon  kromotografisi gibi  tekniklerden biri ya da daha fazlasi
uygulanabilmektedir. Boya ligand kromotografisi ve akiskan iki-faz kromotografisi gibi
diger segenekler dar bir skalada calisilmistir ve hala ticari olarak kullanilabilmeleri i¢in

kesifleri tamamlanmamustir (Gupta et al 2002b).

Afinite kromotografisinde alkalen proteazlar i¢in en yaygin kullanilan tutucular
(adsorbents) hidroksiapatit, agaroza immobilize edilmis N-benzoyloxycarbonyl
phenylalanine, immobilize edilmis kazein glutamik asit, aprotinin-agaroz ve kazein-
agarozdur. Afinite kromotografisi en basarili saflagtirma teknigi olmasina ragmen en
biiyiik kisitlatic1 6zelligi enzim desteklerinin mali yiiksekligi ve affinite ligandlarinin

dogas1 nedeni ile saflagtirma isleminin derecesini diisiirmesidir.

Alkalen proteazlarin saflastirilmasinda en ¢ok kullanilan tekniklerden birisi de iyon
degisimi kromotografisidir. Alkalen proteazlar genellikle pozitif yiiklidir ve anyon
degistiricilerine baglanmamaktadirlar. Bu nedenle katyon degistiricileri tercih
edilmektedir. Iyon degisimi kromotografisinde kullamlan matriksler dietil amino etil
(DEAE) ve karboksi metil gibi iyonize olabilen fonksiyonel gruplari icerir. Boylece
yikli protein molekiilleriyle birleserek proteinlerin matrikse tutunmasini saglarlar.
Tutunmus protein molekiilleri pH’daki gradient deg§isimi veya eliisyon tamponunun

iyonik giicii ile matriksten ayrilmaktadir.
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Cizelge 2.4 Alkalen proteaz iiretimi i¢in optimize edilmis enzim iiretimi kosullar

Bakteri pH | Sicaklik rpm Inkiinasyon Tercih  edilen nitrojen | Tercih edilen karbon | Referans
(°C) periyodu (saat) | kaynaklar kaynaklar1
Alcaligenes faecalis 8 30 200 48 Soybean meal = Thangam and Rajkumar
2000
Bacillus sp. IS-3 10.5 37 200 72 Soybean meal Glukoz Purva et al 1998
Bacillus sp. JB99 10 55 180 24 KNO; Sitrik asit Johnvesly ve Naik 2001
Bacillus sp. K2 7 37 300-500 60-72 Kazein hidrolizat, jelatin | Gliserol Hameed et al 1999
Bacillus sp. P-2 9.5 30 - 24 Pepton, yeast extract Glukoz Kaur et al 2001
Bacillus sp. RGR-14 7 37 200 72-96 Soybean meal, pepton Nisasta Oberoi et al 2001; Puri
et al 2002
Bacillus sp. SSR-1 10 40 150 18 Biopeptone, yeast extract | Beef extract, laktoz Singh et al 2001
Bacillus brevis MTCC | 10.5 37 200 96 Soybean meal Laktoz Banerjee et al 1999
B0016
Bacillus licheniformis 7 30 250-400 48 Soybean, (NH4),PO; Laktoz, glukoz Mabrouk et al 1999
ATCC 21415
Bacillus mojavensis 7 50 200-250 24 Kazein ya da casamino | Glukoz Beg et al 2002
asitler
Bacillus pumilis MK6-5 | 9.6 35 250 60 Cornsteep liquor, tripton | Glukoz, sodyum sitrat Kumar 2002
B. sphaericus - 30 300 - Biopeptone, yeast extract | Glukoz Singh et al 2001
Bacillus subtilis 168 - 36 250 6-8 Nutrient  broth, yeast | Glukoz, yeast extract Longo et al 1999
extract
Flavobacterium 7.4 10 150 72 Polypetone, yeast extract, | -* Romero et al 2001
balustinum P104 casein
Serratia marcescens - 30-36 250 24:16-18 Yeast extract, tripton, | Whey: Sukroz Longo et al 1999
ATCC 25419 asparajin, NH,4Cl

-*Besiyerinde karbon kaynagi yoktur major nitrojen kaynagi gerekli karbonu saglamaktadir




Hidrofobik interaksiyon kromotografisinde farkli proteinlerin dig bdlgelerindeki
hidrofobik amino asit koklerinin akigkan solvent ile interaksiyonu sonucunda
proteinlerin hidrofobik bolgelerinin diger hidrofobik yiizeyleri tercih etmesini temel
alir. Bu hidrofobik interaksiyonlar yiiksek tuz konsantrasyonu ile gii¢lendirilir ve
ortamda deterjanlar ile organik ¢oziiciilerin olmasi interaksiyonlar1 zayiflatir. Tampon
kosullariyla birlikte matriksin tipi ve yogunlugu hidrofobik proteinin baglanma etkisini
belirler. Hidrofobik interaksiyonlar iyon degistiricilerine gore daha degiskendir. Bu

nedenle rezoliisyonu iyon degisimi kromotografisinden daha diisiiktiir.

Alkalen proteazlarin saflastirilmasinda  kullanilan  bir diger teknik Afinite
presipitasyonudur. Coziilebilir makromolekiiller (ligand polimer ve makroligand) i¢in
fonksiyoneldir. Afinite ligandi igerir ve pH, sicaklik veya iyonik giic degisimi ile
presipitasyon gerceklestirilebilmektedir. Bu teknikte ligand polimer enzim soliisyonuna
eklenir. Ligand polimer daha sonra ¢oOktiiriiliir ve silipernatant uzaklastirilir. Uygun

kosullar altinda ilgilenilen protein polimerden toplanir ve polimer tekrar kullanilabilir.

Jel Filtrasyon kromotografisi ile makromolekiiller biiytikliiklerine gore hizli bir sekilde
ayristirilabilirler. Sephacryl, Superose, Superdex ve Toyopearl gibi agaroz bazli, daha
sert ve capraz bagl jeller kullanilmaktadir. Bu yontemin dezavantaji yiiklenen
proteinlerin diisiik kapasitede yiiklenebilmesi ve bu nedenle proteinlerin ¢ok fazla

seyreltilmesidir (Gupta et al 2002a).

2.7 Alkalen Proteazlarin Ozellikleri

Birgok mikroorganizmaya ait alkalen proteaz enzimleri yogun bir sekilde ¢alisilmistir
ve elde edilen bu ozellikleri degisik endiistrilerde kullanilmaktadir. Cizelge 2.5°de
cesitli bakteri tiirlerine ait alkalen proteazlarin 6nemli 6zellikleri 6zetlenmistir (Gupta et

al 2002b).
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2.7.1 pH ve sicaklik istekleri

Alkalen proteazlarin optimum pH aralig1 genellikle pH 9.0-11.0’dir. Cok yaygin olmasa
da pH 11.0’in tizerindeki kosullarda aktivite gosteren alkalen proteazlar bulunmaktadir.
Bu enzimlerin izoelektrik noktalar1 da olduk¢a yiiksektir ve genellikle pH 6.0-12.0
araliginda stabildirler. Alkalen proteazlarin optimum sicakliklar1 50-70°C araligindadir.
Buna ilaveten alkalifilik Bacillus sp. B13"” e ait enzim istisna olarak 85°C’de optimum
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bacillus sp., Streptomyces sp. ve Thermus sp.’ye ait
alkalen proteazlar yiiksek sicakliklarda oldukga stabildir ve Ca' ilavesi enzim

termostabilitesini artirdig belirtilmistir (Kumar and Takagi 1999).

2.7.2 Stabilize edicilerin etkisi

Ticari olarak kullanilan alkalen proteazlarin genellikle termostabilitesinin yiiksek olmasi
istenmektedir. Alkalen proteazlar genellikle dogal olarak termal stabilitelerinin yiiksek
olmast kullanim amaclarina gore avantaj saglamaktadir. PEG, polihidrik alkoller ve
nisastanin reaksiyon karisimina ilave edilmesi veya protein miihendisligi ile proteinin
dordiinciil yapisina miidahale edilerek alkalen proteazlarin termostabiliteleri daha da

artirtlabilmektedir (Gupta et al 1999).

2.7.3 Metal iyonlarin ve inhibitorlerin etkisi

Alkalen proteazlar yiiksek aktivite gosterebilmek igin Ca™, Mn*", Mg®" gibi divalent
katyonlara veya bu katyonlarin kombinasyonlaria ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu katyonlar
Bacillus alkalen proteazlarinin stabilitesini artirmaktadir. Bu katyonlarin enzimi termal
denatiirasyona kars1 korudugu ve yiiksek sicakliklarda enzimin aktif konformasyonunu
korunmasini sagladig diisiiniilmektedir (Kumar and Takagi 1999). Ba®*, Mn*", Mg*’,
Co™, Fe’* ve Zn®" gibi metal iyonlart da alkalen proteazlarm stabilitesini artirdig

bilinmektedir (Gupta et al 2002b).
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Inhibisyon calismalar1 kofaktor ihtiyac1 ve aktif bolgesinin yapis1 bakimmdan enzimin
dogal yapisinin anlasilmasini saglamaktadir. Alkalen proteazlarin genellikle PMSF ve
DFP ile tamamen inhibe oldugu bilinmektedir. PMSF aktif bolgede bulunan serin
koklerine etki ederek enzim aktivitesinin kaybolmasma neden olmaktadir. Bu
inhibisyon profili proteazlarin serin proteazlar olarak siniflandirilmasini saglamaktadir.
Metal iyonlarinda bagimli olan proteazlar EDTA gibi selat ajanlarina hassaslhk
gostermektedir. EDTA varliginda inhibe olan metal iyonlarina bagimli proteazlar da

metalloproteazlar olarak siniflandirilmistir (Kumar and Takagi 1999).

2.7.4 Substrat spesifikligi

Alkalen proteazlar genis substrat spesifikligine sahiptirler ve sentetik substratlar ile
dogal proteinlere karsi da aktiftirler. Literatiirlere gore kazeine karsi azokazein,
hemoglobin ve BSA’ya gore daha fazla aktivite gosterirler (Cizelge 2.5). Ayrica
kollogenaz, elastaz, keratinaz gibi spesifik tipte alkalen proteazlar kollogen, elastin,
keratin gibi substratlara spesifiklik gdstermektedirler. Alkalen proteazlar, peptid bagi
koparilacak bolgenin karboksil ucundaki tirozin, fenilalanin ya da 16sin gibi aromatik
veya hidrofobik amino asit koklerine kars1 da spesifiklik gdstermektedirler.

(Gupta et al 2002b).
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Cizelge 2.5 Cesitli bakteri tiirlerine ait alkalen proteazlarin 6nemli 6zellikleri

Bakteri Opt. Opt. Substrat MW Diger ozellikler Referans
pH | Sicaklik(°C) | Spesifikligi (kDa)
Alcaligenes faecalis 9 55 Kazein, BSA, jelatin, azocoll, azocasein 67 - Thangam ve Rajkumar
2002
Arthrobacter nicotianae 9458 9,9.5 55-60; 37 | ag ve B-casein 55;70- | - Smacchi et al 1999
72
Bacillus sp. JB99 11 70 Kazein 29 Metal iyonlar termostabiliteyi | Johnvesly ve Naik 2001
artirtyor
Bacillus sp. NG-27 9.2 40 Kazein - 90°C’de yar1 6mrii 55 dak. Sumandeep et al 1999
Bacillus sp. KSM-KP43 11 70 Kazein - Oksidasyon direngli Saeki et al 2002
Bacillus sp. NCDC-180 11;12 50;55 Kazein, sentetik p-nitroanilides 28;29 | pH 13.0 iizerinde stabil Kumar et al 1999
Bacillus sp. PS179 9 75 Azocasein 42 Ca®" termostabiliteyi artirryor Hutadilok-Towatana et
al 1999
Bacillus sp. SSR1 10 40 Azocasein 29 Ca® termostabiliteyi artirryor Singh et al 2001
B.brevis MTCC B0016 10.5 37 Azocasein - Deteryan uyumlu Banerjee et. al 1999
B. mojavensis 10.5 60 Kazein 30 Bleach ve SDS stabil, deterjan | Beg et al 2002
uyumlu
B. pumilis MK6-5 11.5 50-55 p-nitroanilides 28 Ca’ bagimsiz Kumar 2002
Oligotropha carboxydovorans 9 60;50 Kazein,azocasein, azocoll, carbon monooxide 23 - Kang et al 1999
DSM 1227 dehydrogenase
Pimelobacter sp. Z-483 9 50 Kazein 23 EDTA direngli Oyoma et al 1997
Pseudomonas aeruginosa PST-01 8.5 55 Kazein 38 Organik ¢oziicii direngli Ogino et al 1999
Serratia marcescens ATCC 25419 | 9.5 48 Azocasein 66.5 - Romero et al 2001




2.8 Alkalen Proteazlarin Kullanim Alanlar

Bakterilerden elde edilen alkalen proteazlar cesitli endiistri sektorlerinde ve farkl
evrensel sirketler tarafindan basarili bir sekilde ticari olarak piyasaya sunulmaktadir.
Cizelge 2.6’da alkalen proteazlar1 temel alan ticari iirlinler verilmistir. Deterjan
enzimlerindeki basar1 spesifik kullanimlar icin yeni deterjan proteazlarinin
arastirilmasina neden olmustur. Alkazym (Novodan, Kopenhag Danimarka) membran
sistemlerinin temzilenmesinde kullanilan 6nemli bir enzimdir. Memran temizliginde
kullanilan diger onemli enzimler Tergazyme (Alconox, New York ABD), Ultrasil
(Henkel, Diiseldorf Almanya) ve P3-pardigm (Henkel-Ecolab, Diiseldorf Almanya)’dir.
Pronod 153L proteaz enzimi cerrahi malzemelerdeki kan proteinlerinin
temizlenmesinde kullanilmaktadir. Bunlara ilaveten alkalen proteazlar kontak lens
temizliginde, molekiiler biyolojide niikleik asit izolasyonunda, zehir gibi atiklarin
kontroliinde, ipegin plastikten arindirilmasinda teknik olarak ilgi gérmektedir (Gupta et
al 2002a). Cizelge 2.6’da ticari bakteriyal alkalen proteazlar, kaynaklari, kullanim

alanlar1 ve endiistriyel saglayicilar sunulmustur.
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Cizelge 2.6 Ticari bakteriyal alkalen proteazlar, kaynaklari, kullanim alanlar1 ve endiistriyel saglayicilar

Saglayic1 Firma/Ulke

Uriiniin Ticari Ad1

Bakteriyal Kaynak

Kullanim Alam

Novo Nordisk, Danimarka

Alcalase Bacillus licheniformis Deterjan, ipek islenmesi
Savinase Bacillus sp. Deterjan,tekstil

Esperase B. lentus Deterjan,gida,ipek islenmesi
Biofeed pro B. licheniformis Yem

Durazym Bacillus sp. Deterjan

Novozyme 471 MP

Fotografik jelatin hidrolizi

Novozyme 243 B. licheniformis Dis temizligi
Nue Bacillus sp. Deri
Genencor International, ABD Purafact B. lentus Deterjan
Primatan Bacteriyal kaynak Deri
Subtilisin B. alcalophilus Deterjan
Gist-Brocades, Hollanda Maxacal Bacillus sp. Deterjan
Maxatase Bacillus sp. Deterjan
Opticlean B. alcalophilus Deterjan
Solvay Enzymes, Almanya Optimase B. licheniformis Deterjan
Maxapem Bacillus sp protein miih. | Deterjan

Varyanti
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Cizelge 2.6 Ticari bakteriyal alkalen proteazlar, kaynaklari, kullanim alanlar1 ve endiistriyel saglayicilar1 (devam)

Solvay Enzymes, Almanya

HT-proteolytic

B. subtilis

Alkol,yem,gida,deri,foto. Aritimi

Protease B. licheniformis Gida, atik
Proleather Bacillus sp. Gida
Amano Pharmaceticals, Japonya Collogenase Clostridium sp. Teknik
Amano protease S Bacillus sp. Gida
Enzeco alkaline protease B. licheniformis Endiistriyel
Enzeco alkaline protease-L FG B. licheniformis Gida
Enzyme Development , ABD Enzeco high alkaline protease Bacillus sp. Endiistriyel
Bioprase concentrate B. subtilis Kozmetik
Ps. protease Pseudomonas aeruginosa | Arastirma
Ps. elastase Pseudomonas aeruginosa | Arastirma
Cryst. Protease B. subtilis (K2) Aragtirma
Nagasa Biochemicals, Japonya Cryst. Protease B. subtilis (bioteus) Arastirma
Bioprase B. subtilis Deterjan
Bioprase SP-10 B. subtilis Gida
Godo Shusei, Japonya Godo-Bap B. licheniformis Deterjan, gida
Rohm, Almanya Corolase 7089 B. subtilis Gida
Wuxi Synder Products, Cin Wuxi Bacillus sp. Deterjan
Advance Biochemicals, Hindistan Protosol Bacillus sp. Deterjan




2.8.1 Gida ve besin endiistrisi

Alkalen proteazlar yiiksek gida degerine sahip protein hidrolizatlarinin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Protein hidrolizatlar1 kan basincinin dilizenlenmesinde, bebek
mamalarinin formiillerinde, spesifik terapi diyet iirlinlerinde ve meyve sular1 ve bazi
iceceklerin raf Oomiirlerinin artirilmasinda kullanilmaktadir. Alkalen proteazlar bir¢ok
dogal protein substratinin hidrolize edilmesinde kullanilmaktadir. Ticari protein
hidrolizatlar1 kazeinden (Miprodan, MD Foods, Viby Almanya), bugdaydan
(Lacprodan; MD Foods) ve soya proteininden (Proup; Novo Nordisk, Bagsvaerd,
Danimarka) iretilmektedir (Gupta et al 2002a). Rebeca et al (1991) Bacillus subtilis
proteazinin yiiksek gida degerindeki balik proteini hidrolizatlarinin elde edilmesinde
kullanilabildigi yayimlamistir. Sardalya baligindan el edilen kas dokusunun B.
licheniformis alkalen proteazi ile muamele edildiginde protein hidrolizatindaki
angiotensin-1’yi farklilagtiran enzimi inhibe ettigini yaymlanmistir (Matsui et al 1993).
Fujimaki et al (1970) alkalen proteazi soya proteini hidrolizatlarinin iiretiminde
kullanmistir. O’Mera and Munro (1984) yagsiz et atiklarinin alkalen proteaz hidrolizi
ile yenilebilir haldeki et haline getirilmesinde kullanilabilecegini yaymlamislardir.
Alkalen proteazlarin keratinolitik aktiviteleri kus tiiylerinden ve keratin igeren
materyallerden protein igeren hayvan yemi elde edilmesinde kullanilmaktadir. Dalev
(1990,1994) ve Cheng et al (1995) B. subtilis ve B. licheniformis PWD-1"den elde
edilen alkalen proteazlar ile kus tiiytindeki keratinin hidroliz edilebilecegini ve protein

konsantrasyonu yiiksek hayvan yemi liretiminde kullanilabilecegini yayinlamistir.

2.8.2 Peptid sentezi

Bergman and Frankel-Conrat (1937), proteazlarin revers-enzimatik reaksiyonunu
kullanarak proteaz katalizli peptid sentezinin gergeklestirilebilecegini yayinladigindan
bu yana proteazlar yaygin olarak peptid sentezinde kullanilmaktadir. Enzimatik peptid
sentezi kimyasal metotlara gore bircok avantaja sahiptir. Reaksiyonlar stearospesifik

olarak gerceklestirilebilir ve reaktanlar yan-zincir korumasina ihtiyag duymamaktadir

(Gupta et al 2002a).

33



Sentetik kimyada proteazlarin kullanilmasindaki ana kisitlayici faktor susuz kosullarda
enzimatik aktivitenin azalmasidir. Giinlimiizde Proteazlar kullanilarak dipeptidler
(Barros et al 1999) ve tripeptidler (So et al 2000) basarili bir sekilde sentezlenmektedir.
Organik ¢oziicliniin tipi ve dogas1 proteaz aktivitesi iizerine kuvvetli bir sekilde etki
etmektedir. Castro (1999) 14 saf organik ¢oziiciinlin subtilisinin enzimatik aktivitesi
iizerine etkisini aragtirmistir ve subtilisinin ethylenglycol, N-methylformamide, 1,2 ve
1,3-propanediole gore gliserolla muamele edildigi zaman 500 kat daha fazla aktivite
gosterdigini yaymlamigtir. Endiistriyel bir proteaz olan Neutrase birgok N*-korunmus
dipeptid tlirevinin asetonitril igerisinde sentezlendigi yaymlanmistir (Clapes et al 1997).
N-ucu korunmus amino asit esterlerinin organik ¢oziiclilerde yine endiistriyel bir alkalen
proteaz olan Alcalase tarafindan katalizlenerek kinetik rezoliisyonunu agiklamistir

(Gupta et al 2002a).

2.8.3 Deri endiistrisi

Deri iglenmesinde kullanilan hidrojen siilfit ve diger kimyasallar giivenlik ve cevre
acisindan oldukga tehlikelidir. Cevresel nedenlerden dolay1 kolay kontrolii, hizl1 olmasi,
atiklarin uzaklastirilmas: nedeni ile deri islenmesinde enzimatik yontemler tercih
edilmektedir (Andersen 1998). Elastolitik ve keratinolitik aktiviteleri sayesinde alkalen
proteazlar deri islenme endiistrisinde kullanilabilmektedir. Proteazlar derinin 1slatilmasi,
killarin uzaklastiritlmas: ve derinin inceltilmesi asamalarinda kullanilabilmektedirler.
Enzim uygulamasi ile istenmeyen pigmentlerin uzaklagtirarak deri ylizeyini
genisletmektedir. Deriden killarin uzaklastirilmasi asamasinda, kil koklerinin sismesiyle
olusan alkali kosullarda alkalen proteazlar kil folikiillerindeki proteinlerine etki ederek
kolay ve hizli bir sekilde killarin uzaklastirilmasini saglamaktadir. B. subtilis [IQDB32
alkalen proteazi ile koyun derisindeki killarin uzaklastirilabilecegini yayimlamistir

(Gupta et al 2002a).
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2.8.4 Endiistriyel ve evsel atiklarin giderilmesi

Proteazlar protein igerikli atik sularda ¢dziinerek sucul sistemlerdeki biyolojik oksijen
isteginin azaltilmasini saglar. Dalev (1994) B. subtilis alkalen proteazini kiimeslerdeki
kus tiiylerinin uzaklastirilabilmesinde kullanmistir. Atik kus tiiyleri kiimesin total
agirligiin %>5’ini igsgal ederken bu atiklarin keratin yapisi tamamen parcalandigi igin
gida ve yem sanayisinde de kullanilabilir hale gelmistir. B. subtilis, B.
amyloliquefaciens ve Streptomyces sp.’ ye ait proteolitik enzimlerden ve disiilfit azaltici
ajandan (thioglycolate) olusan bir formiilasyonla borularda tikanikliga neden olan
killarin parcalanmasi saglanmistir. Bu formiilasyon Genex tarafindan patentlenmis ve

giiniimiiz marketlerinde ticari olarak satilmaktadir (Jacobson et al 1985).

2.8.5 Fotograf endiistrisi

Alkalen proteazlar X-151m1 veya fotografik filmlerde giimiisiin uzaklastirilmas: igin
kullanilmaktadir. Bu filmlerin i¢inde bulunduklari jelatin tabaka 9%1.5-2 oraninda
glimiis icermektedir. Bu giimiis filmin yakilmasiyla uzaklastirilmaktadir ki bu islem
cevreye geri doniisiimsiiz zarar vermektedir. Polyesterden yapilan filmlerde ise bu
isleme gerek kalmamaktadir. Jelatine bagli halde bulunan glimiis protein tabakanin
proteolitik enzimlerle muamelesi sonucu uzaklastirilabilmektedir. Jelatinin enzimatik
hidrolizi ile sadece giimiis geri kazanilmig olmaz ayni zamanda polyester bazli film
tekrar kullanilabilir hale gelir (Gupta et al 2002a). B. subtilis’e ait alkalen proteaz ile
50-60°C’de 30 dakika muamele edilen jelatin tabaka ile glimiis uzaklastirilabildigi
belirtilmistir (Fujiwara et al 1991).

2.8.6 Medikal kullanimlari

Alkalen proteazlar medikal 6nemi olan {riinlerin gelistirilmesinde de kullanilmaktadir.
Kudrya and Simonenko (1994) B. subtilis 316M’nin elastolitik aktivitesini agiklayarak

elastoteraz enzimini kullanarak yanik, yatak yaralari, ¢iban ve derin apselerin
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tedavisinde kullanilabilecegini agiklamistir. Kim et al (1996) Bacillus sp. CK 11-4

susunun alkalen proteazinin fibrinolitik aktivitesini trombolitik ajan olarak kullanmistir.

2.8.7 ipek islenmesi

Proteazlarin en az kullanildig: alanlardan birisi ipek endiistrisidir. Ham ipegin %25’ini
olusturan serisin ham ipek ipliklerinin etrafini ¢gevrelemektedir. Ham ipege koruyuculuk
saglayan serisin ya da ipek zamki olarak adlandirilan koruyucu tabakanin ipek
ipliklerinin boyama asamasindan dnce uzaklastirilmas: gerekmektedir Serisin kontrollii
bir sekilde nisasta kullanilarak ipek iplikleri ¢ekilerek uzaklastirilmaktadir. Bu yontem
oldukca pahalidir ve alternatif olarak ipegin boyanmasindan dnce enzim preparatlarinin
kullanilmast ~ Onerilmistir  (Puri  2001). Cok az sayida ipekten serisinin
uzaklagtirllmasinda kullanilmak iizere proteazlarin kullanildigi patentler alinmistir

(Gupta et al 2002a).

2.8.8 Deterjan Endiistrisi

Deterjan proteazlari ile yogun g¢alismalar yapilmaktadir. Bu konudaki ¢aligmalar daha
cok evsel kuru temizleme deterjanlarinin gelistirilmesi i¢in yapilmaktadir. Kuru
temizleme deterjanlarinda kullanilmadan dnce evsel bulagik makine deterjanlarinda ve
hem endiistriyel hem de kurumsal temizleme deterjanlarinda kullanimi oldukga
popiilerdi. Deterjan formiillerinde kullanilan proteazlarin se¢ciminde farkli parametreler
bulunmaktadir. Deterjan proteazlarinin se¢imindeki Onemli parametrelerden biri pl
degeridir. Deterjan soliisyonun pH degeri enzimin pl degeri ile uyumlu oldugun zaman
deterjan proteazlarin en etkili sekilde kullanilabildigi bilinmektedir. Deterjan
proteazinin se¢ilmesinde pl degerinin yani sira deterjan bilesenleri ile, parfiimlerle,
surfaktanlarla, beyazlatici kimyasallarla, yikama esnasindaki pH ve sicaklik
degerleriyle, deterjan  sollisyonun iyonik giicliyle uyumlulugu, tamamen
uzaklastirilabilmesi  ve  kullanim  Omrii  enzimin deterjanlarda  kullanimini
belirlemektedir. Enzimin EDTA’ya karst stabil olmasi deterjan formiillerine

eklenmesinde bir avantajdir. Deterjanlara eklenecek olan enzimin metal kofaktore
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ihtiyagc duymamasi tercih edilir. Ciinkii deterjanlar yiiksek miktarda selat ajani
icermektedir ve metal iyonlarina baglanan selatlarin deterjan soliisyonundan

uzaklastiritlmas1 miimkiin degildir (Gupta et al 2001a).

Deterjanlar  yiiksek  sicaklik  derecelerinde  kullanilarak  yikama  islemi
gerceklesmektedir.  Ancak sentetik ipliklerin  yiiksek sicakliklarda tolerans
gosterememesi nedeni ile disiik sicaklik derecelerinde aktivite gosteren alkalen
proteazlara ilgi artmaya baglamistir. Bu durum enzim arastiricilarim diisiik sicakliklarda
aktivite gosteren yeni alkalen proteazlarin arastirilmasma itmistir. Japonya’da Novo
Nordisk Bioendiistrisi ‘Kannase’ adi verilen 10-20°C’de aktivite gosteren deterjan

proteazini gelistirmistir.

Iyi bir deterjan proteazi okside edici ajanlara ve agartic1 kimyasallar varliginda stabil
olmalidir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin ¢ogu agartict1 ve okside edici ajanlar
varliginda stabil degildir. Enzim bazli deterjanlar icin daha iyi stabiliteye sahip
biyomiihendislik iirlinli enzimler iiretmek igin rekombinant DNA teknolojisinin
kullanimi1 6ne ¢ikmaktadir. Protein miihendisligi ile var olan amino asit kokleri
degistirilerek agartici ve okside edici ajanlara kargi stabilitenin artirilabilecegi

aciklanmistir (Estell et al 1985, Bech et al 1993, Wolff et al 1996).

Alkalen proteaz sinifinin ticari bagarisi arastiricilart pH ve sicaklik kinetigi yoniinden,
protein miihendisligi teknikleri ve kimyasal modifikasyonlarla aktif bolgedeki amino
asit koklerinin belirlenmesi ve X-151m1 kristallografisi yontemleri ile daha saglam yeni
enzimlerin arastirilmasima yonlendirmistir. Gelecekte protein miihendisligi  ve
rekombinant DNA teknolojisi ile alkalen proteazlarin bircok yeni ozelli§i ortaya
cikacaktir. Birgok endiistride alkalen proteazlar 6nemli rol oynamaktadir. Bu enzimlerin
potansiyelleri kullanim alanlarindan daha fazladir ve gelecekte kullanim alanlar1 daha

da artmasi beklenmektedir (Gupta et al 2002b).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullamlan Bakteri izolatlar1 ve Standart Sus

Bu calismada toplam 57 adet bakteri izolat1 incelenmis olup, bunlardan 46’s1 termofilik
2’si halofilik olmak iizere 48 izolat Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvart kiiltiir stoklarindan, 9’u ise topraktan izole edilmistir. Bir
alkalen proteaz tireticisi standart alkalifilik bakteri susu Bacillus licheniformis DSM 13
ise DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen)’den

saglanmistir.

3.2 Bakteri Izolasyonu ve Alkalen Proteaz Ureticisi izolatlarin Belirlenmesi

Bakterilerin izolasyonu amaci ile deterjan sularinin akmasi nedeni ile alkali toprak
ozelligindeki bir oto yikama tesisi civarindan toplanan 5 adet toprak 6rnegi, pH 10.0°da
Nutrient Broth (Merck 1.05443) besiyerine, 0.25-0.40 g olacak sekilde eklenip 37°C’de
48 saat inkiibe edildikten sonra, gelismenin goriildiigii 6rneklerden steril 9%0.85 tuz
soliisyonu ile seri seyreltmeler yapilmistir. Alkalen proteaz iireticisi izolatlarin
belirlenmesi i¢in, Erarslan vd. (2004) uyguladigi Skim Milk Agar besiyeri modifiye
edilerek kullanilmistir (%0.1 dekstroz, %0.2 pepton, %0.5 yeast extract, %0.1 KoHPOy,
%0.02 MgS04.7H,0, %5 skim milk, %3 agar). Skim milk, ayrica sterilize edilmis ve
sterilizasyondan sonra skim milk eklenen besiyerinin pH’s1 %10 Na,COs ile 7.0, 9.0 ve

10.0’a ayarlanmustir.

Mezofilik izolatlar 37°C’de, termofilik izolatlar 55°C’de 72 saat inkiibe edilmis olup
inkiibasyon sonunda proteaz aktivitesine sahip izolatlar yagsiz siit tozunun (skim
milkin) hidrolizi sonucunda koloni ¢evresinde olusturduklari proteolitik zonun varligina

bagli olarak belirlenmistir.
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3.3 Gram Boyama, Katalaz Aktivitesi ve Faz Kontrast Mikroskobik Inceleme

Nutrient Agar besiyerinde 37°C’de 18-24 saat gelistirilmis kiltiirlerden hazirlanan
preparatlar Gram boyama yapilarak immersiyon objektifi ile 1s1tk mikroskobunda
incelenmistir. Hiicre morfolojileri ve hareket yetenekleri, 15 saatlik siv1 kiiltiirlerden
hazirlanan preparatlar ile 100’liik biiyiitmede faz kontrast mikroskobunda incelenmistir.
Katalaz aktivitesi, Nutrient Agar besiyerinde 37°C’de 18-24 saat gelistirilmis kiiltiirler
ile gergeklestirilmis olup lam iizerine alinan bakteri kolonisi %3 H,O, ile muamele
edilmistir. Oksijenden olusan kabarciga gore bakteriler katalaz pozitif olarak
degerlendirilmistir. izolatlarin faz kontrast mikroskobu ile spor olusturma &zelliklerine
gore spor pozisyonlar1 ve sekilleri saptanmistir. Spor olusumu 37°C’de 18-24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda belirlenmistir. Spor olusturan izolatlar; spor sekli (Oval,
Elipsoidal, Yuvarlak), vejetatif hiicredeki spor pozisyonu (Sentral, Subterminal,
Terminal) ve siskinlik olusturup olusturmamasi agisindan incelenmistir (Claus and

Berkeley 1986).

3.4 Fenotipik Karakterizasyon

Izolatlarin fenotipik &zellikleri Bergey’s Manual of Determinative Bacterioloy (Sneath
et al 1999)’ye gore yapilmis ve kullanilan besiyerlerinin bilesimleri ve inkiibasyon

siireleri EK 2’de verilmistir.

3.5 Alkalen Proteaz Uretim Kosullar: ve Hiicre Disi Enzim Elde Edilmesi

Hiicre dis1 enzim elde etmek i¢in, pH 7.0 ve 9.0’luk Skim Milk Agar besiyerinde 18
saat inkiibasyon sonunda aktiflestirilen izolatlar ve Bacillus licheniformis DSM 13’iin
yogunlugu %0.85 tuz cozeltisinde, 660 nm’de absorbansi 0.2-0.4 araliginda olacak
sekilde ayarlanmistir. Gessesse et al (1997) tarafindan belirlenen sivi besiyeri modifiye
edilerek alkalen proteaz iiretim miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Belirlenen

besiyerinin icerigi g/l olarak litrede; 5 g kazein, 5 g pepton, 2 g yeast extract, 5 g NaCl,
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0.2 g MgS04.7H,0, 0.1 g CaCl,, 1 g K;HPO, olup, sterilize edildikten sonra %10
Na,COs ile besiyeri pH” s1 7.0 ve 9.0 olarak ayarlanmistir. Bakteriler, pH 7.0 ve 9.0
olan 5ml’lik siv1 besiyerine %10 oraninda asilanip bunlardan mezofilik izolatlar
37°C’de, termofilik izolatlar ise 55°C’de 200 rpm’de calkalanarak 48 ve 72 saat inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon sonunda +4°C’de 5000 rpm’de, 20 dakika santrifiij edilerek,
elde edilen biyomasin yas agirlig1 belirlenip, besiyeri iist sivist alkalen proteaz kaynagi

olarak kullanilmustir.

3.6 Tirozin Konsantrasyon Egrisi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan tirozinin mikromolar ekstinksiyon
katsayisinin belirlenmesi i¢in 12,5 mg/ml stok tirozin destile suda ¢6ziilmiis ve bu stok
cozeltiden 5, 10, 15, 20, 25, 30, 50, 75, 100, 200 pg/ml olacak sekilde seyreltmeler
yapilmistir. Hazirlanan seyreltmelerden 0.5ml alinmig ve {izerine sirasiyla 2.5 ml 0.5 M
Na,COs ile 0.5 ml IN Folin-ciocalteu’s phenol (Sigma F9252) cozeltisi eklenerek 30
dakika 30°C’de bekletilmistir. Bu siire sonunda her bir diliisyonun 660 nm’deki optik
yogunlugu Ol¢iilmiistiir. Bu yolla ekstinksiyon katsayisi, okutulan absorbansa karsi uM

tirozin konsantrasyon egrisinin egiminden hesaplanmustir.

3.7 Enzim Unitesinin Tanimi

Bir tinite (U/ml) alkalen proteaz, dakikada 1 pg tirozinin agiga ¢ikmasi igin gerekli
enzim miktar1 olarak tanimlanmis ve aktivite hesaplamalar1 asagidaki formiile gore

yapilmustir (Erarslan vd. 2005)

(OD660/egim)X Toplam hacim(ml)

Enzim Aktivitesi(U/ml/dakika)=

Enzim hacmi(ml) X Inkiibasyon siiresi (dak.)
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Ornegin;

OD: Optik yogunluk

Egim: Tirozinin 30°C’deki mikromolar ekstinksiyon katsayis1 (0.0044 pg/ml)
Toplam Hacim: Toplam hacim (3.5 ml)

Enzim Hacmi: 0.5 ml

Inkiibasyon Siiresi: 30 dakika

3.8 Alkalen Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Alkalen proteaz aktivitesinin belirlenmesinde, Takami et al (1989) belirttigi yontem
kullanilmis olup, farkli olarak hammersten kazein yerine kazein (Sigma C4) substrat
olarak kullanilmistir. 9%0.6 kazein igeren pH 9.0 ve 10.0’luk 50 mM Glisin-NaOH
tamponunun 2.5 ml’si ile 0.5ml besiyeri {ist sivis1 karistirilarak 20 dakika 37°C’de
inkiibe edilmis ve siire sonunda reaksiyon 2.5 ml 0.1M TCA ile durdurulduktan sonra
37°C’de 30 dakika bekletilip filtre kagidindan siiziilmistiir. Filtrasyon sonucu elde
edilen siiziintiiye 2.5 ml 0.5M Na,COj ile 0.5 ml IN Folin-ciocalteu’s phenol (Sigma
F9252) reaktifi eklenerek 30 dakika oda kosulunda inkiibe edilmis ve 660 nm’de
absorbansi dl¢lilmiistiir. Kazeinin hidrolizi sonucu dakikada 1pg tirozinin agiga ¢ikmasi
icin gerekli enzim miktar1 bir linite alkalen proteaz aktivitesi (U/ml) olarak belirlenmis
ve enzim aktivitesi deneyi bir 6rnege ait 3 paralel tiipiin 3 kez tekrar edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Hiicre basina diisen enzim {iretimini belirlemek icin elde edilen
enzim aktiviteleri biyomas agirlifina boliinmiistiir ve hiicre bagina en yiiksek alkalen
proteaz enzimini lireten izolatin APTS oldugu belirlenerek bundan sonraki denemeler bu
izolat tlizerinden gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi’nde kullanilan kimyasallarin

hazirlanislar1 ve icerikleri EK 1°de verilmistir.

3.9 Alkalen Proteaz Enziminin Saflastirilmasi

Yiiksek oranda enzim iirettigi belirlenen APTS izolati, Skim Milk Agar besiyerinde (pH
9.0) 37°C’de 18 saat aktiflestirilmis ve bakteri siispansiyonu hazirlanarak absorbansi

600nm’de 0.3’e ayarlanmis ve 6 ml’lik pH 9.0°daki kazeinli s1v1 besiyerine %10 olacak
sekilde asilanip, 37°C’de 200 rpm karistirma hizinda 18 saat inkiibe edilmistir. Siire

41



sonunda, aktif kiiltiir %1 olacak sekilde toplam 300 ml’lik pH 9.0’luk kazeinli sivi
besiyerine inokiile edilmis ve 37°C’de 200 rpm’de 3 giin boyunca gelistirilmistir. Bu
stire sonunda elde edilen bakteri kiiltiiri, 7500 rpm’de +4°C’de 20 dakika santrifiij
edilerek tist sivi alkalen proteaz enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Besiyeri st
stvisina -20°C’de sogutulmus asetondan %85 oraninda ilave edilip -20°C’de 1 gece
bekletilmis, 7500 rpm’ de +4°C’de 20 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilen enzim soguk
%100’lik aseton ile 7500 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek pelet
yikanmistir. Oda kosullarinda kurutulan pelet 4.7 ml 50 mM pH 10.0’luk Glisin-NaOH
tamponu ile ¢ozilmiis ve 50 mM pH 9.0’luk Glisin-NaOH tamponu kullanilarak
BioRad iyon degisimi kolon kromotografisi ile bir anyon degistirici olan kolondan

gecirilmistir.

3.10 Sicakhik ve pH’1n Alkalen Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Alkalen proteazin optimum aktivite sicakligt pH 10.0’luk 50 mM Glisin-NaOH
tamponunu igerisinde 30°C, 35°C, 37°C , 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 75°C
ve 85°C’lik sicakliklar denenerek belirlenmistir. Optimum pH degerinin belirlenmesi
icin, enzim aktivitesi pH 8.0 ile pH 13.0 araligindaki farkli tamponlar kullanarak
optimum sicaklik derecesinde Sl¢lilmiistiir. pH 8.0-11.5 araliginda 50 mM’lik Glisin-
NaOH tamponu, pH 12.0 ve 13.0 araliginda ise 200 mM’lik Glisin-NaOH tamponu

kullanilmistir.

3.11 Alkalen Proteaz Enziminin Sicaklik ve pH Stabilitesinin Belirlenmesi

Alkalen proteazin termal stabilitesini belirlemek amaciyla enzim, aktivite gosterdigi
optimum sicaklik degerinde 20 dakika ve 4 saat bekletildikten sonra aktivitesi l¢iilmiis
ve bagil aktivitesi %100 olarak tanimlanmistir. pH stabilitesinin belirlenmesi icin ise
enzimin optimum aktivite gosterdigi pH’da 30°C’de 20 dakika ve 3 giin boyunca

muamele edildikten sonra kalan aktivitesi dl¢iilmiistiir. Sicakliga veya pH degisikligine
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tabi tutulmamis enzim Orneginin aktivitesi %100 olarak alinmis ve diger sonuglar ona

gore bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslanmstir.

3.12 Metal Iyonlarimin Alkalen Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Ca'", Mg++, Zn'", Fe'" ve Mn'" iyonlarin alkalen proteaz aktivitesi ilizerine etkisi
incelenmistir. 5 mM konsantrasyondaki CaCl,.2H,0, MgS04.7H,0, ZnSO,4.7H,0,
FeSO4.7H,0 ve MnCl,.4H,0 ¢ozeltileri, 50 mM pH 11.0’lik Glisin-NaOH tamponu
icerisinde hazirlanmig ve bu tamponlar ile enzim aktivitesi Ol¢ililmiistiir. Metal iyonu ile
muamele edilmemis enzimin aktivitesi %100 olarak alinmis ve diger sonuclar bagil

aktivite (%) cinsinden hesaplanmustir.

3.13 Hidrojen Peroksidin Alkalen Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

Alkalen proteaz enzimi %1 ve %5’lik hidrojen peroksit ile birebir oraninda muamele
edilerek, 2 saat 30°C’de inkiibe edildikten sonra enzim aktivitesi ol¢tilmiistiir. Hidrojen
peroksit ile muamele edilmemis enzimin aktivitesi %100 olarak kabul edilmis ve

sonugclar bagil aktivite (%) cinsinden hesaplanmistir.

3.14 inhibitorlerin ve Siirfaktanlarin Alkalen Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Belirlenmesi

1 mM ve 10 mM PMSF (Phenil methyl sulphonyl fluoride), 2.5 mM EDTA ve 1 M iire
ile %1°lik Tween-20, Tween-80, Triton X-100 ve %0.5 ve %]1°’lik SDS, APTS alkalen
proteaz enzimi ile birebir oraninda muamele edilerek, 2 saat 30°C’de inkiibe edildikten
sonra enzim aktivitesi dl¢iilmiistiir. Inhibitdr ve deterjanla muamele edilmemis enzimin
aktivitesi %100 olarak kabul edilmis ve tiim sonuglar bagil aktivite (%) olarak

hesaplanmuistir.
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3.15 Poliakrilamid Jel Elektroforez

Kolon kromotografisi ile elde edilen fraksiyonlarin protein igeriklerini belirlemek {lizere
%4°lik yigma jeli ve %10’luk ayirma jeli ile SDS-PAGE yapilmigtir (Laemli et al
1970). Bunun i¢in 500 pl’lik kolon 6rnekleri vakumlu santrifiijde konsantre edildikten
sonra SDS-0rnek tamponu eklenmis ve 3 dakika kaynayan suda bekletilerek protein
denatiirasyonu saglanmistir. Orneklerdeki protein miktar1 yar1 kantitatif olarak
belirlendikten sonra yaklasik esit miktarlarda kuyucuklara yiiklenmis, 25 ve 30 mA’de
jelde ayrilmis ve %0.2’lik Coomassie Brillant Blue R250 ile boyanarak resmi
cekilmigtir (Esen 1978).

Kolon kromotografisi ile elde edilen orneklerdeki alkalen proteaz enzim proteininin
jelde belirlenmesi icin %4 yigma jeli ve %10 ayirma jeli bulunduran Native-PAGE
(Laemli et al 1970) kullanilmis olup jele %1 oraninda siit tozu (skim milk)
karistirilmistir. Bunun i¢in 500 pl’lik kolon 6rnekleri vakumlu santrifiijde konsantre
edilmis ve Native-6rnek tamponu eklenmis, 25 ve 30 mA’de elektroforezde ayrilmistir.
Elektroforez sonrasi jel, dnce % 0.25’lik Triton X-100 ve daha sonra ise 0.1 M Glisin-
NaOH tamponu (pH10.0) ile 35°C’de 1’er saat inkiibe edilmis, iki kez tekrarlanan
elektroforez sonrasi elde edilen jellerden birisinde glimiis nitrat (BioRad Silver Stain
Plus kiti) digerinde ise aktivite boyamasi yapilmistir (Erarslan vd. 2004). Jeldeki alkalen
proteaz aktivitesini belirlemek i¢in %0.2°lik Coomassie Brillant Blue R250 ile
boyanarak dekolorize edilmis ve enzimin etkisiyle olusan proteolitik zonlar agik, diger

bolgeler mavi renkte olmak iizere resmi ¢ekilmistir.

SDS-PAGE’inde kullanilan stoklar ve hazirlamiglar1 EK3’te, Native-PAGE’inde

kullanilan stoklar ve hazirlanislar1 EK4’de verilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Arastirilan Bakteri izolatlar:

Alkalen proteaz iiretim kapasitesine sahip bakteri izolatlarmin segimi amaciyla A.U.
Biyoloji Bolimii kiiltlir koleksiyonundan saglanan 46 adet termofilik Bacillus spp., 2
adet halofilik Bacillus spp. ve topraktan izole edilen 9 adet alkalifilik izolatin kodlari

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Alkalen proteaz aktivitesi yoniinden test edilen izolatlar ve kodlar1

Bakteri izolat1 Kodu

Termofilik Bacillus spp. (46 adet) A148, A3210, A335, A35la, A353,
A391a, A392b, A384, A403, A404,
A412b, A413, C304, D52b, D98a, D202a,
D203b, D204, D211, D213, D214,
D221a, D222b, D232a, D242b, D243,
D273a, D376b, D40la, D404, D413,
D433a, D463, D486, D487, D503, E173b,
E183, E184, E184b, E206, E208a, E208b,
E272, E287, E331

Halofilik Bacillus spp. (2 adet) TG11, TG20

Alkalifilik Bakteri izolatlar1 (9 adet) | APT1, APT2, APT3, APT4, APT5, APT6,
APT7, APTS, APT9
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4.2 Proteaz Aktivitesine Sahip Bakteri izolatlari

Skim Milk Agar besiyerindeki skim milk hidrolizi sonucu proteolitik zon olusturan
izolatlar, proteaz aktivitesine sahip olan izolatlar olarak belirlenmistir. Standart olarak
kullanilan Bacillus licheniformis DSM13’tin, pH 7.0, 9.0 ve pH 10’luk Skim Milk
Agardaki yagsiz siit tozunu (skim milk) hidroliz ederek zon olusturdugu goriilmiistiir
(Sekil 4.1). Tek bir bakteri kolonisinin etrafindaki zonun biiytlikligii pH7.0°de 0.4cm,
pH9.0’da 0.3cm ve pH10.0’da 0.2cm olarak Olciilmiistiir. Elli yedi adet bakteri
izolatindan 32’sinin pH 7.0, 9.0 veya 10.0’da proteolitik aktiviteye sahip oldugu
goriilmiis olup inkiibasyon sicakligi, pH degerleri, bu pH degerlerindeki proteolitik
zonun biiyilikliigli ve zon olusum zamani Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu degerlere gore
proteolitik aktiviteye sahip toplam 32 izolattan 18’inin sadece pH 7.0’de, 4’iiniin pH 7.0
ve 9.0’da, 10’unun ise pH 7.0, 9.0 ve 10°da proteolitik aktivite gosterdigi ve izolatlara
gore zon olusum siiresinin 24, 48 veya 72 saat olabildigi goriilmiistiir. Diger yandan, 21
adet termofilik Bacillus spp.’den sadece 3’0 pH 9.0’da proteolitik aktivite
gosterebilirken, her iki halofilik Bacillus spp. ve 9 adet APT izolatindan 8’1, pH 10.0’da
proteolitik aktivite gdstermistir. Proteolitik aktiviteye sahip bakteri izolatlarinin Skim

Milk Agar besiyerinde olusturduklart proteolitik zonlar Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’de

verilmistir.

pH 7.0 pH 9.0 pH 10.0

Sekil 4.1 Bacillus licheniformis DSM13’tin pH 7.0, 9.0 ve 10.0’luk Skim Milk Agar
besiyerlerinde alkalen proteaz aktivitesine bagh olarak olusturdugu zonlar
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Cizelge 4.2 Skim Milk Agarda proteolitik aktivite gosteren 32 adet izolatin gelisim
gosterdikleri pH, bu pH degerindeki tek koloni etrafindaki proteolitik
zonun biyiikligl ve gelisim sicakliklari ile zon olusum zamanlari

izolat pH Proteolitik Zonun Sicakhlk  Zon Olusum
Biyiikliigii (cm) Zamani(Saat)
Al148 7.0 0.2 55°C 72
A335 7.0 0.3 55°C 48
A35la  7.0ve9.0 0.2ve 0.1 55°C 48
A391la 7.0 0.2 55°C 24
A392b 7.0 0.5 55°C 24
A384 7.0 0.4 55°C 24
A403 7.0 0.4 55°C 24
A404 7.0 0.3 55°C 24
A412b 7.0 0.2 55°C 24
A413 7.0 0.3 55°C 24
C304 7.0 0.2 55°C 72
D98a 7.0 0.2 55°C 72
D221a 7.0 0.3 55°C 48
D232a 7.0 0.2 55°C 48
D242b 7.0 0.2 55°C 72
D243 7.0 0.2 55°C 48
D40la 7.0 0.2 55°C 72
D433a 7.0 0.3 55°C 48
D487 7.0 0.2 55°C 72
E183 7.0 ve 9.0 0.3 ve0.1 55°C 48
E287 7.0 ve 9.0 0.4ve0.2 55°C 24
TG11 7.0, 9.0 ve 10.0 0.5,0.4ve 0.4 37°C 24
TG20 7.0,9.0 ve 10.0 0.4,0.2ve0.2 37°C 24
APTI1 7.0,9.0 ve 10.0 0.4,0.8ve 0.3 37°C 24
APT2 7.0,9.0 ve 10.0 0.9,2.0ve 0.5 37°C 24
APT3 7.0, 9.0 ve 10.0 3.0,2.0ve 1.2 37°C 24
APT4 7.0,9.0 ve 10.0 0.2,0.2ve 0.1 37°C 24
APTS 7.0,9.0 ve 10.0 <0.1,0.2ve 0.2 37°C 48
APT6 7.0 ve 9.0 0.2 ve 0.1 37°C 72
APT7 7.0, 9.0 ve 10.0 0.6,0.2ve 0.4 37°C 24
APTS 7.0,9.0 ve 10.0 0.5,0.3ve 0.1 37°C 24
APT9 7.0,9.0 ve 10.0 0.4,03ve0.2 37°C 24
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A335pH 7.0 A384 pH 7.0

A39lapH 7.0 A392b pH 7.0 A403 pH 7.0

A404 pH 7.0 A412bpH 7.0 A413pH 7.0

Sekil 4.2 Skim Milk Agar (pH 7.0) besiyerinde Termofilik Bacillus spp.
izolatlarininolusturduklar: proteolitik zonlar.
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C304 pH 7.0 D221a pH 7.0

D487 pH 7.0 D98a pH 7.0 D401lapH 7.0

Sekil 4.2 Skim Milk Agar (pH 7.0) besiyerinde Termofilik Bacillus spp.
izolatlarininolusturduklar: proteolitik zonlar (devam)
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A351lapH 7.0 A351apH9.0

E183 pH 7.0 E183 pH 9.0

E287 pH 7.0 E287 pH 9.0

Sekil4.3 Termofilik Bacillus spp. izolatlarinin Skim Milk Agar (pH 7.0 ve pH 9.0)
besiyerinde olusturduklari proteolitik zonlar
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TG 11 pH 7.0 TG 11 pH 9.0 TG 11 pH 10.0

TG20pH 7.0 TG 20 pH 9.0 TG 20 pH 10.0

Sekil 4.4 Halofilik Bacillus spp. izolatlarinin Skim Milk Agar (pH 7.0, 9.0 ve pH 10.0)
besiyerinde olusturduklari proteolitik zonlar
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APT1 pH 7.0 APT1 pH 9.0 APT1 pH 10.0

APT2 pH 9.0

APT3 pH 7.0 APT3 pH 9.0 APT3 pH 10.0

Sekil 4.5 APT izolatlarmin Skim Milk Agar (pH 7.0, 9.0 ve 10.0) besiyerinde
olusturduklar1 proteolitik zonlar
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APT4 pH 7.0 APT4 pH 9.0 APT4 pH 10.0

APTSpH 7.0 APTS pH 9.0 APTS pH 10.0

APT6 pH 7.0 APT6 pH 9.0

Sekil 4.5 APT izolatlarmin Skim Milk Agar (pH 7.0, 9.0 ve 10.0) besiyerinde
olusturduklar1 proteolitik zonlar (devam)
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APT7 pH 7.0 APT7 pH 9.0 APT7 pH 10.0

APTS8 pH 7.0 APTS pH 9.0 APTS8 pH 10.0

APT9 pH 7.0 APT9 pH 9.0 APT9 pH 10.0

Sekil 4.5 APT Izolatlarinin Skim Milk Agar (pH 7.0, 9.0 ve 10.0) besiyerinde
olusturduklar proteolitik zonlar (devam)

54



Sonug olarak, 57 adet izolat igerisinden Skim Milk Agar besiyerinde proteolitik zon
olusturabilen 32 adet izolattan pH 9.0 veya 10.0’luk Skim Milk Agar besiyerinde
gelisme gostererek zon olusturabilen toplam 14 adet izolat (Cizelge 4.3) ve standart
olarak Bacillus licheniformis DSM13 secilerek alkalen proteaz iiretim yetenekleri

yoniinden incelenmistir.

Cizelge 4.3 Alkalen Proteaz liretim yetenekleri belirlenen bakteri izolatlar1 ve
proteolitik aktivite gosterdikleri pH degerleri

No Izolatlar pH

1 APT1 7.0,9.0 ve 10.0
2 APT2 7.0, 9.0 ve 10.0
3 APT3 7.0,9.0 ve 10.0
4 APT4 7.0,9.0 ve 10.0
5 APT5S 7.0,9.0 ve 10.0
6 APT7 7.0,9.0 ve 10.0
7 APTS 7.0,9.0 ve 10.0
8 APT9 7.0,9.0 ve 10.0
9 TGI11 7.0,9.0 ve 10.0
10 TG20 7.0,9.0 ve 10.0
11 APT6 7.0,9.0

12 A351a 7.0,9.0

13 E183 7.0,9.0

14 E287 7.0,9.0
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4.3 Alkalen Proteaz Ureticisi Izolatlarin Bazi Biyokimyasal ve Morfolojik

Ozellikleri

Yapilan biyokimyasal testler ve hiicre morfolojisi incelemeleri sonucunda, izolatlardan
APT3, APT6 ve APT7 hari¢ hepsinin Gram (+), katalaz (+), hareketli, spor olusturan
basiller oldugu, APT3, APT6 ve APT7’nin ise Gram (-), hareketli koklar oldugu
belirlenmistir. Ayrica E287, E183 ve A351a kodlu izolatlarin termofilik, diger 11
izolatin ise mezofilik tireme gosterdigi belirlenmistir. 14 adet bakteri izolat1 ve Bacillus
licheniformis DSM13’iin bazi biyokimyasal ve morfolojik ozellikleri Cizelge 4.4’de

verilmistir.

Cizelge 4.4 Alkalen proteaz aktivitesine sahip bakteri izolatlarinin morfolojik 6zellikleri

(]
- 5 -
= b o
g M e 2 ) =
g S 5 = S 2 3
. 8 E % ﬁ Q ~ = wr
° @ o5 @ o = 2 ez &
1 APT1 + + Basil + - subterminal - elipsoidal
2 APT2 + + Basil + - |terminal - elipsoidal
3 APT3 + - Kok + - | spor yok - -
4 APT4 + + Basil + - terminal + elipsoidal
5 APTS + + Basil + - terminal + elipsoidal
6 APT6 + - Kok + - spor yok - -
7 APT7 + - Kok + - spor yok - -
8 APT8 + + Basil + - subterminal + elipsoidal
9 APT9 + + Basil + - subterminal - elipsoidal
10 TGl11 + + Basil + - subterminal - elipsoidal
11 TG20 + + Basil + - subterminal - elipsoidal
12 E287 + + Basil + + | subterminal - elipsoidal
13 E183 + + Basil + + | terminal + elipsoidal
14 A351a + + Basil + + |terminal + elipsoidal
15 B.lich. + + Basil + - subterminal - elipsoidal
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4.4 Tirozin Konsantrasyon Egrisi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan tirozinin mikromolar ekstinksiyon
katsayisinin belirlenmesi i¢in hazirlanan dillisyonlarin optik yogunlugu 660nm’de
spektrofotometrede okutulmus, okutulan absorbansa karsi uM tirozin konsantrasyon
egrisi cizilerek egrinin egiminden ekstinksiyon katsayist hesaplanmistir. Tirozinin
ekstinksiyon katsayisinin belirlenmesi i¢in ¢izilen tirozin konsantrasyon egrisi Sekil
4.6’da verilmis olup, alkalen proteaz aktivitesi hesaplanirken 0.0044 pM/ml olarak

bulunan ekstinksiyon katsayisi kullanilmistir.

Tirozin Konsantrasyon Egrisi

1,2

£
c , /
§ 0,6 /
Q 0,4
O E)
0,2 /
0 T T T T
0 50 100 150 200 250
ug/ml tirozin y = 0,0044x + 0,0971
R? = 0,9964

Sekil 4.6 Tirozinin ekstinksiyon katsayisinin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyon
egrisi
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4.5 izolatlarin Alkalen Proteaz Uretim Degerleri

%S5 oraninda siit tozu igeren Skim Milk Agarda zon olusturabilme yetenegine sahip 14
adet bakteri izolat1 %0.5 kazein igeren pH 7.0 ve pH 9.0’luk siv1 besiyerinde 48 ve 72
saatlik gelisimlerinin ardindan besiyeri {ist sivist alkalen proteaz enzimi kaynagi olarak
kullanilmis ve alkalen proteaz aktivitesi %0.6 kazein i¢eren pH 9.0 ve 10.0 olmak {izere
2 farkli Glisin-NaOH tamponu kullanilarak 5 tekrarl olarak gergeklestirilmistir. Hiicre
basina diisen enzim iiretim miktar1 (U/ml/g), enzim aktivitesi (U/ml) bakteri yas
agirligina (g) boliinerek hesaplanmustir. 14 adet izolat ile standart Bacillus licheniformis
DSM13 susunun pH 7.0 ve 9.0’luk kazeinli sivi besiyerinde iirettikleri hiicre dist
alkalen proteaz enzimlerinin pH 9.0 ve 10.0’luk Glisin-NaOH tamponuyla 6l¢iilen

alkalen proteaz iiretim miktarlari sirastyla Cizelge 4.5 ve 4.6’da verilmistir.

Bu sonuglara gore, izolatlarin yas pelet gram agirlifi basma diisen enzim {iretim
miktarlart pH 7.0 kazeinli sivi besiyerinde 4-1900 U/ml/g araliginda, pH 9.0 kazeinli
stv1 besiyerinde 5-1555 U/ml/g araliginda degisiklik gostermistir.

Izolatlarin, pH 7.0’lik kazeinli s1v1 besiyerinde alkalen proteaz iiretim kapasitelerine
bakildiginda 48 saatte termofilik Bacillus sp. E287’nin iirettigi alkalen proteazin pH
10.0’luk Glisin-NaOH tamponu ile en yiiksek enzim aktivitesine sahip oldugu
goriilmistiir. Diger taraftan pH 9.0’luk kazeinli s1v1 besiyerinde ise 48 saatte alkalifilik
APTS5 izolatinin trettigi alkalen proteaz pH 10.0 Glisin-NaOH tamponu ile en yliksek
aktiviteyi vermistir. Her iki izolatin da standart sus Bacillus licheniformis DSM13’den

daha yiiksek alkalen proteaz liretim kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir.

APTS izolatinin gerek alkalifilik olmasi gerekse iirettigi enzimin pH 10.0 tamponuyla
yliksek alkalen proteaz aktivitesi gdstermesi nedeni ile bundan sonraki saflastirma,

karakterizasyon ve stabilite ¢aligmalarinda APTS izolatt kullanilmastir.
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Cizelge 4.5 Bazi bakteri izolatlariin ve standart Bacillus licheniformis DSM13
susunun kazeinli siv1 besiyerinde (pH7.0 ve pH9.0) 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireci sonunda %0.6 kazein igeren pH9.0’luk Glisin-NaOH
tamponu ile alkalen proteaz iiretim degerleri

pH 9.0 Glisin-NaOH ile Olgiilen Enzim Aktivitesi (U/ml/mg)

Bakteri Kiiltiirii pH 7.0 Bakteri Kiiltiirii pH 9.0

48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat
B.licheniformis 778 1016 1376 645
APT1 415 719 298 241
APT2 478 617 359 251
APT3 900 253 303 405
APT4 184 102 75 387
APTS 347 333 1338 448
APT6 7 292 6 5
APT7 608 743 534 688
APTS 169 288 41 351
APT9 700 582 581 472
TG11 894 126 829 490
TG20 708 183 859 741
E287 1179 823 405 174
E183 141 529 13 1124
A351a 837 525 989 1061
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Cizelge 4.6 Baz1 bakteri izolatlarinin ve standart Bacillus licheniformis DSM13 susunun
kazeinli sivi besiyerinde (pH7.0 ve pH9.0) 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireci sonunda %0.6 kazein iceren pH10.0’luk Glisin-NaOH tamponu ile
alkalen proteaz iiretim degerleri

pH 10.0 Glisin-NaOH ile Olg¢iilen Enzim Aktivitesi (U/ml/mg)

Bakteri Kiiltiirii pH 7.0 Bakteri Kiiltiirii pH 9.0

48 Saat 72 Saat 48 Saat 72 Saat
B.licheniformis 810 600 1197 820
APT1 907 702 361 197
APT2 1033 694 406 375
APT3 479 306 706 403
APT4 143 227 428 462
APTS 191 112 1555 429
APT6 22 4 19 11
APT7 720 582 608 465
APTS 125 50 39 70
APT9 1073 347 774 431
TG11 372 402 803 211
TG20 459 413 727 613
E287 1900 998 19 608
E183 275 36 215 1352
A351a 288 368 602 720
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4.6 Alkalen Proteaz Enziminin Saflastirma Sonuclar

APTS izolatinin kazeinli siv1 besiyerinde 37°C’de 72 saatlik inkiibasyon sonucu iirettigi
alkalen proteaz enzimi hiicreler ayrildiktan sonra elde edilen ekstrakttan %85°lik soguk
aseton ile c¢oktiiriiliip, BioRad iyon degisimi kolon kromotografisi ile anyon degsitirici
ozellikteki kolondan, pH 10.10 Glisin-NaOH tamponuyla gecirilerek saflastirilmistir.
Alkalen proteazlar genellikle pozitif yiklidir ve anyon degistiricilere
baglanmamaktadir (Kumar and Takagi 1999). APTS5 alkalen proteazinin
saflastirilmasinda bir anyon degistirici olan Q kolon kullanilmistir ve enzimin kolona
enjekte edilmesinden sonra kolondan ayrilan ilk fraksiyonlarda beklenildigi gibi alkalen
proteaz aktivitesi goriilmiistiir. Sekil 4.5°de gosterildigi lizere, kolon sonras1 73 farkl
fraksiyondan dakikada 1 ml akis hiz1 ile toplanan 6 farkli protein pikine ait 2-7 (A
fraksiyonu), 8-9 (B fraksiyonu), 10-11 (C fraksiyonu), 44-56 (D fraksiyonu), 57-60 (E
fraksiyonu) ve 62-64 (F fraksiyonu) numarali fraksiyonlarin alkalen proteaz aktivitesi
belirlenmistir. Anyonik 6zellikteki Q-kolondan gegirilen enzim 6rnegi, pH10.10’luk
Glisin-NaOH’li IM’lik tuz pikinin 6ncesinde yer aldigindan katyonik karakterde bir
enzim olarak tanimlanmistir. Bu sonuglara gére ‘A Fraksiyonu’ olarak adlandirilan ilk
protein pikine ait 2 ile 7. fraksiyonlar arasinda, 232909 U/ml enzim aktivitesi 6l¢iilmiis
ve bundan sonraki ¢aligmalarda bu pike ait fraksiyonlar kullanilmistir. Sonug olarak,
katyonik karakterdeki alkalen proteaz enzimi besiyeri iist sivisindan aseton
presipitasyonu ve iyon degisim kromotografisi uygulanarak 500 U/mg spesifik
aktivitede, 1,6 kat ve %29,5 verimle saflastirilmistir. Cizelge 4.7°de kolondan gegirilen

enzime ait saflastirma basamaklarina ait sonuglar verilmistir.
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Sekil 4.7 APTS5 alkalen proteazinin BioRad iyon degisim kolon kromotografisine ait
anyonik karakterdeki Q-kolondan pH 9.0 Glisin-NaOH kullanilarak
gecirilmesi ile elde edilmis eliisyon profili (mavi ¢izgi: 280nm’deki protein
absorbansi; siyah ¢izgi: tuz konsantrasyonu; kirmizi ¢izgi: protein stabilitesine
bagli iletkenlik)

Cizelge 4.7 APTS5 alkalen proteazinin saflastirma basamaklarina ait sonuglar

Toplam Toplam | Spesifik
Hacim | Protein | protein | Aktivite | aktivite | aktivite | Verim | Saflastirma
(ml) (mg/ml) (mg) (U/ml) ) (U/mg) (%) katsay1st
Ham Ekstrakt 275 0,1 34,9 40,2 11046,9 | 316,6 100 1,0
Asetonla
Coktiirme
Sonrast 5 1,9 9,7 842,8 42139 435,1 38,1 1,4
Iyon-Degisim
Kromatografisi
Sonrast 14 0,5 6,5 2329 3260,7 500,1 29,5 1,6
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4.7 APTS Alkalen Proteazimin Farkh Sicaklik Degerlerindeki Aktivite ve Stabilite

Sonuclari

Standart enzim olarak kullanilan B. licheniformis proteazinin (Sigma P4860) optimum
sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 40°C ve 7.5 oldugu belirtilmistir

(http://www.brenda-enzymes.org/php/result_flat.php4?ecno=3.4.21.62). Standart

enzimden farkli olarak APTS izolatina ait alkalen proteazin en iyi c¢alistigi sicaklik
araligr 50-60°C ve optimum sicaklik istegi 50°C olarak belirlenmistir. 50°C’de %100
aktif iken 55°C’de bagil enzim aktivitesi %85 olarak ol¢iilmiistiir. Optimum aktivite
gosterdigi 50°C’de 20 dakika ile 4 saatte ve 30°C’de 3 giinliik inkiibasyon sonunda
stabilitesi degigsmeyerek %100 olarak kalmaktadir. Farkli sicakliklardaki bagil aktivite
degerleri Sekil 4.8’de verilmistir.
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= 80 - I 7
£ 60
e 53 %0
2 40 - o 142
20
0
0 I I I I I I I I I I
30 35 37 40 45 50 55 60 65 75 85
Sicaklik (°C)

Sekil 4.8 APTS5 alkalen proteazinin farkli sicaklik degerlerindeki bagil aktivite degerleri
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Alkalen proteazlarin optimum sicaklik dereceleri 50-70°C araliginda degismektedir.
Son yillarda diistlik sicakliklarda aktivite gosteren alkalen proteazlarla ilgili aragtirmalar
artmasina ragmen yiiksek sicaklik derecelerinde aktivite gosteren alkalen proteazlara
talep daha yogundur. Bacillus suslarindan izole edilen alkalen proteaz enzimlerinin
optimum aktivite gosterdikleri sicaklik dereceleri ve sicaklik stabiliteleriyle ilgili
yapilan ¢aligmalar APTS5 alkalen proteazi ile karsilastirilarak cizelge 4.8’de verilmistir.
Bacillus licheniformis MIR29 alkalen proteazinin optimum aktivite gosterdigi sicaklik
derecesi 60°C ve 10 dakikaklik stabilitesinin 30-60°C araliginda %100 oldugu, ancak
90°C’de aktivitenin yaklasik %70’inin kayboldugu belirlenmistir (Ferrero et al 1995).

Bir Bacillus sp.’den izole edilen AP-1 enziminin 50°C’de, AP-2 enziminin 55°C’de
optimum aktivite gosterdigi, 50°C’de AP-1’in yar1 dmriiniin 50, AP-2’nin 40 dakika
oldugu agiklanmistir (Kumar et al 1998). Bacillus sp.’den elde edilen ve beyazlaticilar
varliginda stabil olan alkalen proteazin optimum sicakliginin 60-70°C oldugu ve
60°C’ye kadar 20 dakikalik stabilitesinin %100 oraninda kaldigin1 belirtilmistir (Gupta
et al 1999). Gupta et al (2001) Bacillus sp.’den clde ettikleri SDS-stabil alkalen
proteazin 20-80°C araliginda ve optimum 60°C’de aktivite gosterdigini,45°C’de 1
saatten daha uzun siire stabil kaldigin1 ve yar1 dmriiniin 50°C’de 90 dakika oldugunu

belirtmistir.

Bacillus pumilus’dan elde edilen hiicre dis1 alkalen proteazin 30-60°C araliginda ve
optimum 55°C’de aktivite gosterdigi, 30 dakikalik inkiibasyon sonunda 50°C’de
aktivitesinin %47’sini, 60°C’de %15’ini korudugu ve 70°C’de 10 dakika sonunda
aktivitesinin tamamini kaybettigi bildirilmistir ( Zhang et al 2002).

Oksidant ve SDS-stabil Bacillus clausii 1-52 alkalen proteazinin 60-65°C araliginda
optimum aktivite gosterdigi ancak 70°C’den sonra aktivitenin hizla azaldigi, 55°C’de 1
saatlik inkiibasyon sonunda stabil oldugu ve 30 dakikada 60°C’de aktivitesinin %45’ ini
kaybettigi aciklanmistir (Chang et al 2003). Bacillus clausii GMBAE 42’den

saflastirilan serin alkalen proteazin 30°C’de 6 giin boyunca stabil oldugu, 50°C’de 2
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saatlik inkiibasyon sonucunda stabilitesini korudugu, ayni siire sonunda 55°C’de
aktivitesinin  %60’m1, 60°C’de tamamini kaybettigi ancak 60°C’de 30 dakikalik
inkiibasyon sonunda %55 aktivite gosterdigi belirlenmistir (Erarslan vd. 2004).

Bacillus licheniformis RP1’¢ ait termostabil alkalen proteazin optimum aktivitesinin 65-
70°C olarak belirlenmistir. 50 ve 55°C’de 1 saat inkiibasyon sonunda enzim
stabilitesinin korundugu, 60°C’de %45 aktivite gdsterdigi, ancak reaksiyon ortamina
CaCl, ilavesi sonucunda aktivite ilkine gore %85 oraninda arttig1 bildirilmistir (Nasri et
al 2006). Deri endiistrisinde killarin uzaklastirilmasinda (dehairing) kullanilan Bacillus
cereus MCM B-326’dan elde edilen proteaz 30-60°C araliginda ve optimum 55°C’de
aktivite gostermistir ve 80°C’de tamamen inaktive olmustur (Sarnaik et al 2006).
Organik ¢oziiciilerle deterjanlari tolere edebilen Bacillus sp. RKY3’den elde edilen
proteaz 30-70°C araliginda ve optimum 60°C’de aktivite gostermistir. 70°C’de 15

dakika sonunda enzim aktivitesinin %60’ 1 korudugu belirtilmistir (Ryu et al 2008).

APTS5 alkalen proteazi 50°C’de gosterdigi optimum aktivite ve 85°C’de de %60
oraninda aktivitesini korumasi, 50°C’de 4 saatlik inkiibasyon sonunda stabilitesini
tamamen korumasi nedeni ile ile alkalen proteazlarin aktivite sicakligi ve stabiliteleri
bakimindan yayinlanan enzimlerle uygunluk gosterirken 4 saatlik stabilitesinin %100

olmasi bir¢ok ¢alismanin sonucuna gore, enzimin oldukga stabil oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.8 Baz1 Bacillus cinsi bakterilere ait alkalen proteazlarin ve APTS5 alkalen proteazinin optimum sicaklik istekleri ve stabiliteleri

Bakteri Optimum | Sicaklik Stabilitesi (°C) Aktivite | Kaynak
sicaklik (°C) arahg (°C)
APT5 50 50°C’de 4 saatte %100 stabil 30-85
Bacillus licheniformis MIR29 60 30-60°C’de 10 dakikada %100 stabil 30-60 Ferrero et al 1995
Bacillus spp. (AP-1 enzimi) 50 50°C’de yar1 omrii 50 dakika - Kumar et al 1998
Bacillus spp. (AP-2 enzimi) 55 55°C’de yar1 omrii 40 dakika - Kumar et al 1998
Bacillus sp. 60-70 60°C’de 20 dakikada %100 stabil - Gupta et al 1999
Bacillus sp. 60 1 saatten uzun siire 45°C’de stabil, yar1 omrii 50°C’de 90 dakika 20-80 Gupta et al 2001
Bacillus pumilus 55 30 dakikada 50°C’de %47, 60°C’de %15 aktivite, 70°C’de 10 30-60 Zhang et al 2002
dakikada inhibisyon
Bacillus clausii I-52 60-65 1 saatte 55°C’de stabil, 30 dakikada 60°C’de %55 aktivite - Chang et al 2003
Bacillus clausii GMBAE 42 60 2 saatte 55°C’de %40’m1, 60°C’de inhibisyon, 60°C’de 30 30-65 Erarslan vd. 2004
dakikada %55 aktivite
Bacillus licheniformis RP1 65-70 1 saatte 50 ve 55°C’de stabil, 60°C’de %45 aktivite - Nasri et al 2006
Bacillus cereus MCM B-326 55 30 dakikada 80°C’de inaktive 30-60 Sarnaik et al 2006
Bacillus sp. RKY3 60 15 dakikada 70°C’de %60 aktivite 30-70 Ryu et al 2008




4.8 APTS Alkalen Proteazimin Farkh pH Degerlerindeki Aktivite ve Stabilite

Sonuclari

APTS izolatina ait alkalen proteaz enziminin pH araligi, en yliksek aktivite gosterdigi
sicaklik degeri olan 50°C’de pH 10.0-12.0 olup, optimum pH degeri 11.0 olarak
belirlenmistir. Enzim, optimum calistig1 pH11.0’de %100 aktifken, pH10.5’da bagil
enzim aktivitesi %97, pH 11.5°de %96 olarak Olgiilmiistiir. Farkli pH degerlerinde
APTS5’e ait bagil aktivite degerleri Sekil 4.9°da verilmistir. 30°C’de enzimin optimum
calistigt pH 11.0°de 20 dakikalik ve 3 giinliik stabilitesi degismeyerek %100 olarak
kaldig1 belirlenmistir.

Bagil Aktivite(%)

120
100

Bagil Aktivite (%)
3

Sekil 4.9 APTS alkalen proteazinin farkli pH degerlerindeki bagil aktivite degerleri
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Alkalen proteazlarin optimum pH araligi 8.0-12.0 olarak bilinmektedir (Gupta et al
2002b) ancak daha yiiksek pH kosullarinda aktivite gosteren alkalen proteazlar da
mevcuttur. Cizelge 4.9°da Bacillus cinsi bakterilere ait alkalen proteazlarin optimum
pH’lar1 ve pH stabiliteleri APTS alkalen proteazi ile karsilastirilarak 6zetlenmistir.
Literatiirde Horikoshi et al (1990) Bacillus sp. no. AH-101’den elde ettikleri alkalen
proteazin pH 11.0-12.0’de optimum aktivite gosterdigini bildirmistir. Bacillus
licheniformis MIR29’dan izole edilen alkalen proteaz pH 11.0-13.0 araliginda optimum
aktivite gosterdigi belirtilmistir (Ferrero et al 1995).

Bacillus spp.’den izole edilen AP-1 enzimi pH 11.0, AP-2 enzimi pH 12.0’de optimum
aktivite gosterirken,1 giinliik inkiibasyon sonunda sirasiyla pH 6.0-11.0 ve pH 6.0-9.0
araliginda enzimin stabilitesi degismemistir (Kumar et al 1998). Bacillus sp.’den elde
ettikleri agarticilar varlifinda stabil alkalen proteazin pH 10.0’da optimum aktivite
gosterdigi ve 40°C’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda pH 5.0-12.0 araliginda enzimin
stabilitesini korudugu belirlenmistir (Gupta et al 1999).

Gupta et al (2001) calismalarinda Bacillus sp.’den elde ettikleri SDS-stabil alkalen
proteazin pH 11.0’de optimum aktivite gosterdigini, 25°C’de 1 saatlik inkiibasyon
sonunda pH 6.0-12.0 araliginda stabil kaldigin1 belirtmislerdir. Bacillus pumilus’dan
elde edilen hiicre dis1 alkalen proteazin pH 6.0-11.0 araliginda stabil ve optimum pH
10.0’da aktivite gosterdigi bildirilmistir (Zhang et al 2002). Oksidant ve SDS-stabil
Bacillus clausii I-52’ye ait alkalen proteaz optimum aktiviteyi pH 11.0’de gostermistir.
Enzim farkli tamponlarda 72 saat inkiibasyon sonunda pH 5.0-12.0 aralifinda
stabilitesini korurken pH4.5 ve altindaki pH degerleriyle pH12.0 ve iizerindeki pH
degerlerinde aktivitesinin %80’ininden fazlasini kaybetmistir (Chang et al 2003).

Bacillus clausii GMBAE 42’den elde edilen serin alkalen proteazin optimum pH 11.3
degerinde aktivite gosterdigi bildirilmistir. Oda sicakliginda 4 giinliik farkli pH
degerindeki tamponlarla inkiibasyon sonunda enzim pH 9.0-11.5 araliginda stabilitesini
korurken sadece %30’luk bir aktivite kaybi1 pH 12.0-13.0’da gozlenmistir (Erarslan vd.
2004). Bacillus licheniformis RP1’e ait termostabil alkalen proteaz pH7.0-13.0
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araliginda yiiksek aktivite gosterirken optimum pH 10.0-11.0°de aktivite
gostermektedir. Farkli pH’ya sahip tamponlarla 40°C’de 1 saatlik inkiibasyonlar
sonunda enzimin pHS8.0-10.0’da stabil oldugu, pH11.0’da %96, pH12.0’da %72 aktivite
gosterdigi agiklanmistir (Nasri et al 2006).

Deri endiistrisinde hayvan postlarindan killarin uzaklastirilmasinda kullanilan Bacillus
cereus MCM B-326’dan elde edilen proteazin, pH 6.0-12.0 araliinda aktif oldugu
optimum pH 9.0 degerinde aktivite gosterdigi belirtilmistir (Sarnaik et al 2006).
Organik ¢oziiciilerle deterjanlari tolere edebilen Bacillus sp. RKY3’den elde edilen
proteazin pH 4.0-11.0 aktivite gosterdigi, optimum aktivitesini pH 7.0’de gosterdigi
saptanmistir. Enzim pH7.0-9.0 araliginda stabilitesini korurken diger pH degerlerinde

%80 oraninda aktivite gostermistir (Ryu et al 2008).

Literatiirde bildirilen alkalen proteazlarin optimum pH degerleri ve pH stabiliteleri géz
Ontline alindiginda APTS izolatindan elde edilen alkalen proteaz yiiksek pH stabilitesi ve
pH 11.0’lik optimum aktivitesiyle alkalen proteazlarin pH 0&zelliklerine uygunluk

gostererek oldukca stabil bir enzim oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.9 Bazi1 Bacillus cinsi bakterilere ait alkalen proteazlarin ve APTS5 alkalen proteazinin optimum pH’lar1 ve pH stabiliteleri

Bakteri Optimum | pH stabilitesi Kaynak

pH
APTS 11.0 3 giinde 30°C’de %100 stabil
Bacillus sp. no. AH-101 11.0-12.0 | - Horikoshi et al 1990
Bacillus licheniformis MIR29 | 11.0-13.0 | - Ferrero et al 1995
Bacillus spp. (AP-1 enzimi) 11.0 24 saatte pH 6.0-11.0’de stabil Kumar et al 1998
Bacillus spp. (AP-1 enzimi) 12.0 24 saatte pH 6.0-9.0’da stabil Kumar et al 1998
Bacillus sp. 10.0 1 saatte 40°C’de pH 5.0-12.0’de stabil Gupta et al 1999
Bacillus sp. 11.0 1 saatte 25°C’de pH 6.0-12.0’de stabil Gupta et al 2001
Bacillus pumilus 10.0 - Zhang et al 2002
Bacillus clausii I-52 11.0 72 saatte pH 5.0-12.0’de stabil <pH4.5 ve >pH12.0°de %80 inhibisyon Chang et al 2003
Bacillus clausii GMBAE 42 11.3 4 giinde oda kosulunda pH 9.0-11.5"da stabil pH 12.0-13.0’de %70 aktivite Erarslan vd. 2004
Bacillus licheniformis RP1 10.0-11.0 | 1 saatte 40°C’de pH8.0-10.0’da stabil, pH11.0’da %96, pH12.0’de %72 aktivite | Nasri et al 2006
Bacillus cereus MCM B-326 9.0 - Sarnaik et al 2006
Bacillus sp. RKY3 7.0 pH7.0-9.0’da stabil Ryu et al 2008




4.9 Cesitli Inhibitorlerin, Siirfaktanlarin ve Metal iyonlarm Alkalen Proteaz

Aktivitesine Etkisi

Iyonik olmayan siirfaktanlardan Tween 20, Tween 80, Triton X-100 %] oraninda,
kuvvetli anyonik siirfaktanlardan olan SDS %0.5 ve %1 oraninda hazirlanarak 2 saat
enzimle 30°C’de muamele edilmis ve alkalen proteaz aktivitesine etkisi arastirilmistir.
Kullanilan siirfaktanlardan higbiri enzim aktivitesini yiiksek oranda inhibe etmemis,
aksine Triton X-100 aktiviteyi %16 oraninda artirirken, alkalen proteaz aktivitesini
azalttig1 bilinen SDS, %1’lik ve %0.5’1lik oranlarda enzimle muamele edildigi zaman,
sirastyla %7 ve %S5 oraninda artirmistir. Tween 80’in ise %8 oraninda aktiviteyi
artirdigl goriilmiistiir. Siirfaktanlarin alkalen proteaz aktivitesi lizerine etkisi Sekil

4.10’da sunulmustur.
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Sekil 4.10 Siirfaktanlarin APTS alkalen proteaz aktivitesine etkisi
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%1 oranindaki Triton X-100 ve Tween-80 alkalen proteaz aktivitesini artirirken (%8 ve
%16 oraninda) diger siirfaktanlar (Tween 20 ve SDS) APTS5 alkalen proteaz aktivitesini
etkilememistir. Bacillus cinsi bakterilere ait alkalen proteazlarla APT5’ e ait alkalen
proteazin aktivitesine siirfaktanlarin etkisi cizelge 4.10°da Ozetlenmistir. Literatiire
bakildig1 zaman, Ferrero et al (1996) 3.5mM SDS’in Bacillus licheniformis MIR 29°dan
elde edilen termostabil alkalen proteaz aktivitesini %22 oraninda azalttigini, APTS
alkalen proteazina benzer olarak Kumar et al (1998) alkalifilik Bacillus sp’den elde
edilen serin proteazlarin aktivitesinin, Triton X-100 ile %14-39 oraninda artti§in1 ancak
%0,1 SDS ile %23, %0.5 SDS ile neredeyse tamamen aktivitenin kayboldugunu

bildirmislerdir.

Gupta et al (1999) Bacillus sp.’den elde edilen agarticilara kars1 stabil alkalen proteaz
aktivitesinin iyonik olmayan siirfaktanlardan Tween 20 ve Tween 80 ile %20-50
artarken, SDS gibi kuvvetli anyonik siirfaktanlar ile %20-40 oraninda azaldiginm
yaymlamistir. Chang et al (2003) Bacillus clausii 1-52’ye ait oksidant ve SDS stabil
alkalen proteazin, %1 SDS ile muamele edilince aktivitesinin degismedigini, %5 SDS
ile muamele edilince aktivitesini %78 oraninda korudugunu yayinlamiglardir. Erarslan
vd. (2004) Bacillus clausii GMBAE 42’ye ait serin alkalen proteazin iyonik olmayan
stirfaktanlar ile daha stabil oldugunu, anyonik siirfaktan olan %0.2°lik SDS’in aktiviteyi

degistirmedigini aciklamiglardir.

Nasri et al (2006) Bacillus licheniformis RP1’den elde edilen termostabil alkalen
proteazin %0.1 ve %0.5 SDS ile sirastyla %91 ve %73 oraninda aktivite gosterdigini,
iyonik olmayan siirfaktanlarin aktiviteye etkisinin olmadigini agiklamistir. Ryu et al
(2008) Bacillus sp. RKY3’iin deterjan-tolerant proteaz aktivitesinin, ortama Triton X-
100 ve Tween 80 ilavesi ile APTS alkalen proteazi ile benzer sekilde %17-24 oraninda
arttigini, %1°1lik SDS ilavesi ile aktivitenin %23 oraninda azaldigin1 yaymlamislardir.
Sonug olarak, APT5 alkalen proteazinin kuvvetli anyonik siirfaktanlardan olan SDS ile
muamele edildikten sonra aktivitesini kaybetmemesi, iyonik olmayan siirfaktanlarin da
enzim stabilitesini etkilememesi, bu enzimin siirfaktanlara karsi, literatiire gore diger
alkalen proteazlarin stabiliteleri de dikkate alindiginda oldukga stabil oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 4.10 Baz1 Bacillus cinsi bakterilere ait alkalen proteazlarla APTS’ e ait alkalen proteazin aktivitesine siirfaktanlarin etkisi

Bakteri

Siirfaktanlarin etkisi

Kaynak

APTS

Triton X-100 ile %16, Tween 80 ile %8 aktivite artisi, %0.5 ve %1SDS ile stabil

Bacillus licheniformis MIR 29

3.5mM SDS %22 oraninda aktiviteyi azaltiryor

Ferrero et al 1996

Bacillus sp.

Triton X-100 ile %14-39 aktivite artis1 %0,1 SDS ile %23, %0.5 SDS ile inbisyon

Kumar et al 1998

Bacillus sp.

Tween 20 ve Tween 80 ile %20-50 aktivite artigi, SDS ile %20-40 inhibisyon

Gupta et al 1999

Bacillus clausii I-52

%1 SDS ile %100 aktivite, %5 SDS ile %78’lik aktivite

Chang et al 2003

Bacillus clausii GMBAE 42

iyonik olmayan siirfaktanlar ve %0.2°1ik SDS ile stabil

Erarslan vd. 2004

Bacillus licheniformis RP1

%0.1SDS ile %91, %0.5 SDS %73 aktivite

Nasri et. al 2006

Bacillus sp. RKY3

Triton X-100 ve Tween 80 ile %17-24 oraninda aktivite artisi, %1 SDS ile %23 inhibisyon

Ryu et al 2008




Inhibitérlerden 1mM ve 10mM PMSF, IM Ure ve 2.5mM EDTA ile oksitleyici
ajanlardan %1 ve %5 oraninda H,O,’in alkalen proteaz aktivitesine etkisi aragtirilmistir.
Alkalen proteazinin aktivitesini diisiirmesi beklenen oksitleyici ajanlardan H,O,, %5
oraninda enzimle muamele edilince aktiviteyi %2 artirirken, %1 oraninda muamele
edildiginde ise alkalen proteaz aktivitesini %13 oraninda artirmistir. EDTA ve iire
alkalen proteaz aktivitesini sirastyla %5 ve %8 oraninda artirmigtir. 1mM PMSF
aktiviteyi %2 oraninda artirirken, 10mM PMSF aktiviteyi %24 oraninda azaltmistir.
Serin proteazlarda PMSF enzimin aktif bolgesinde serin, lizin, arjinin, triptofan ve
histidin koklerini modifiye ederek enzim aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir. Enzim
10mM PMSF varliginda tamamen inhibe olmamuis, hatta %76 oraninda aktivitenin
korumustur. PMSF, Ure, EDTA ve H,0,’ in alkalen proteaz aktivitesine etkisi Sekil

4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11 Inhibitorlerin alkalen proteaz aktivitesine etkisi
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Ekonomik O6neme sahip olan serin proteazlarin alt grubu olan subtilisin Carlsberg
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus clausii ve Bacillus sp. tarafindan
tiretilmektedir. Birer subtilisin olan standart Bacillus licheniformis proteazi ile Bacillus
sp.’ye ait proteaz (protease from Bacillus licheniformis-P4860 ve protease from Bacillus
sp.- P5985) APTS alkalen proteazi ayni deney kosullarinda 1mM ve 10mM PMSF ile
muamele edilmistir. ImM PMSF’in her {i¢ enzimin de aktivitesine etki etmemis, ancak
10mM PMSF ile muamele sonucunda B. licheniformis’e ait enzim %38, Bacillus sp.’ye
ait enzim ise %77 oraninda aktivitelerini kaybetmistir. APTS enzimi ise bu iki enzime
gore %24°lik aktivite kaybiyla daha az etki gdrmiistiir. Bu sonuglara gére APTS5 alkalen
proteazinin serin proteazlarin subtilisinler familyasiyla benzerlik gosterebilecegi
distintilmustiir. Sekil 4.12°de 10mM PMSEF’in APT5, Bacillus licheniformis ve Bacillus

sp. proteazina etkisi verilmistir.

10mM PMSF Etkisi
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Sekil 4.12 10mM PMSF’in APTS5, Bacillus licheniformis ve Bacillus sp. proteazina

etkisi (B= Bacillus licheniformis, C= Bacillus sp.)
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EDTA’nin metalloproteazlarin, PMSF’in ise serin proteazlarin spesifik inhibitori
oldugu bildirilmistir (Erarslan vd. 2004, Sarnaik et al 2007). Cizelge 4.11°de Bacillus
cinsi bakterilerin alkalen proteazlarina PMSF ve EDTA’nin inhibitér etkisi APTS
alkalen proteaziyla karsilastirilarak 6zetlenmistir. Horikoshi et al (1990) Bacillus sp. no.
AH-101den elde edilen alkalen proteazin 1mM PMSF ile tamamen inhibe oldugunu,
EDTA ve iirenin aktiviteyi degistirmedigini, Kumar et al (1998) Bacillus spp.’den izole
edilen serin proteazlarla ilgili ¢alismalarinda enzimlerin 1mM PMSF ile neredeyse
aktivitelerinin tamamini kaybettigini, Ferrero et al (1996) Bacillus licheniformis MIR
29°dan elde edilen termostabil alkalen proteazin 2.5mM PMSF ile %60 oraninda inhibe
oldugunu, EDTA’nin ise aktiviteyi degistirmedigi, Zhang et al (2003) Bacillus
pumilus’dan elde edilen hiicre dis1 serin proteazin 1mM PMSF ile tamamen inhibe
oldugunu, ImM EDTA ile %16, 10mM EDTA ile %51 oraninda aktivitenin diistiigiinii,
Chang et al (2003) Bacillus clausii 1-52’den elde ettikleri oksidant ve SDS-stabil
alkalen proteazin ImM PMSF ile tamamen inhibe oldugunu, ImM EDTA’nin aktiviteyi
etkilemedigini, Erarslan vd. (2004) Bacillus clausii GMBAE 42’den elde edilen serin
alkalen proteazin aktivitesinin 1mM PMSF ile %80 oraninda, 10mM PMSF ile
tamaminin inhibe oldugunu, EDTA nin ise inbitor etkisinin olmadigini belirtmislerdir.
Nasri et al (2006) Bacillus licheniformis RP1’den elde ettikleri termostabil alkalen
proteazin SmM PMSF ile tamamen inhibe oldugunu, SmM EDTA’nin ise aktiviteyi
%70 oraninda azalttigin1 yaymlamistir. Ryu et al (2008) Bacillus sp. RKY3’den elde
ettikleri deterjan-tolerant proteazin 2mM EDTA ile %35.7 oraninda, ImM PMSF ile
tamamen inhibe oldugunu, Gupta et al (2001) Bacillus sp.’den izole edilen SDS_stabil
alkalen proteazin ImM EDTA ile %60 oraninda inaktive oldugunu ve de Sarnaik et al
(2006) bir metalloproteaz oldugu tahmin edilen Bacillus cereus MCM B-326’dan elde
ettikleri proteazin EDTA ile tamamen inhibe oldugunu ancak ImM PMSF ile
aktivitesini yaklasik %84 oraninda korudugunu agiklamiglardir. APTS alkalen
proteazinin 1mM PMSF ile aktivitesini korumasi ve de 10mM PMSF varliginda %76
oraninda aktivite gdstermesi nedeni ile, genellikle 1mM PMSF ile tamamen inhibe olan
serin alkalen proteazlara dahil olmadigini ancak serin proteazlarin bir diger alt grubu
olan ekonomik Onemi fazla olan subtilisinlere dahil olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Ayrica 2.5mM EDTA varliginda da aktivitesini kaybetmemesi enzimimizin

metalloproteazlara da dahil olmadigini gostermistir.
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H,0, gibi okside edici ajanlara kars1 alkalen proteazlarin stabil olmasi1 bu enzimlerin
agartici igerikli deterjan formiiller igin uygun oldugu bildirilmistir (Sarnaik et al 2006).
Bu nedenle deterjan endiistrisinde kullanilmak iizere arastirilan alkalen proteazlarin
H,0, varliginda stabil olmasi istenilen bir 6zelliktir. Erarslan vd. (2004) Bacillus clausii
GMBAE 42’den elde ettikleri serin alkalen proteaz1 40°C’de 30 dakika %5°’lik H,0O, ile
muamele ettiklerinde %10, 60 dakika muamele ettikleri zaman %30 oraninda
aktivitenin diistigiinii gézlemislerdir. Sarnaik et al (2006) Bacillus cereus MCM B-
326’dan elde ettikleri proteazi %5 ve %10 oranindaki H,O, ile 30 dakika muamele
ettikleri zaman aktivitenin stabil kaldigin1 bu nedenle enzimin oksidant stabil oldugunu
yaymlamiglardir. Chang et al (2003) Bacillus clausii 1-52’den elde ettikleri oksidant ve
SDS stabil alkalen proteazi 72 saat boyunca oda kosulunda %1 ve %5 H,O, ile

muamele ettikten sonra aktivitenin degismedigini bildirmislerdir.

%1 ve %5 oraninda H,O, ile 30°C’de 2 saat muamele edilen APTS alkalen proteazinin

aktivitesinin stabil kalmasi enzimimizin oksidant stabil oldugunu goéstermistir.
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Cizelge 4.11 Baz1 Bacillus cinsi bakterilerin alkalen proteazlar ile APTS alkalen proteazina PMSF ve EDTA ’nin inhibitor etkisi

Bakteri

PMSF ve EDTA’nin Alkalen Proteaz Aktivitesine EtKisi

Kaynak

APTS

ImM PMSF ile %100, 10mM PMSF ile %76 aktivite, 2.5mM EDTA ile

aktivite degismiyor

Bacillus sp. no. AH-101

ImM PMSF ile tamamen inhibisyon, EDTA ve iire aktiviteyi degistirmiyor

Horikoshi et al 1990

Bacillus spp.

ImM PMSF ile tamamen inhibisyon

Kumar et al 1998

Bacillus licheniformis MIR 29

2.5mM PMSF ile %60 inhibisyon, EDTA aktiviteyi degistirmiyor

Ferrero et al 1996

Bacillus pumilus

ImM PMSF ile tamamen inhibisyon, ImM EDTA ile %16, 10mM EDTA ile
%351 inhibisyon

Zhang et al 2003

Bacillus clausii I-52

1mM PMSF ile tamamen inhibisyon, ImM EDTA aktiviteyi degistirmiyor

Chang et al 2003

Bacillus clausii GMBAE 42

ImM PMSF ile %80 oraninda, 10mM PMSF ile tamamen inhibisyon, EDTA

aktiviteyi degistirmiyor

Erarslan vd. 2005

Bacillus licheniformis RP1

5mM PMSF ile tamamen inhibisyon, SmM EDTA ile aktiviteyi %70 inhibisyon

Nasri et al 2006

Bacillus sp. RKY3

2mM EDTA ile %35.7, ImM PMSF ile tamamen inhibisyon

Ryu et al 2008

Bacillus sp.

ImM EDTA ile %60 inhibisyon

Gupta et al 2001

Bacillus cereus MCM B-326

EDTA ile tamamen inhibisyon,ImM PMSF ile %84 aktivite

Sarnaik et al 2006




Divalent katyonik metal iyonlarmndan Ca™, Mg™, Zn™ Fe™ ve Mn™nin alkalen
proteaz aktivitesine etkisi arastirilmistir. Aktiviteyi artirarak enzim stabilizasyonunda
ana rolii oynadig1 bilinen Ca*’nin APT5’e ait alkalen proteaz aktivitesini sadece %]l
oraninda arttirdigr goriilmiistiir. Proteazlarin stabilitesini korudugu bilinen, enzimin
aktif bolgesinin konformasyonunu yiiksek sicakliklarda korunmasinda onemli islevi
olan ve termal denatiirasyona karsi enzimi koruyan diger metal iyonlarindan, Mg™ ve
Fe™ iyonlarmm sirasiyla aktiviteyi %4 ve %3 oraninda azalttigi, Zn™* iyonunin enzim
aktivitesini etkilemedigi goriilmiistiir. Diger metal iyonlariyla ayni 6zellige sahip
oldugu bilinen Mn™ iyonu ise APT5 alkalen proteazimin aktivitesini %153 oraninda
artirmistir. Bu sonuglara gore APTS alkalen proteazi test edilen metal iyonlarinin
hepsine kars1 direngli olup, bunlardan Mn*’nin enzim aktivitesini arttirarak, enzime bir
kofaktor olarak etki ettigi diistiniilebilir. Sekil 4.13’de metal iyonlarinin alkalen proteaz

aktivitesine etkisi sunulmustur.
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Sekil 4.13 Metal iyonlarinin alkalen proteaz aktivitesine etkisi
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Metal iyonlarin etkisi ele alindiginda birgok arastirict Ca®>*, Mg”" ve Mn®" iyonlarinin
cesitli Bacillus sp.’den saflastirilan alkalen proteazlarin aktivitesini artirdigini
aciklamistir. Metal iyonlarin Bacillus cinsi bakterilerin alkalen proteazlarina ve APTS
alkalen proteazina etkisi ¢izelge 4.12°de Ozetlenmistir. Zhang et al (2003) Bacillus
pumilis’e ait hiicre disi alkalen proteazinin aktivitesini 10mM Ca®”nin yaklasik %20
oraninda artirdigini, 10mM Mg*’nin aktiviteyi %15 oraminda artirdigmi, Cu®>™ ve

Zn*’nin ise %15-20 oraninda azalttigin1 agiklamistir.

Erarslan vd. (2004) Bacillus clausii GMBAE 42’den elde edilen serin alkalen proteazin
aktivitesini 5mM Cu®"”’nin %40, Mn*’nin %16 oraninda artirdigim, Ca’”un %12
oraninda inhibe ettigini, Zn>" ve Mg”" un aktiviteyi etkilemedigini belirtmistir. Kumar et
al (1998) Bacillus spp.’den saflastirilan alkalen serin proteazlarm aktivitesini Ca®", Fe*"
ve Fe'"nin tamamen inhibe ettigini, Mg”" ve Mn*"mn artirdigini, Ryu et al (2008)
Bacillus sp. RKY3’den elde ettikleri deterjan-tolerant proteazin aktivitesini agir metal
iyonlarindan Co*”’1n %10 oraminda inhibe ettigini, Ca*’nin %10 oraninda artirdigin,

Mg®* ve Mn>""nin ise aktiviteye etki etmedigini yayinlamistir.

APTS5 alkalen proteazinin aktivitesini Mn®" %53 oraninda artirken, Ca®" ve Zn**
aktiviteyi degistirmemis, Fe*™ ve Ca®" ise aktiviteye etki etmemistir. Mn®" iyonunun
aktiviteyi artirict etkisi benzer sekilde Gupta et al (2001) Bacillus sp.’den elde edilen
SDS-stabil alkalen proteazin aktivitesini Mn>" iyonunun yaklagik iki kat artirdigin
(%202) ancak Co®" ve Mg*""un aktiviteyi diisiirdiigiinii yaymlanustir. Bu sonuglarin
aksine Sarnaik et al (2006) Bacillus cereus MCM B-326’dan elde edilen proteazin
aktivitesini Fe’” ve Mn>"nin sirastyla %30 ve %60 oraninda, Cu®" Mg®",Zn*"nin ise

aktiviteyi tamamen inhibe ettigini yayilamistir.
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Cizelge 4.12 Bazi1 Bacillus cinsi bakterilerin alkalen proteazlarina ve APTS alkalen proteazina metal iyonlarin etkisi

Bakteri

Metal iyonlarin etkisi

Kaynak

APTS

Mn*" ile %53 aktivasyon, Ca%, Zn2+, Fe’* ve Ca™" etki etmiyor

Bacillus pumilis

10mM Ca”" ile yaklasik %20, 10mM Mg”" ile %15 aktivasyon, Cu”" ve
Zn*" ile %15-20 inhibisyon

Zhang et al 2003

Bacillus clausii GMBAE 42

5mM Cu”" ile %40, Mn™" ile %16 aktivasyon, Ca’' ile %12inhibisyon,

Zn*" ve Mg®" un aktiviteyi etkilemiyor

Erarslan vd. 2004

Bacillus spp.

Ca™, Fe’" ve Fe’" ile tamamen inhibisyon, Mg”" ve Mn"" ile aktivasyon

Kumar et al 1998

Bacillus sp. RKY3

Co™ ile %10 inhibisyon, Ca’" ile %10 ile aktivasyon, Mg” ve

Mn*"aktiviteyi etkilemiyor

Ryu et al 2008

Bacillus sp.

Mn™" ile %202 aktivasyon, Co”" ve Mg”" ile inhibisyon

Gupta et al 2001

Bacillus cereus MCM B-326

Fe™" ve Mn™" ile sirastyla %30 ve %60 , Cu” ,Mg™",Zn"" ile tamamen

inhibisyon

Sarnaik et al (2006)




4.10 Kolon Fraksiyonlarimin Poliakrilamid Jel Elektroforetik Analiz Sonuclari

APTS izolatina ait kiiltiir besiyeri siipernatantinin, aseton presipitasyonu ve daha sonra
iyon degisimi kolon kromotografisi ile elde edilen A fraksiyonunun SDS-PAGE analizi

Sekil 4.14°de verilmis olup ham ekstraktin belirli oranda saflagtigi goriilmektedir.

Sekil 4.14 APTS5 alkalen proteazinin Q-kolonu ile saflastirilmasi sonucu elde edilen
farkl: fraksiyonlarinin SDS-PAG’deki protein profili (Hat 1: A
fraksiyonu; Hat 2: aseton ¢oktiirmesi sonrasi; Hat 3: ham ekstrakt; Hat 4:
molekiiler agirlik standardi (Sigma MW-SDS-6H)).
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APTS5 alkalen proteazina ait SDS-PAG’de net bir protein bandi elde edilemedigi igin
enzimin molekiil agirligin1 hesaplamak dogru bulunmamistir. Ancak yaklagik 70kDa
agirhiginda oldugu goriilen A fraksiyonundaki protein bandinin bir izoenzim
olabilecegi diistinilmistiir. Alkalen proteazlarin molekiiler agirliklar1 bakimindan
SDS-PAGE sonuglarma bakildiginda Kumar et al (1999) alkalifilik Bacillus
spp.’den elde edilen AP-1 enziminin 28, AP-2 enziminin 29 kDa oldugunu,
Horikoshi et al (1996) Bacillus licheniformis MIR 29’a ait termostabil alkalen
proteazin hem SDS- hem de Native-PAGE’de 2 farkli bant olusturdugunu ve bu
bantlarin molekiiler agirliklarinin sirasiyla 25 ve 40 kDa oldugunu belirtmistir.
Sarnaik et al (2006) Bacillus cerus MCM B-326’dan elde edilen proteazin 36 ve 45
kDa olmak iizere 2 farkli bant meydana getirdigini bildirmistir. Huang et al (2002)
Bacillus pumilus’a ait alkalen serin proteazin 32 kDa agirliginda oldugunu
yaymlamistir. Erarslan vd. (2004) Bacillus clausii GMBAE 42’ye ait serin alkalen
proteazin 26.550 kDa oldugunu belirtmistir. Ryu et al (2008) Bacillus sp. RKY3’e
ait alkalen proteazin 38kDa agirliginda oldugunu belirtmistir. Bu sonuglara goére
yaklagik 70kDa agirliginda olmast beklenen APTS5’e ait enzimin molekiiler

agirhiginin literatiirdeki alkalen proteazlardan farklilik gosterecegi diisiintilmiistiir.

APTS izolatina ait kiiltiir besiyeri siipernatanti, aseton presipitasyonu, kolon
fraksiyonlar1 ve B. licheniformis alkalen proteaz enzimi 6rnekleri Native-PAGE ile
ayrilmis, aktivite boyamast (Sekil 4.15.a) ve glimiis nitrat boyamasi (Sekil 4.15.b)
yapilmis, alkalen proteaz aktivitesi gosteren protein bantlar1 rakamlarla
isaretlenmistir. Buna gore 1 numarali alkalen proteaz bandi tiim 6rneklerde ayni
mobilitede belirlenmis olup, kolon fraksiyonlarinda buna ek olarak elektroforetik
mobilitesi daha diisiik ikinci bir alkalen proteaz bandi (2 numara) gdzlenmistir.

Bunlara karsilik gelen bantlar da ayn1 numaralarla isaretlenmistir (Sekil 4.15.b).
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Sekil 4.15.a. APTS5 alkalen proteazinin Q-kolonu ile saflastirilmasi sonucu elde
edilen farkli fraksiyonlarinin aktivite, b. glimiis boyama sonras1 N-
PAG’deki protein profili (Hatl: ham ekstrakt (besiyeri iist sivis1); Hat2:
aseton ¢oktiirmesi sonrasi; Hat 3: A fraksiyonu; Hat 4: B fraksiyonu;
Hat5: C fraksiyonu)
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4.11 APTS5 Izolatinin Fenotipik Ozellikleri

APTS5 izolatinin fenotipik 6zellikleri Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’ e
gore belirlenmistir (Sneath et al 1986) . Fenotipik karakterleri ve karbon kullanimi
standart sus Bacillus licheniformis DSMI13 ile Kkarsilastirilarak ¢izelge 4.13’de
Ozetlenmistir. APTS izolatt Gram pozitif, aerobik, katalaz ve oksidaz pozitif, hareketli,
spor olusturan (terminal olarak lokalize olan elipsoidal sporlar), cubuk seklinde
bakteridir. Bu nedenle APTS5 izolati fenotipik 6zellikleri bakimindan Bacillus cinsine
dahil olarak tanimlanmistir. Hiicreler sadece pH 9.0-12.0’de gelisim gosterebildigi i¢in
obligat alkalifil olarak tanimlanmustir. B. licehniformis DSM 13 ise pH 6.5-11.0’de
gelisim gostererek fakdiltatif alkalifil olarak belirlenmistir. Tirozin amino asidini
pargalama 6zelligi, lire kullanimi bakimindan her iki bakteri de negatifken jelatinaz ve
amilaz pozitiftir. Nitrat kullanimi1 bakimindan her iki bakteri nitrati nitrite
indirgemektedir ve NH; veya N, gazi olusturmamuslardir. Her iki bakteri de indol ve
asetoin iiretimi bakimindan negatiftir. Farkli olarak sitrat kullanimi bakimindan B.

licheniformis DSM 13 pozitifken APTS negatiftir.

Her iki bakterinin karbohidratlar1 kullanim 6zellikleri ¢izelge 4.14’de Ozetlenmistir.
Seker kullanimi1 bakimindan her iki bakteri de D(+)glukoz, D(-)mannitol, D(-)fruktoz,
maltoz ve siikrozu kullanmalar1 bakimindan benzerlik gostermis ve sekerlerin kullanimi
sonucunda durham tiiplerinde gaz olusumu gézlenmemistir. TSI agar besiyerinde her iki
bakteri de glukoz ve siikrozu kullandig1, sekerlerin pargalanmasi sonucu gaz olusumu

ve H,S gazi olusumu belirlenmemistir.
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Cizelge 4.13 ATS5 ve Bacillus licheniformis DSM13’iin fenotipik 6zellikleri

Ozellik

APTS

Bacillus licheniformis
DSM13

Hiicre sekli
Hareket

Spor

Gram boyama
Katalaz

Oksidaz

Nitratin nitrite indirgenmesi
Kazeinin hidrolizi
Jelatinaz

Amilaz

Ureaz

Sitrat kullanimi1
Indol iiretimi
Tirozinin par¢alanmasi
pH istegi

pH 6.5

pH 7.0

pH 8.0

pH 9.0

pH 10.0

pH 11.0

pH 12.0

pH 12.5

Cubuk
+

+ 4+ o+ + + o+ o+ o+

Cubuk
+

+ 4+ + + + o+ o+
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Cizelge 4.14 ATS5 ve Bacillus licheniformis DSM13’iin karbohidrat kullanim1

Karbohidrat APT5 Bacillus licheniformis
DSM13
D(+)Glukoz + +
D(-)Arabinoz - -
D(+)Ksiloz - -
D(-)Mannitol + +
D(-)Sorbitol - -
D(+)Galaktoz - -
D-Fruktoz + +
Sukroz + +
Laktoz - -
Maltoz + +
Rafinoz - -
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5. SONUCLAR

Tez kapsaminda, 46 adet termofilik Bacillus spp., 2 adet halofilik Bacillus spp. ve
Ankara ilinden izole edilen 9 adet alkalifilik izolat olmak iizere toplam 57 adet izolatin
alkalen proteaz iiretim kapasitesi belirlenmistir. Bunlardan 32 tanesinin proteaz iirettigi

tespit edilmisgtir.

Proteaz aktivitesi gosteren 32 izolattan, Alkalen proteaz aktivitesi gdsteren izolatlarin
secimi pH 9.0 ve 10’luk Skim Milk Agarda zon olusturabilme yeteneklerine gore
belirlenmistir. Secilen 14 adet izolatin alkalen proteaz iiretim kapasiteleri hiicre disi
enzim aktivitelerine bakilarak, hiicre yas agirlig1 basina diisen enzim aktivitesi (U/ml/g)
miktarlar1 baz alinarak siralanmis ve buna gore en yliksek enzim {ireticisi izolatlar

belirlenmistir.

14 adet izolat icerisinden segilen APTS, pH 9.0 ve iizerindeki alkali kosullarda
gelisebilmesi ve yiiksek miktarda alkalen proteaz iiretim kapasitesine sahip olmasi

nedeni ile daha sonraki ¢calismalarda kullanilmistir.

Kismi olarak aseton ¢oktiirmesi ve iyon-degisimi kolon kromotografisi ile saflastirilan
APTS5 alkalen proteazi besiyeri sivisindan %29,5 verimle, 1,6 kat ve 500,1 U/mg

spesifik aktivite ile saflastirilmistir.

APT5’e ait alkalen proteaz enziminin ¢alistigi sicaklik araligi 50-60°C ve optimum
sicaklik istegi 50°C olup bu sicakliktaki 4 saatlik stabilitesi %100’diir. Enzimin ¢aligtig1
pH araligi ise 10.0-11.50 olup optimum pH istegi 11.0’dir ve bu pH degerinde 3 giinliik
stabilitesi %100°diir. APTS e ait alkalen proteaz, test edilen siirfaktanlara, inhibit6rlere
ve metal iyonlarinin tiimiine yiiksek oranda diren¢ goOstermistir. Serin proteazlarin
inhibitorii oldugu bilinen PMSF inhibitorii 10mM konsantrasyonunda enzimle muamele
edildiginde enzim aktivitesinin tamamen inhibe olmamis ve hatta %76 oraninda aktivite

gostermistir. Ancak 10mM PMSF varliginda subtilisin Carlsberg iireticisi Bacillus
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licheniformis ile benzer aktivite gostermesi nedeni ile serin proteazlarin bir familyasi
olan subtilisinlere kesin olmamakla birlikte benzerlik gosterdigi diistiniilmiistiir. Ayrica
metalloproteazlarin inhibitorii olan EDTA varliginda, enzim aktivitesini korumustur. Bu
nedenle APTS5 alkalen proteazinin metalloproteazlara da dahil olmadig1 belirlenmistir.
pH ve sicaklik stabilitesi ile inhibitorlere karst direngli olmas1 APTS alkalen proteazinin

ylksek konformasyonel stabiliteye sahip oldugunu gostermistir.

SDS-PAGE’de APTS5’e ait enzimin, kolondan elde edilen A fraksiyonu ile besiyeri
siipernatantindan belirli oranda saflastig1 goriilmiistiir. Yine Native-PAGE’de kolondan
elde edilen A fraksiyonunda alkalen proteaz aktivitesine sahip 2 farkli proteaz protein

bandi belirlenmistir.

Sonug olarak, bu calisma ile iilkemize ait jeotermal alanlardan, Tuz Gdlii’'nden ve alkali
topraklardan elde edilen 57 adet izolat icerisinden yiiksek miktarda alkalen proteaz
tircten APTS5 izolat1 segilmistir. Enzimin saflastirilmasi, elektroforetik mobilitesi, farkli
pH ve sicaklik degerlerindeki aktivite ve stabilitesi, deterjanlarin, inhibitorlerin ve metal
iyonlarin enzim {izerine etkisi belirlenmistir. Tiim bu arastirma sonuclar1 15181 altinda
standart enzimden farklilik gdsteren, yiiksek pH ve sicaklik degerlerinde aktif ve stabil
kalabilen, test edilen inhibitorlere yiiksek oranda direngli olan ve deterjan endiistrisi gibi
onemli biyoteknolojik uygulamalarda kullanim potansiyeline sahip olabilecek yeni bir

alkalen proteaz enzimi saflastirilarak karakterize edilmistir.
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EK 1 Enzim aktivitesinde kullanilan kimyasallarin hazirlamislar ve icerikleri

TCA (Trichloro asetic asit)

0.1 M TCA 1.633g/100ml
0.22 M Sodyum Asetat 2.993g/100ml
0.33 M Asetik Asit 1.891ml/100ml

0.1 M TCA, 0.22 M sodyum asetat 98ml dH,0O’da ¢6ziinmiis ve 0.33M asetik asit ile

hacim 100ml’ye tamamlanmustir.

50mM Glisin-NaOH Tamponu

50mM Glisin 0.375/100ml
IN NaOH 8.4g/20ml

50mM Glisin 6ncelikle 90ml dH,0O’da ¢ozlinmiistiir. Hazirlanan 1N’lik NaOH ¢o6zeltisi

ile istenilen pH degeri ayarlandiktan sonra son hacim 100ml olacak sekilde dH,O

eklenmistir. Tampon siiziilerek steril edilmistir.

0.5M Sodyum Karbonat

0.5M Na,CO; 5.3g/100ml

0.5M Na,CO3 100 ml dH,O’da ¢oziinmiistiir.

2N Folin Reaktifi

1:1 oraninda dH,O ve Folin Reaktifi karistirilarak hazirlanmistir.
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EK 2 Fenotipik testlerde kullanilan besiyerleri

pH istegi

Nutrient Broth besiyerlerinin pH’s1 %10’luk Sodyum karbonat ¢ozeltisi ile pH 6.5-12.5°
e ayarlanip sterilize edilir. Bakteri ekiminden sonra 48-72 saat inkiibasyona birakilir.
Nisasta Hidrolizi

%1 nisasta igeren Nutrient Agar besiyeri hazirlanip sterilize edilir. 48-72 saatlik
inkiibasyondan sonra lugol ayirac1 damlatilarak amilaz zonu gézlenir.

Tirozinin Parcalanmasi

0.5g L-tirozin 10ml dH,0O’da homojenize edilir. Ayrica 100ml Nutrient Agar hazirlanip
121°C’de 20 dakika steril edilir. Sterilizasyondan sonra tirozin karisiminin ve nutrient
agar besiyerinin sicakligir 50°C olunca tirozin karisimi besiyerine eklendikten sonra
petrilere dokiiliir. 48-72 saatlik inkiibasyon sonunda besiyeri yiizeyinde zon olusmasi

pozitif sonugtur.
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Ure Hidrolizi

Besiyeri I¢erigi;

A B
Pepton lg Agar 15¢
NaCl S5g dH,O 900ml
KH,PO4 2g
D-glukoz lg
Ure 20g

Fenol Kirmizisi 0.012¢g
dH,O 100ml

A ve B homojenize edildikten sonra karistirilir ve 7ml olacak sekilde tiiplere
paylastirildiktan sonra steril edilerek yatik besiyerleri hazirlamr. igne uclu 6ze
kullanilarak ekim yapilir. Kirmizi renkli besiyerinin renginin mora déniismesi pozitif

sonugtur.

Nitrat Kullanimi

Nitrat Broth;

Pepton S5g
Beef extract 3g
KNO3 lg
dH,0O 1000ml

Besiyeri homojenize edildikten sonra 5’er ml olacak sekilde tiiplere paylastirilir.

Diirham tiipii eklenir. Bakteri ekiminden sonra 24-48 saat inkiibasyon ger¢eklestirilir.

I. Soliisyon II. Soliisyon
Sulfanik asit 8¢g o-naphtylamine S5¢g
5N Asetik asit 1000ml 5N asetik asit 1000ml

(1birim asetik asit, 2.5 birim dH,0)
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Deney sonucunu yorumlanmast;

a)

b)

d)

Inkiibasyon sonunda durham tiipiinde gaz olusumu da varsa sonug pozitiftir
yani nitrat nitrite indirgenmistir. Nitratin parcalanmasi ileri boyutlara gitmis ve
NHs ile N, gazi olusmustur.

Inkiibasyon sonunda 5 damla I. Soliisyon ve 5 damla II. Soliisyon damlatilir. 30
saniye i¢erisinde kirmizi renk olusumu gozlenirse nitrat nitrite indirgenmistir.
Kirmizi renk olusumu gbézlenmezse nitrit olusmamistir yani sonug negatiftir.

30 saniyede kirmizi renk olusumu goézlenmedigi zaman yani sonu¢ negatif
goriintirken 4-5 mg Cinko tozu eklenir. Renk degisimi gbozlenmezse nitrati nitrite
indirgenmistir ve par¢alanma ileri boyutlara gitmisltir.

Cinko tozu eklendigi zaman renk kirmizi olursa sonug¢ negatiftir yani nitrat

nitrite indirgenmemistir.
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IMVIC Testleri (indol iiretimi, Sitrat kullanimi, Metil Kirmizisi, Voges-Proskaver)

Indol iiretimi

Besiyeri igerigi;

Pepton 3g
Beef extract 3g
Femous ammonium sulphate 0.2g
Sodium thiosulphate 0.025¢g
dH,O 1000ml

Kovad’s ayiraci,

p-dimethylaminobenzaldehyde 5g
izoamil alkol 75ml
6N HCl 25ml

18-24 saat inkiibasyondan sonra 10 damla Kovak’s ayiract damlatilir. Besiyeri
ylizeyinde kirmizi renkli halka olusumu indol iiretimi pozitiftir. Yesil renkli halka

olusumu negatif sonugctur.

Sitrat kullanim

Simmon’s sitrat agar besiyeri sterilize edilir. 48-72 saat inkiibasyon sonucundan yesil

renkli besiyerinin rengi prusya mavisine doniismesi pozitif sonugtur.
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Methyl Red testi (Asit belirlenmesi icin)

Clark-Lubs besiyeri,

Polypeptone 7g
Glukoz 5¢g
dH,O 1000ml
Metil Red ayirac;

Metil kirmizisi 0.05¢g

%95 Etanol 150ml
dH,O 100ml

Besiyeri karisimi homojenize edildikten sonra 6ml olacak sekilde tiiplere paylastirilir.
115°C’ de 20 dakika steril edilir. 48-72 saat inkiibasyondan sonra besiyerinin 2ml’si

alinir ve 5-6 damla metil red ayiracit damlatilir.

Voges Proskaver testi

1. ayirag 2. ayirag
a-naphtol S5¢g KOH 10g
%100 etanol 100ml dH,O 100ml

Clark-Lubs besiyerinde 24 saat inkiibasyonun ardindan besiyeri karisiminin 1ml’si tiipe
alinir. 0.6 ml 1. ayira¢ hemen ardindan da 0.2ml 2.ayira¢ damlatilir. 10-15dakika sonra

kirmizi renk olusumu asetoin pozitif demektir.
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Karbohidratlarin kullanimi (Karbohidratlardan asit iiretimi)

Temel besiyeri

Diammonium hydrogen phosphate g
Potassium Chloride 0.2g
Magnesium Sulphate 0.2¢g
Yeast extract 0.2¢g
dH,O 1000ml

15ml besiyerine %0.04 bromcresol purple eklenir. Durham tiipii igeren tiiplere besiyeri
5ml olacak sekilde paylastirildiktan sonra 121°C’de 15 dakika steril edilir.

%10’luk seker cozeltileri filtre sterilazyonu ile steril edildikten sonra %0.5 son
konsantrasyon olacak sekilde besiyerlerine eklenir. 24-48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar
sonucunda mor renkli besiyerinin renginin sartya doniismesi ve durham tiiplerinde gaz

olugmasi1 pozitif sonugtur.
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EK 3 SDS-PAGE’inde kullanilan stoklar ve hazirlamislar:

Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi

Akrilamid
Bisakrilamid

dH,O

Yigma Jeli (%4)

Akrilamid/Bisakrilamid
dH,O

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
APS

TEMED

Ayirma Jeli (%10)

Akrilamid/Bisakrilamid
dH,O

1.5 M Tris-HCI (pH 8.6)
APS

TEMED

292 ¢
0.8 ¢g
100 ml

0.82 ml
2.93 ml
1.25 ml
30 ul
Sul

5.78 ml
7.13 ml
4.33 ml
86.7 ul
8.16 ul

Yiikleme Tamponu Stogu (pH 8.3)

Trizma base
Glisin

SDS

dH,O

1.65¢

8g
l4g
1100 ml
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Ornek Tamponu (4X)

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 5.12ml
Gliserol 8 ml
SDS 2¢g
dH,O 3ml
Merkaptoetanol 4 ml
Bromofenol blue 2.10% g

Coomassie Brillant Blue boya ¢ozeltisi

Coomassie Brillant Blue R250 15¢g

Izopropil alkol 250 ml
Glasiyel asetik asit 100 ml
dH,O 650 ml

Boya Giderme Cozeltisi

Izopropil alkol 250 ml
Glasiyel asetik asit 100 ml
dH,O 650 ml
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EK 4 Native-PAGE’inde kullanilan stoklar ve hazirlamislar:

Akrilamid/Bisakrilamid ¢ozeltisi

Akrilamid
Bisakrilamid

dH,O

Yigma Jeli (%4)

Akrilamid/Bisakrilamid
dH,O

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
APS

TEMED

Ayirma Jeli (%10)

Akrilamid/Bisakrilamid
dH,O

1.5 M Tris-HCI (pH 8.6)
APS

TEMED

292¢
08¢g
100 ml

0.82 ml
2.93 ml
1.25 ml
30 ul
Sul

5.78 ml
7.13 ml
4.33 ml
86.7 ul
8.16 ul

Yiikleme Tamponu Stogu (pH 8.3)

Trizma base
Glisin
dH,O

1.65¢g

8¢g
1100 ml
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Ornek Tamponu (4X)

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 5.12ml
Gliserol 8 ml
dH,O 3ml
Bromofenol blue 2.10" g

Coomassie Brillant Blue boya cozeltisi

Coomassie Brillant Blue R250 15¢g

Izopropil alkol 250 ml
Glasiyel asetik asit 100 ml
dH,O 650 ml

Boya Giderme Cozeltisi

Izopropil alkol 250 ml
Glasiyel asetik asit 100 ml
dH,O 650 ml
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