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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS AH6°DAN PROTEAZ URETIMI VE
OPTIMIiZASYONU

Yesim DALI
Damisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Amacg: Bu yiliksek lisans tez c¢alismasinda; termofilik bakteri olarak tanimlanmis olan
Geobacillus stearothermophilus AH6 susu kati besiyerinde iiretilip, proteaz tiretimi saglanip,
optimizasyon ¢alismalar1 yapildi.

Yontem: Geobacillus stearothermophilus AH6 TSA kati1 besiyerinde 55°C’de 24 saat inkiibe
edilerek tretildi. TSB besiyerinde biiyiitildii ve ¢alismanin devaminda nutrient broth-caseinli
besiyerinde proteaz {iretimi sonrasi, optimizasyon calismalari yapildi. Optimizasyon
calismalarinda inkiibasyon siiresi, optimum pH ve sicaklik degeri, azot ve karbon kaynagi
miktar1 kriterleri incelendi. Sonuglarinin grafikleri ¢izilerek, degerlenidirilmistir.

Bulgular: Optimizasyon ¢alismalarinda inkiibasyon yasi Sgiin, optimum pH 5,0 ve sicaklik
55° olarak belirlendi. Azot kaynag1 olarak casein kullanild1 ve optimum miktar1 %2g olarak
tespit edildi. Karbon kaynagi icin atik iiriin degerlendirmek amach kurutulmus karpuz
kabugu kullanildi, optimum miktar1 5g olarak belirlendi.

Sonu¢: Tez caligmasi sonucunda elde edilen bulgular incelendiginde endiistriyel alanda
biyoteknolojik c¢alismalarda ve atik driinlerin kullanim1 agisindan uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglardan dolayr ¢alismamizin gelecekteki biyoteknolojik uygulamalarda
katki saglayacagini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Termofilik bakteri, Enzimatik optimizasyon, Enzimatik karakterizasyon,
Alkalen proteaz, Geobacillus stearothermophilus

Temmuz 2022, 66 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

GEOBACILLUS STEAROTHERMOPHILUS AH6°’DAN PROTEAZ URETIMi VE
OPTIMIiZASYONU

Yesim DALI
Supervisor: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Purpose: In this master’s thesis; Geobacillus stearothermophilus AHG6 strain, which is
defined as thermophilic bacteria, was grown in solid medium, protease production was
ensured, and optimization studies were carried out.

Method: Geobacillus stearothermophilus AH6 was produced by incubating in TSA solid
medium at 55°C for 24 hours. TSB was grown in medium and optimization studies were
carried out after protease production in nutrient broth- casein medium. In the optimization
studies, invubation, optimum pH and temperature value, nitrogen and carbon source amount
criteria were examined. The results were evaluated by drawing graphics.

Findings: In the optimization studies, the incubation age was determined as 5 days, the
optimum pH was 5,0 and the temperature was 55°C. Casein was used as a nitrogen source
and the optimum amount was determined as %Z2g. Dried watermelon peel was used to
evaluate waste product for carbon source, the optimum amount was determined as 5g.

Results: When the findings obtained ass a result of the thesis study were examined, it was
seen that they were compatible in terms of biotechnological studies in the industrial field and
the use of waste products. These results suggest that our study will contribute to future
biotechnological applications.

Keywords: Thermophilic bacteria, Enzimatic Optimization, Enzimatic Characterization,
alkaline protease,Geobacillus stearothermophilus

July2022, 66 pages
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GIRIS

Enzim

Enzimler, canli hiicrelerce yapilan ve yasamin siirekliligi i¢in gerekli bir reaksiyonu
katalize eden protein veya protein benzeri yapiya sahip olan biyokatalizér molekiilleridir.
Enzim molekiilleri, bir hiicreyi diger hiicrelerden farkli olan 6zelliklerine ait bilgilerin
DNA’dan aktarimini saglayan en Oneme sahip araglardir. Katalitik RNA molekiillerinin
(ribozimler) kiigiik bir grubu olmayan ve geriye kalan tiim enzimler protein yapisinda
bulunmaktadir. Enzimlerin protein yapisinda oldugunu ve DNA’dan sifrelendigi igin
hiicredeki  biitiin  olaylar DNA seviyesinde kontrolleri yapilmaktadir. Enzimleri
inceledigimizde sadece katalizor olarak belirtmek tanimlama igin eksik olacaktir. Protein

gruplarinin en biiyiik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu olustururlar (Keha & Kiifevioglu, 2000).

Kofaktir
N Aktif Bilge Koenzim

/

J

/
J
f

S - <
“Apoenzim

Sekil 1. Enzim yapisinin sematik gosterimi(PalmerandBonner 2007)

Enzimlerin doga dostu olmalar1 ve endiistri-sanayi alanlarindaki ¢ok fazla
uygulamalarindan dolay1 yesil kimyasallar olarak belirtilmektedir (Rai andMukherjee 2009).
Enzimler ilk c¢aligmalarinda ferment olarak isimlendirilmis olup daha sonraki zamanlarda
belirli bir enzimle ilk ¢alismay1r 1835 yilinda S.S. Berzeliusyapmis olup, enzimler igin
katalizor terimini kullandi. Devaminda Kiinhe (1878) ilk enzim tamimim kulland: (Onal
2010).Enzimoloji alaninda en 6nemli gelismelerden, 1926y1linda J.B.Sumner’iniireazenzimini

“’jackBean * bitkisinden elde edilip kristallendirmesini yaptiktan sonra protein yapisinda



bulunan bilesik iiriin oldugunu ortaya koymustur. Ilk zamanlarda siipheli tepkilere maruz
kalan sonuglar 1930 — 1936 yillar1 arasinda j.Northrop’un pepsin, tripsin ve Kimotripsin
enzimlerini kristallendirmesi ve protein yapisinda olduklarini kesin olarak sonuclart ortaya

koymasiyla dogrulanmasini yapmislardir (Keha & Kiifevioglu, 2000).

Her enzimin maksimum aktivitelerini gostermis oldugu farkli pH, sicaklik degerleri
vardir. Bu degerlerin iistiinde veya altindaki ortam kosullarinda aktiviteleri diiser (Bhat 2000).
Endiistride enzimlerin kullaniminda yiiksek sicakliklarda islemleri yapabilmek pek c¢ok
avantaj saglar. Sicakligin artmasiyla organik bilesiklerin ¢oziiniirliigli, viskositenin diigmesini
ve organik bilesiklerde difiizyon katsayisinin artmasimi da saglayarak biyolojik olarak
kullanilabilmesi agisindan onemlidir (Niehauset al. 1999). Enzimler ile katalize edilen
uygulamalarda sicaklik degeri 0-40°C arasinda reaksiyon hizi yiikselirken, 40°C’de enzim
zarar gormeye baglar sonrasinda reaksiyon yavaslar ve 60°C’de enzim biitiiniiyle bozularak
reaksiyonun durmasina sebep olur. 40°C enzim i¢in optimum 1sidir (Bhat 2000). Bu durumda

mikroorganizmalardan elde edilen enzimlere biiyiik ilgi olusmasini saglar.

Enzimler endiistriyel-sanayi alanlarinda ¢ok genis bir pazar alanina sahiptirler.
Enzimlerin endiistriyel-sanayi uygulamalarda kimyasal katalizérlere gore bazi avantajlari

sunlardir:

1. Bazi stereo 6zgiin reaksiyonlari, enzimler olmadan ger¢eklesemez.

2. Subsrat Ozgiinliiglinde; istenmeyen yan {iriinlerin olusumunun Oniine gecerek
maliyeti diisiirlir ve ¢evre sorunu olusturmaz.

3. Proses kosullarinda 1siya kars1 duyarli subsratlarin bozulma ihtimalini azaltir, enerji
ithtiyaglarini ve korozyon etkilerini diisiirtir.

4. Reaksiyon hiz1 yiiksek olup ve maliyeti diisiik tutar (Onal 2010).

Enzimlerin maliyet bakimimdan ucuz olmasi, in vitro kosullarda aktifligi, yiiksek
katalitik aktivitesi, toksik etkilerinin olmamasi ve yiiksek derecede susbtrat 4 spesifikligi
gostermeleri gibi avantajlar1 gesitli alanlarda kullanilmasma olanak sagliyor. Endiistri —
sanayideki kullanimlarina bakildiginda meyve suyu ve siit liretiminde, tipta medikal olarak
teshis-tedavi siireglerinde, temizlik malzemeleri iiretiminde, biyoyakit — biyolojik silah

alanlarinda, fotograf-kagit-ziraat alanlarinda genis bir kullanima sahiptir (Wiseman 1987).



Endiistriyel enzimleri ve kullanilma alanlar1 incelendiginde;

e Deterjan endiistrisinde; proteaz enzimi proteinin, amilaz enzimi nisastanin, lipaz
enzimi yaglarin uzaklastirilmasi uygulamalarinda ve seliilaz enzimide renklerin

agartilmasi ve temizlenmesi islemlerinde,

e Kagit endiistirisinde; lipaz enzimi pitch isleminin kontroliinde, amilaz enzimi nisasta
kaplama uygulamalarinda,

e (ida endiistrisinde; proteaz enzimi siitiin lezzetlendirilmesi ve tatlandirilmasinda,
lipaz  enzimi  peynirin  lezzetlendirilmesinde, laktaz ~ enzimi  laktozun
uzaklastirilmasinda ve transglutaminaz enzimide visko-elastik yapi 6zelliklerinin
modifiye edilmesinde,

e Firncilik endiistrisinde; amilaz enzimi ekmek hamurunun kabarmas: ve
yumusakliginin saglanmasinda, ksinilaz enzimi hamurun islenmesinde, fosfolipaz
enzimi hamurun kararlilifinin olusturulmasinda, proteaz enzimi biskiivinin iiretiminde
ve glukoz oksidaz enzimide hamurun yapisinin gii¢lendirilmesinde,

e Nisasta ve yakit ensdiistrisinde; amilaz enzimi nisastanin sakkarifikasyonun
saglanmasinda, glukozizomeraz enzimi glukoz-fruktoz donisiimlerinde, ksinilaz
enzimi viskositnin diisliriilmesinde ve amiloglukozidaz enzimide sekerlestirilme
islemlerinde,

e Mesrubat endiistrisinde, pektinaz enzimi pektinin yikiminda, amilaz enzimi meyve
suyu iceceklerinin yapiminda, laktaz enzimi meyve sularmin goriiniimiiniin
berraklastrilmasinda,

e Hayvan besleme endiistrisinde, fitaz enzimi fitik asidin yikimmin yapilmasinda,
ksinilaz ve glukanaz enzimi sinrimin kolaylastirilmasinda,

e Tekstil endiistrisinde, seliilaz enzimi pamugun yapisinin yumusatilmasinda, amilaz
enzimi kumaslarin agartilmast ve taslama islemlerinde, peroksidaz enzimi
kumaslardaki fazla boyalarin uzaklagtirrlmasinda ve pektatliyaz enzimi kumasg

tizerindeki kirlerin giderilmesi amagl kullanilmaktadir (Onal 2010).

Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimler, oncelikle katalitik etkilerini gosterdikleri subsrat denilen bilegiklerin isminin
sonuna ‘az’ eki eklenip adlandirildi. Enzimolojik alanindaki ¢alismalarin yapilmasi ve ¢cogu
enzimin ortaya ¢ikmasiyla sistematik olarak bir adlandirilmaya ihtiya¢ oldugu ortaya ¢ikti.
Zamanla enzimlerin, uluslararasi bir enzim komisyonu (E.C.) tarafindan, katalizledikleri

reaksiyon tipleri ve mekanizmalarina gore gruplandirilmasi yapildi.



Enzimlerin sistematik olarak adlandirmanin baslica 6zellikleri ve kurallar1 sunlardir:

a. Enzimin ismi iki kisimda verilir. Admimn ilk boélimi subsrat, ikinci bolimi
katalizlenen reaksiyonun tipinin sonuna ‘-az’ eki getirilmistir. Subsratlarin aralarina
da iki nokta konularak yazilirlar.

b. Enzim reaksiyonlar ve bu reaksiyonlarin tizerine etki eden enzimler 6 farkli gruba
ayrilir ve her bir grup kendi igerisinde alt gruplara ayrilmistir.

c. Her bir enzime sistematik kod numarasi uygulanmistir. Her enzim icin E.C.
(EnzymeCommission) harflerinden sonra devaminda dort rakamdan olusan bir kod
numarasina aittir. Birinci rakam enzimin baglh oldugu grubu simgelerken, ikincisi
kimyasal yap1 ve fonksiyonel grubunu, ti¢linciisii alici grubunu, dordiinciisii ise
enzimin ayni ii¢ rakam olan enzimler arasinda sirasinin gosterilmesini saglar.

d. Reaksiyonun olusumunu agiklayan bir ifade yazilmasi gerekirse parantez iginde

ismin sonuna eklenir.
Enzimlerin kod numaralarina gore siniflandirilmast:

1. Oksidorediiktaz enzimi: Iki substrat arasinda yiikseltgenme ve indirgenme
reaksiyonlarinin katalizlenmesini saglarlar.

2. Transferaz enzimi: Hidrojen disindaki diger gruplarin iki subsrat arasindaki
transferini katalizlenmesini saglayan enzimlerdir.

3. Hidrolaz enzimi: Ester, peptid, eter ve glikozid, C-C, C-N, C-O gibi baglarin1 bir
su molekiiliiniin katilmasi ile hidrolize edebilmesini saglayan enzimlerdir.

4. Liyaz enzimi: Hidrolitik olmayan diger bir islem ileolusancift bag olusumunu
katalizleyen enzim grubudur.

5. Izomeraz enzimi: Molekiil icindeki geometrik veya yapisal izomerlerin birbirine
doniistiiriilmesini katalizleyen enzimlerdir.

6. Ligaz enzimi: GTP ve ATP gibi yiiksek enerjili olan birlesiklerden fosfat baginin
kopmasi sonucu agiga ¢ikan enerji ile iki molekiiliin birbirine baglanmasini

yapabilen enzim grubudur (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Termostabil enzimler

Endiistride fazlaca kullanilan enzimlerin ¢ogu mikroorganizmalardan elde
edilmektedir (A. Wiseman 1987). Ekstremofilik enzimlerin endiistri alaninda kullanimiyla
yiiksek sicaklikta bakteriyel ve viral kontaminasyon riskinin azalmasinida saglamig olur.
Termostabil protein enzimleri farkli denatiire edici kosullara kars1 yiiksek koruma gosterirler.

Ayrica bu enzimler ¢ok yavas katlanmalar yaparlar (B. Van Den Burg 2003; S.Fujiwara 2002;



Haki et al.2003). Termostabil enzimler biyolojil olarak zor pargalanabilen ve ¢oziinmesi

miimkiin olmayan ¢evresel kirleticilerin var olmasini da engeller (R. Giil-Giiven 2007).

Yiiksek termostabitel bircok endiistriyel alanda fazla tercih edilen bir 6zelliktir, ¢linki
yapilan ¢alismalar genelde yiiksek sicakliklarda (>50 °C) ger¢eklestirilir (M.M. Kristjansson
and B.Asgeirsson, 2002).

Termofil kaynakli elde edilen enzimler dayanikliliklarindan dolayr giiniimiizde ¢ok
fazla tercih edilen ticari olarak kullanilmaktadir. Yiiksek sicakliklarda yapilan biyoteknolojik
ve endiistriyel islemlerde, organik bilesiklerin ¢oziinilirliigiiyle kullanim kolaylig1 saglamasi
ve diflizyon katsayisinin artisini, viskositenin diismesini, kiiciik alanlarda yiiksek reaksiyon

hizini saglarlar (R. Giil-Giiven 2007; Dc. Demirjianet al.2001).

Termostabil proteinlerin sicakliklara kars1 dayaniklilik stratejileri vardir. Ayrica
mezofilik olanlar1 da benzeyen sekonder ve tersiyer yapilarina sahiptirler. Termostabil
proteinler fazlaca yiiklii ve hidrofobik aminoasitlerini igerirler (S.Fujiwara 2002). Proteinlerin
konformasyonel dayaniklilig: iki zit etkili faktor arasindaki dengenin sonucuyla olugmaktadir.
Bunlar fleksibilite ve sertlik 6zellikleridir. Sertlik proteinlerin stabilitelerini ve katalitik aktif
yapilarii1 koruyarak, denatiire edici ortamlarda optimal diizeyde aktif kalmalarin1 saglar

(M.E. Bruinset al.2001).

Endiistriyel c¢aligmalarda sanayi-ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’unu proteaz
enzimleri, %28’ini karbohidraz enzimleri, %3’iini lipaz enzimleri ve%10’unu ise diger
enzimler olugturmaktadir. Karbohidraz enzim grubuna giren a-amilaz tiretimi %13 ile 6nemli

bir yer olusturmaktadir (A. Wiseman 1987).

Amilaz

Karbohidraz grubu enzimlerinin en 6nemli elde edilme kaynagini Bacillus cinsi
bakteriler olusturmaktadir. Bir karbohidraz olarak a-amilaz enzimini ticari agidan kullanilan
ilk enzim olmustur (Radley, 1976; Airaet al.1983). Amilaz enzimlerinden a-amilaz enzimi,
glikoizomeraz, B-amilaz ve glikoamilaz ¢esitleri nisastanin parcalanmasinda gorevlidirler. Bu
enzimlerin liretimi bazi cins bakteri ve mantarlardan saglanmaktadir (Lee 1996). Amilaz
enzimi gesitlerinden a-amilaz, nisastanin a-1,4 baglarin1 pargalayarak a-limit dekstrinlerin,
maltoz-maltotrioz ve glikoz yapilarinin olusumunu saglar. a-amilazlarin bakteriyel kaynakl
enzimleri fungal kaynakli olan enzimlere gore sicakliga karst daha ¢ok stabil
kalabilmektedirler. Bu stabilite 6zelliklerinden dolayr ¢aligilan ve tercih edilen bakteriyel
kaynakli amilaz enzimleri olmustur (Wiseman 1987). Bacillus cinsinin a-amilaz sentezledigi

8 tanesi bilim adamlar tarafindan karekterize edilmistir. Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus



coagulans, Bacillus caldolytcus, Bacillus macerans, Bacillus subtilis, Bacillus
subtilisamylosacchariticus, Bacillus licheniformis ve Bacillus stearothermophilus olmaktadir
(Coleman and Elliott 1962; Pazur 1965; Matsuzaki et al.1974; Borgia and Campell 1978;
Grootegoed et al.1973; Bliesmer and Hartman 1973; Meer 1972; Saito 1973; Lane and Pirt
1973; Ogasahara et al. 1970; Matsuzaki et al.1974 ).

Termostabil a-amilazin endiistriyel sanayide uygulamalar1 c¢ok fazla tercih
edilmektedir. Amilaz ekmek yapiminda, tekstil — kagit sanayisinde, glikoz ve fruktoz
suruplarinda, tutkalin iiretiminde, nisastanin sivilastirilmas: isleminde ve alkol
fermantasyonunda kullanilmaktadir (Bailey and Ollis 1987; Bajpai and Bajpai 1989; Igarashi

et al. 1998). Ayrica firmcilikta, bira tiretiminde, damitma isleminde de tercih edilmektedir.

Seliilaz

Seliilaz, bitki biyokiitlesinin ortalama %40’ 11 olusturmaktadir. Seliillazun suya kars1
yiiksek ¢ekiciliginin var olmasina ragmen suda ¢6ziinmemektedir. Seliilazun glikoza,
hidrolize edilebilmesi i¢in endoglukanaz, ekzoglukanaz ve B-glukosidaz enzimlerinin

sinerjistik ¢aligmasi gerekmektedir. (Niehauset al.1999).

Endiistride en ¢ok tercih edilen seiilaz Trichderma sp.dir (Teeriet al.1998). Ayrica
Aspergillus, Penisilin, Basidiomycetes ve Bacillus suslarida tercih edilmektedir (Tommeet
al.1995; Ito 1997). Deterjan alaninda renklerin agartma ve temizlenmesinde, tekstilde kotlarin

taslanmasinda ve pamuklarin yumusatilmasinda kullanilmaktadir (Niehauset al.1999).

Ksilenaz

Bitkilerin hiicre duvarlarinda disaridan gelen mikroorganizmalarin canli  bitki
dokularma girigini engellemek amaciyla bariyer olusturmaktadirlar (Gamerithet al.1992).
Bitkinin kendiliginden bulunduran lignoseliilozik bitki biyokiitlesinde %20 ve %30 arasim
heterojen polisakkaritler gruplari ve seliilozla ilgili bulunan hemiseliilozik yap1 materyaller
olusturmaktadir. Biyokiitle, diinyadaki yakit ihtiyacinin karsilanmasini saglayan ve kisa bir
dongiiye sahip olan dogal kaynaklardir. Ksilan, yiiksek bitkilerin hiicre duvarinda bulunan
hemiseliilozik kisminin temel bileseni olup yiiksek potansiyalde istenilen {irlinlere
pargalanabilen ikinci bol kaynak olmaktadir ( Yanget al.1995; Salleset al.2000). Bir¢ok mantar
ve bakteri ksilan1 par¢alamak i¢in ksilenaza ihtiya¢ duyarlar (Gamerith et al.1992; Salles et
al.2000).

Ksilenaz, gliniimiizde ¢evresel kirliligi azaltmak amaciyla kagit agartma endiistrisinde
cok fazla tercih edilmektedir. Gida endiistrisi alanindada genis bir kullanima sahiptirler. Hamur

ve ekmek yapiminda kullanilan bugday unundaki ksilenaz i¢in substrat olan suda ¢6ziinmeyen
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arabinoxylan (AX)’in ¢oziinmesi ile hamur pisirmede su emilimini degistirerek kabarmanin
artmasini saglar (Jeffrieset al.1998). Ayrica sira ve meyve - sebze sularinin aritilmasinda, yem

endiistrisinde kullanilir (Wonget al.2000).

Lipaz

Lipaz enzimi, yag asidi esterlerini ve yag hiicrelerinin hidroliz edilmesini saglarlar.
Lipazlar hidrolizi gergeklestirirken yag asitlerinin zincir uzunlugu ve pozisyonu, doyma

dereceleri, substratlarin fiziksel durumuna uygunlugu farklilik gosterirler (Abbas vd, 2002).

Lipolitik enzimler siit endiistrisinde, peynir yapiminda kullanilan renninin kiitlesinde,
tereyagina aroma kazandirmada, kremalarda, ¢ikolata yapiminda, karamel iiretiminde,
biyomedikal uygulamalarda, deterjan ve deri sanayisinde, biyosensorler ve pestisit yapiminda,

¢evre yonetiminde, kozmetik sanayisinde kullanilmaktadir.

Endiistri alaninda en fazla kullanilan lipaz iireticisi mikroorganizmalar; Candida sp.,
Rhizopus sp. Pseudomonassp.,’dir. Bakteri, kiif ve mayalari iceren mikrobiyal flora tarafinda
fazlaca tretimi olmaktadir. Lipazlarin biyoteknoloji alaninda kullanimimin son yillarda
artmasiyla, {retimini arttirmak i¢in mutasyon yardimiyla sus gelistirme caligsmalari

cogalmigtir (Hiolet al.2000).

Proteaz

Proteazlar, proteinlerin igeriginde bulunan peptid baglarini hidrolize eden ve organik
¢oziicliylede peptid sentezini katalizlenmesini saglayan enzimdir (Sookkheo 2000). Proteaz
enzimleri dogada  bitkisel, hayvansal kalintilarin  ve mikrobiyal kalintilarin
dekompozisyonunda 6nemli gorevleri vardir. Boylece besin dongiisiinii diizenleyip ve
bitkilerin besinleri alabilmelerini saglarlar (Aokiet al.1995). Ayni zamanda ticari olarak da

onemli olan hidrolitik enzim olmaktadir (JoshiandSatyanarayana 2012).

Proteolitik enzimler, peptidaz veya proteinaz olarak, farkli protein tiirlerini kirmak i¢in
kullanilan bir enzim tiiriidiir. Bu enzim, protein hidroliz etmek iizere, peptit ad1 verilen daha

kiigiik zincirlere veya amino asitler ad1 verilen bagka bir kii¢iik {initeye doniistiiriiliir.

Proteazlarin reaksiyonlar1 hizlandirma yetenege sahip olmak iizere, enzimatik
Ozelliklerini degistiren pH ile, sicaklik ve aktivatér veya inhibitér olarak hizmet veren
metaller gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir (A. Oniludeet al, 2014). Mikrobiyal proteazlar asit,
notr veya alkaline aittir. Ayrica, aktivite i¢cin pH optimumlarina, aktif bolgelerine ve ortamin
bilesimine baghdir. Kiiltiir kosullar1 bliylime ve iiretim iizerinde proteazlar bakteri tarafindan

onemli rol oynar (B. Christudhas Williams 2012).



Proteaz kaynaklarimiz bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalardan faydalanarak tiim
yagsam bi¢imlerini igermektedir. Proteazlar dogada yaygin bulunmakta ve mikroplar bir hizl
biiyiimeleri nedeniyle bu enzimlerin tercih edilen kaynagi, ekimi igin gerekli olan sinirlt alan
ve yeni iretmek icin genetik olarak manipiile edilen alamidir. Mantar proteazlari ile
karsilastirildiginda, bakteriyel proteazlar daha yiiksek reaksiyon oranlarina ve daha iyi 1s1

toleransina sahiptirler (Sharma 2017).

Cesitli bakterilerden {iiretilen ve kullanilan toplam mikrobiyal enzimlerin yaklasik %
35'1 deterjan endiistrisinden olusmaktadir (M. A. Ferrero1996). Enzim kaynagi olarak
kullanilan mikroplar bitki ve hayvan kaynaklarindan daha avantajlidir, ¢iinkii mikroplar ucuz
substratlarda hizla biliyliyebilir ve biliylime kosullarin1 manipiile ederek ve genetik
mithendisligi uygulayarak kolayca gelistirilebilir (A. Pandey2005). Boylece endiistriyel
alanda kullanilan enzimler biyoteknoloji uygulamalariyla ticari olarak {iretilebilir, hem daha

ekonomik hem de gevreye daha az zarar veren {irlinlerin {iretilmesi saglanmis olur.

Endiistriyel caligmalarinda ticari olarak en biiylik alan1 proteolitik enzimler
icermektedir. Camasir deterjanlari ilk sirada olmak tizere deri, gida ve ilag endiistrisinde ¢ok

genis ticari kullanim alanina sahiptir (M. A. Ferrero 1996).

Proteazlarin siniflandirimast

Proteaz enzimleri siniflandirilmasi katalize edilen reaksiyon tiplerine ve katalitik

mekanizmalarina gore olmaktadir;

a. Kaynaklarma gore bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal proteazlar,

b. Aktif olduklari pH degerlerine gore asidik, alkalin ve nétral proteazlar,

c. Katalizledikleri reaksiyona gére endopeptidazlar ve ekzopeptidazlardir (Raoet al.
1998).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi tarafindan kurulan komisyon,
yeni bir siniflandirma sistemi gelistirmistir.
Proteazlarin kaynaklarina gore siniflandirilmasi

Proteazlar fizyolojik islevlerde ve tiim yasam metabolizmasinda gorev alirlar. Bitkiler,

hayvanlar ve mikroorganizmalar olarak siniflandirilmaktadir (Raghunathet al, 2010).
1.Bitkisel Proteazlar

Bitkisel proteazlar kok, tohum, govde, cigek, yaprak, meyve, lateks ve regine
boliimlerinden olugmaktadir. Bitkilerde sistein ve serin endoproteazlari daha fazla

bulunurken, aspartik ve aminoproteazlari nadir bulunmaktadir (Raghunathet al, 2010).
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Bitkisel proteazlara drnek olarak papain, bromelain ve keratinazdir. Papain geleneksel
bir bitki proteazidir ve uzun émiirliidiir. Papain proteazi pH 5.0-9.0 arasinda aktif olup ve 80-
90 °C’ye kadar dengede olmaktadir. Endiistri alaninda siit pihtilastirict ve et yumusatici olarak
sik sekilde kullanilmaktadir. ilag, deterjan, veterinerlik ve gida endiistrisinde baska kullanim
alanlarida vardir (Raghunathet al,2010; Malaet al,1998).Bromelain ananas (Ananas comosus)
kokiinden ve suyundan elde edilmektedir. Bromelain enzimi, sisteinproteazi olarak
karakterize edilip ve pH 5.0-9.0arasinda aktiftirler. Inaktivasyon sicaklig1 70 °C'dir. Keratinaz
enzimleri bitkilerin bazi gruplar1 tarafindan iiretilmektedir. Sa¢ ve yiiniin sindiriminde, lisin
gibi esansiyel amino asitlerin iiretiminde, atik su sistemlerinin tikanmasinin 6nlenmesinde

tercih edilirler.

Bitkisel proteaz enzimi iiretiminde incirden elde edilen fisin enzimleri ¢ok fazla
proteaz aktivitesine sahiptir. 10-15 g bitkiden 100-150 mg fisin elde edilebilmektedir (Uhlig
1998). Ancak kurutma islemi sirasinda aktivitenin ¢ogunu yok olmaktadir. Fisin, yiiksiiz ve
aromatik aminoasitler iceren baglarda etkili enzimdir. Fisin enziminin optimum pH’s1 6.5 tur
ve pH 4.0-9.5 arasinda etkili olmaktadir. Enzim, antik ¢agda peynir mayasi olarak siitiin
pihtilastirilmasinda kullanilmis olup biracilik, yem, et ve deniz lriinlerinde tercih edilmistir

(http://www.piercenet.com 2006).

Bitkilerden elde edilen enzimlerin aktivitesini bitkinin kaynagi, iklim kosullari,
ekstraksiyon ve saflagtirma islemlerinde kullanilan yontemler etkilemektedir. Bu sebeple
endiistriyel alanda kullanimlarina baktigimizda bitkisel enzimlere goére mikrobiyal enzimlerin

kullanimi daha fazla tercih edilmektedir (Raghunathet al, 2010).
2.Hayvansal Proteazlar

Hayvansal proteazlara kimotripsin, pepsin, rennin ve pankreatik tripsin &rnek
verilebilir. Hayvansal proteaz enzimleri, gida sanayisinde, protein hidrolizatlari tiretiminde, et

ve balik atiklarinin imhasinda, deri endiistrisinde ve tip alaninda tercih edilmektedir (Raoet al.

1998).

Kimotripsin proteaz enzimi, hayvanin pankreatik 6ziindedir. Pankreasta depolanmasi
kimotripinojen seklinde olurken, akitf olmasi i¢in birden fazla adimli iglem siireci gerektirir.
Peptit baglarinin karboksil grubunun ii¢ aromatik amino asidi olan tirozin, fenilalanin ya da
triptofanin hidrolizlenmesinde 6zgiindiir. Gida endiistrisinde siit proteinin alerjen 6zelliginin
katalizmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Peptit baglarmin karboksil grubundaki {i¢
aromatik amino asidi; fenilalanin, tirozin veya triptofan hidrolizi i¢in spesifiktir. Siit proteini
hidrolizatlarinin dealerjenlestirilmesinde yaygin olarak kullanilir. Pepsin ¢ok omurgalinin

midelerinde asidik olarak bulunan aspartik proteazdir. Aktif oldugu pH 1.0-2.0 iken pH 6.0°da
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inaktive durumdadir. Pepsin iki hidrofobik aminoasit arasindaki peptit baglarinin hidrolizinin
katalizlenmesini saglarlar. Rennin proteazi pepsinin etkisiyle ya da otokataliziyle aktiflesen ve
emziren tim memelilerin midelerinde inaktif protein olarak iiretimi olan pepsine benzer
enzimdir. Ozgiil niteligi, k-kazeinde bulunan tek bir peptid baginin hidrolizlenmesi ile
olusmaktadir. Gida endiistrisinde siit iiriiniine iyi bir aroma verilmesinde ve peynir iiretiminde
kullanilmaktadir. Rennin iiretiminde hayati sona ermis memelilerin kullanilmasina bagl
oldugu i¢in hayvansal proteazlar yerine mikrobiyalproteazlar olarak tercih edilmektedir.
Tripsinserinproteazi olup peptit baglarinin karboksil gruplarinda bulunan lisin ve arginin
kalintilarinin hidrolizini saglayan ince bagirsak sindirim enzimidir. Tripsin enziminden elde
edilen hidrolizatinin tadi ac1 oldugundan gida endiistrisinde ¢ok fazla tercih edilmemektedir

(Mala et al, 1998).

Okaryotik hiicrelerde proteazlar, organizmanin tiiriine gére kompleks gérevleri yerine
getirmektedirler. Proteazlar 6karyotik hiicrelerde kanin pihtilagmasi, kontrollii hiicre 6liimii ve
doku farklilasmasi1 gibi biyolojik siireglerde rol alirlar. Triptaz, kimaz, karboksipeptidaz,
katepsin C ve G gibi nétralproteaz enzimleri 6zellikle insan ve ratmast hiicrelerindeki salgi
graniillerinin dominant protein unsurlart olup ve secici olarak bu hiicrelerde lokalize

olmaktadirlar.

Notral proteaz enzimleri, diger hiicre tiplerine bakarak memeli mast hiicrelerinde daha
yiiksek diizeylerde var olup, biyolojik doku ve sivilarda, mast hiicrelerinin rol aldig1 biyolojik

olaylarmn belirlenmesinde &lgiit olarak kullanilmaktadirlar.

Farkli hastalik durumlarinda farkli tipte proteazlar rol oynadigindan bu enzimlerin
inhibitorlerinin bilinmesi yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir

(Henningssonet al.2005). Hayvansal kaynakli endiistriyel enzimler incelendiginde;

e Katalaz enzimi, karaciger kaynakli gida endiistrisinde,

e  Kimotripsin enzimi, pankreas kaynakli deri endiistrisinde,

e Lipaz enzimi, pankreas kaynakli gida endiistrisinde,

e  Peynir mayasi (Rennet) enzimi, kirkmayir kaynakli peynir endistrisinde,

e Tripsin kaynakli enzimi, pankreas kaynakli deri endiistrisinde kullanilmaktadir

(http://lwww1.Isbu.ac.uk/water/enztech/sources.html,2017).

3. Mikrobiyal Proteazlar

Proteaz enzimleri, tim prokaryotik ve okaryotik organizmalar i¢in vazgecilmezdir ve
hiicrede birden fazla onemli fizyolojik gorevleri yerine getirmektedirler. Proteazlar,

proteinazlar ya da peptidazlar organizmada sentezlenmis proteinlerin biiyiikliigiiniin,
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bi¢iminin, kompozisyonunun ve dongiisiiniin kontroliinde esansiyel olan enzimlerdir (Kiran et

al.2006).

Mikrobiyal proteazlar aktif merkezlerine gore gruplandirilmaktadirlar ve en 6nemli
gruplari; serin-, metallo- ve karboksil proteazlardir. Ayrica literatiirde incelendiginde

‘jelatinaz’, ‘keratinaz’, ‘kazeinaz’ seklinde yapilan siniflandirmalar da bulunmaktadir (Novel

et al.1963).

Endiistrinin hemen hemen ¢ogu alaninda genellikle mikroorganizmalardan elde edilen
mikrobiyal enzimler tercih edilmektedir. Mikrobiyal proteateazlarin tercih edilmesinin nedeni
bitkisel veya hayvansal enzimlere gore genetik manipiilasyonlara daha duyarli olmalari,
katalitik aktivitelerinin fazla olmasi, reaksiyonda istenmeyen yan liriinlerin olugsmamasi, daha
kararli stabil ve ucuz olmalari, istenilen miktarda daha saf ve fazla tretilebilmeleridir
(Wiseman 1987). Biyoteknolojik uygulamalara uygundurlar. Mikrobiyal enzimler sadece
enzim liretme Ozelliklerine gore degil, mikroorganizmalarin toksik ve patojen olmamalarina

gore de tercih edilmistirler (Demain and Solomon, 1981)

Fungus orijinli proteaz enzimlerini {ireten mantarlar, bakterilerden daha genis
kapsamli ireticilerdirler. Bakteriyel kaynakli proteazlar ile karsilastirildiklarinda bakteriyel
proteazlardan daha diisiik reaksiyon hizina ve daha diisiik bir sicaklik toleransina sahiptirler.
Fungal proteaz enzimleri kat1 hal fermentasyon prosesi ile iiretilmektedirler. En fazla peynir
endiistrisinde dar pH ve sicaklik spesifikliginden dolay1 tercih edilirler (Raoet al. 1998; Uhlig
1998). Fungal proteazlar endo ve ekzopeptidazlar olup, ¢ok genis ¢esitlilikte
salgilanabilmektedirler (Gripon 2003).

Ekstremofilik mikroorganizmalar, yasamlarini yiiksek sicakliklara sahip olan volkanik
ortamlarda, ¢ok yiiksek ve ¢ok diisiik pH sartlarinda (pH degerleri 0-3 veya 10-12), kutuplarin
diisiik sicakliklarinda ya da ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-%30) idame etmeye
adaptedirler (Niehauset al.1999). Bu farkli ¢evre sartlarinda yasamimi devam ettiren
mikroorganizmalar alkalifilik, asidofilik, halofilik ve termofilik bakteriler olarak
gruplandirilmistir (Zeikus 1979). Bu kosullarda bulunan termoasidofilik ve alkalifilik
bakterilerden saglanan proteaz enzimleri yliksek sicaklik ve pH ortamlarina dayanikli

olduklarindan dolay1 endiistriyel alanda ¢ok fazla tercih edilmektedir (Kindle 1983).

Proteaz enzimleri, katalizlemis olduklar1 reaksiyon tiiriine gore 6 ayri gruba
boliinmiislerdir. Enzimlerin ¢cogu mikrobiyal ve ekstraselliiler kokenli olup, yiiksek molekiiler
agirhiga sahip substratlar ile bilrlikte calisirlar. Giiniimiize kadar 2000°den fazla proteaz

enzimi belirlenmis olup, bunlarin da 100°e yakimi ticari olarak kullanima uygunlugu
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bulunmustir. Ancak su donemde sadece 18 adedi endiistriyel alanda tiretilip kullanilmaktadir
(Zeman and McCrea 1985).

Endiistriyel alanda tercih edilen enzimlerin %59’unu proteaz enzimleri, %28’ini
karbohidraz enzimleri, %3 tnii lipaz enzimleri ve geriye kalan %10’unu diger enzimlerden
olusmaktadir (Wiseman 1987). Son yillarda yapilan biyoteknolojik ¢alismalarda rekombinant
DNA teknolojisinde son gelismelerden faydalanilarak enzim tiretimi 6nemi boyutlara ulagmig

ve kullanimi yayginlagsmistir (Gessese 1998).

Proteaz enizmlerinin katalizledikleri reaksiyon tipine gore siniflandirilmast

Proteaz enzimlerinin katalize ettikleri reaksiyon tipine gore endopeptidazlar ve
ekzopeptidazlar olmak iizere iki grupta siniflandirilmistir. Proteaz enzimleri peptit baglarinin
substrattaki yerlesimine, kesilecek peptit bagmnin etrafindaki aminoasit kalintilarina ve
substratlarin bilinmeyen diger 6zgii 6zelliklerine gore segicilik yapmaktadir (Maccebe2007;
Dos Santos 2011; N. Jishaet al.2013). Proteaz enzimlerinin katalizledikleri reaksiyon tipine

gore siniflandirilmasi asagidaki Tablo 1°de gosterilmistir.

1. Ekzopeptidaz

International Union of Biochemistry and Molecular Biology (NC-IUBMB)’in yaptigi
numaralandirilmasina gore ekzopeptidazlar (E.C 3.4.11-19) olarak belirlenmistir. Polipeptit
zincirinin amino (- NH2 ) veya karboksil (- COOH ) ucundaki peptit baglarinin hidroliz
edilmesinden gorevlidirler. Proteinin amino ucundaki peptit baglarma etki ederlerse
ekzopeptidazlar, aminopeptidazlar; karboksil ucundaki peptit baglarin1 etki edenler ise
karboksipeptidazlar olarak isimlendirilirler. Karboksi proteazlar, katalitik bolgesinde bulunan
aminoasit kalintisina gore, metallo, serin vesistein karboksi proteazlar olarak gruplandirilirlar.

(Felix et al. 1966).
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Tablo 1. Katalizledikleri Reaksiyon Tipine Gore Proteazlar

Proteazlar EC Code Mekanizmasi Sekil
. o . . W
Ekzopeptidaz 3.4.11 — Zincirin amino (-NH2) veya karboksil (- NH20-0-0-0-0-0-0
3.4.19 COOH)ucundaki  peptit baglarim1  hidroliz 6-0-0-0- 6-COOH
ederler.
- - . . . . . . - l
Aminopeptidaz 34.11 Z.1n01r.1n amino ucundaki peptit baglarini NH20-0-0-0-0-0-0-
hidroliz ederler. 0-0-0- 0- 0-COOH
Dipeptidaz 3.4.13 Zincirdeki spesifik dipeptitleri hidroliz ederler. |
NH20-0-0-0-0-0-0-
0-0-0-0- 0-COOH
Dipeptidilpeptidaz 3.4.14 Zincirin amino ucundaki ikinci peptid baginin
hidroliz ederler.
!
NH20-0-0-0-0-0-0-
Tripeptidilpeptidaz 3.4.14 Zincirin amino ucundaki Ugilincii peptit bagini  o0-0-0-0- 0-COOH
hidroliz ederler.
NH20-0-0-0-0-0-0-
Peptidildipeptidaz 3.4.15 Zincirin karboksi ugta bulunan son peptit ©7°7°°
bagindan bir oOnceki peptit bagmi hidroliz |
ederler. -0-0-COOH
Karboksipeptidaz 3416 — Zincirin karboksi ucundaki peptit baglarm NH2-0-0-0-0-0-0-
3.4.18 hidroliz ederler. 1
0-0-0-0-0-0-COOH
Omega tip proteaz 3.4.19 Terminal uglarin yakimindaki izopeptit baglarini
hidroliz ederler. !
NH20-0-0-0-0-0-0-
0-0-0-0- 0-COOH
Endopeptidaz 3421 — Zincirdeki i¢ alfa-peptid baglarim1 hidroliz
3.4.24 ederler.

a.Aminopeptidaz

Aminopeptidazlar, polipeptid zincirinin ucundaki serbest N terminaline hareket ederek

tek bir amino asidi, bir dipeptit ya da bir tripeptidi serbest birakarak hidroliz yaparlar.

Hidrolizleme sekline gore isimlendirilirler. Aminopeptidazlar N-terminalden metionini

uzuaklastirdiklar

belirlenmistir.

Basta mantarlar ve bakteriler olmak {iizere birgok

mikroorganizmada bulunsalarda, bunlarin substrat spesifikligi ve hidroliz iirtinlerin farkl

olabilmektedir. Genellikle amionopeptidazlar hiicre i¢i enzimlerdir, fakat Aspergillusoryzae

tarafindan iiretilen hiicre dis1 aminopeptidaz rapor edilmistir. Bu nedenle ticari iiriin olarak az

bulunmaktadir (Raoet al. 1998).
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b.Karboksipeptidaz

Karboksipeptidazlar, polipeptit zincirinin C terminallerinde hareket ederek ya tek bir
aminoasidi ya da bir dipeptidi serbest birakarak ayirirlar. Enzimlerin aktif bolgelerinde
bulunan aminoasit c¢esitlerine ii¢ gruba ayrilirlar. Bunlar; metallokarboksipeptidaz, serin
karboksipeptidaz ve sistein karboksi peptidaz olmaktadir. Penicillium sp., Saccharomyces sp.
ve Aspergillus sp.’dan izole edilen serin karboksi peptidazlarin subsrat spesifikligi ayni
olmaktadir ancak molekiiler kiitleleri, optimum pH, stabilite ve inhibitorlerin etkileri gibi
diger Ozellikleri farkliliklar gostermektedir. Pseudomanassp. veSaccharomycessp.’den elde
edilen metallo karbooksi peptidazlarin aktivite olabilmeleri i¢in Co+2 ve Zn+2 metallerinin

varligina ihtiyag¢ duyarlar (Raoet al. 1998).
c. Omegapeptidaz

Omegapeptidazlarin, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekuler Biyoloji Birligi'nin
Adlandirma Komitesi tarafindan EC. 3.4.19 altsinifina yerlestirilmesi yapilmustir.
Omegapeptidaz, substratta serbest bir N-terminal ucuna ya da C-terminal ucuna baglanmaya
ihtiyac1 olmayan peptidaz iiyesidir. Endopeptidazlardan farki; yiiklii bir terminal gruba
ihtiyaglari olmamalarina karsin genellikle terminallerin etrafinda aktivite olmalaridir
(http://merops.sanger.ac.uk/about/about_9.htm, 2005). Gama-glutamil hidrolazlar ve
proglutamil peptidazlar omega peptidazlara 6rnek sayilabilir (PolainaandMaccabe 2007).

2. Endopeptidaz

Endopeptidazlar, polipeptid zincirindeki i¢ alfa-peptid baglarini hidrolize etmeleri ile
karakterize edilirler. Polipeptid zincirinin N- ve C- gruplarinin varligi enzimatik aktivite
tizerine negatif etkiye sebep olmaktadir. Endopeptidazlarin bazilar1 sadece proteinlerden daha
kiiglik yapida olan substratlara etki edebilmektedir. Bu endopeptidazlar oligoproteaz olarak
isimlendirilmektedir. Endopeptidazlar, gida ile alinan proteinlerin sindirimini baslamasini
saglar ve ekzopeptidazlarin substratlart olan yeni amino (-N) ve karboksil (-C) terminusunun

olusumunu yaparlar (Raoet al. 1998).

Endopeptidaz enzimleri, Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
Isimlendirme Komitesi (NC-IUBMB) tarafindan ikili adlandirilmaya gére; EC 3.4.21-26 alt
gruplarina eklenmistir. Alt gruplarinin igerisinde serin, sistein, aspartik, metallo ve treonin ve
glutamik endopeptidaz enzimleri vardir. Glutamik peptidaz enzimleri 2005 yilinda
tanimlanmist yapilmis olup ve katalitik mekanizmalar1 ile ilgili aragtirmalar devam
ettirilmekle birlikte yap1 ve aktivitelerinde bir Glu / Gln katalitik kalintist oldugu goriilmistiir
(Kataoka et al. 2005).
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a. Serin proteazlar

Serin proteaz enzimleri, aktif bolgelerinde serin kalintilariyla Kkarakterize
edilmektedirler. 40 aile vel3 klandan meydana gelen serin proteazlar, tim proteolitik
enzimlerin tigte birinden daha fazlasini olusturan enzim grubudur (Cera 2009). Serin
proteazlar arasinda PA klan1 ve S1 ailesinin tripsin benzeri peptidazlar1 en bol

bulunduranlardir.

Serin proteazlar, bakteriler, viriisler ve 6karyot organizmalarinda hayati 6neme sahip
olup c¢ok sik ve bol sayida bulunmaktadir. Molekiil agirhig 18-35 kDa aralifinda
degismektedir. Serin proteazlarin pH’lar1 7-11 araliginda iken aktif olurlar, bu sebeple bunlara
serin alkalin proteazlar da denilmektedir. Serin proteazin bir¢ok iireticileri bulunmaktadir.
Bunlar maya mantarlari, kiifler, bir¢ok bakteri tiirleri ve bazi makro mantar ¢esitleridir. En iyi
serin proteaz lreticisi subtisilin iireten Bacillus sp.’lardir (Raoet al. 1998). En 6nemli serin
proteazlar ise elastaz, fosfolipaz, kimotripsin, lipaz, tripsin, triptaz ve trombinlerdir. Substrat
tercihlerine gore dortgrupta toplanirlar; kimotripsin benzeri olan serin proteazlar, tripsin
benzeri olan serin proteazlar, elastaz benzeri olan serin proteazlar ve subtisilinlerdir.
Islevlerine bakildiginda kimotripsin benzeri proteazlar aromatik aminoasitlerin bulundugu
peptid bagini hidrolizleler, tripsin benzeri serin proteazlar lys (lisin) veya arg (arjinin)
aminoasitlerinden sonraki peptid bagmi hidrolizlerler, elastaz benzeri serin proteazlar da
kiicik yan zincirlerdeki hidrofobik aminoasitten sonraki peptid bagini hidrolizlerler,
subtilisilinler ise prokaryotlardaki peptid bagini hidrolizlemektedirler (Gisha2014). Serin
proteazlarin  inhibitorleri, PMSF  (fenilmetilsiilfonil-floriir), =~ TLCK  (tosil-L-lizin
klorokumarin) ve DFP (diizopropilflorofosfat)’dir (Rao et al.1998). Serin proteazlar sindirim
(tripsin, kimotripsin) sisteminde, kan pihtilagsmasi1 (faktér VIla, 1Xa, Xa, Xlla) ve fibroliz
(plazmin, irokinaz)ve immun sistemde (kompleman B, C, D) gibi ¢ok 6nemli fizyolojik

stireglerde bulunmaktadir (Polgar 2005).

b. Aspartik proteaz

Asidik proteazlar olarak bilinmektedirler ve katalitik olan bolgelerinde aspartik asit
kalintilarina bagimli olmasi ile karakterize edilirler. Aspartik proteaz enzimleri ii¢ gruba
ayrilmiglardir, pepsin (Al), retropepsin (A2), pararetroviriislerden (A3) elde edilen enzimler
olarak gruplandirilmistir (Dashet al. 2003). Diisiik pH’larda aktif olurlar. Enzimin molekiil
kiitlesi 30-45 kDa araligindadir. Aspartik proteaz enziminin inhibitorii pepstatindir (Rao et al.
1998). En iyi bilinen aspartik proteazlar pepsin, katepsin, D ve E renin aspartatlardir (Bugg
1996).Mikrobiyal aspartik proteazlar Aspergillus, Penicillium, RhizopusveNeurospora nin

trettikleri pepsin benzeri enzimler ve Endothia ve Mucor sp.’nin iirettikleri rennin benzeri
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enzimler olmak {izere iki gruba ayrilabilir (Kunitz 1938; Moriharaet al. 1973). Bir¢ok
sistemde aktivite gostermektedirler, memelilerin sindirim sisteminde goérev yapan pepsin A,
patojen ve maya virlilansina karst savunmayi saglarlar, candidapepsin, meme kanseri
metastazinda, kardosin A, kan kontrollerinde, kathepsin D, polen-pistil etkilesimlerinde,
renim, hemoglobin bozunmasi ve retropepsinler de HIV proteinlerinin olgunlasmasinda

gorevleri bulunmaktadir (Ostermannet al. 1973; Maccebe 2007).
c. Sistein proteazlar

Sistein proteazlara tiyol proteazlarda denilmektedir. Hem 0Okaryotlarda hem de
prokaryotlarda bulunurlar. Sistein proteazlar peptid, amid, ester ve tiyol esterlerin hidrolizini
katalizlerler. Tiyol proteazlarin aktif olabilmesi i¢in ortamda HCN (hidrosiyanik asit) ve
sistein varliginda etki gdsterirler. Sistein proteazlarin nétr pH optimumlart vardir, molekiiler
agirliklari da 21-30 kDa’dur. Sistein proteazlarin gruplandirilmasi aktif merkezlerinin
spesifitesine gore yapilmaktadir. Bunlar dort grup olup, papain benzeri olan tiyol proteazlar,
tripsin benzeri olan tiyol proteazlar, glukamik aside 6zel olan tiyol ve diger tiplerde olantiyol
proteazlardir. Sistein proteaz enzimlerinin en iyi bilineni papaindir. Sistein proteaz enzimleri,
aktif bolgelerinde —SH grubu sahip olmalari, agir metaller ve okside edici ajanlar varliginda
inhibe olmalarindan dolay1r 6nemli enzim grubudurlar (GenckalandTari 2006; Dubeyet al.
2007). Sistein proteazlarin fonksiyonlari, bitkilerin biiylime-gelismesinde, ¢ekirdekte
proteinin birikiminde, apoptozisde, biyotik ve abiyotik strese karsi yanit olusturulmasi ve
bunun gibi diger fizyolojik olaylarda gérevleri vardir (GrudkowskaandZagdanska 2004). Tim
sistein proteazlarin aktivitesleri, sistein ve histidine sahip bir katalitik dyad'a bagli olmaktadir
(Raghunanth et al. 2010; Barrett 1994). PCMB (p-kloromerkiiribenzoat) gibi siilfidril
ajanlarina karsi hassastirlar, fakat metal selatlarindan etkilenmezler (Raoet al. 1998). Sistein
proteazlar hem endopeptidaz (papain, bromelain, fisin, cathepsin) hem ekzopeptidaz

(cathepsin X, karboksipeptidaz B) olarak gérev yapabilirler (Raghunanthet al. 2010).
d. Metalloproteazlar

Metalloproteazlar, katalitik proteazlarin en gesitlisi ve etkisi olarak digerlerin farkli
olamdir. Katalitik etki mekanizmasinda iki degerlikli olan ¢inko, kobalt veya farkli metal
iyonlarini tercih etmektedirler. Cogu metalloproteazlarin karakteristik 6zellikligi katalitik bir
¢inko iyonu olmalaridir (Barrett 1995). EDTA ile inhibe edilebilmektedir. Fakat siilthidril
ajanlar ya da DFP tarafindan baskilanma olmamaktadir. Smiflandirilmalart —aktif
merkezlerdeki fonksiyonel gruplarina gore yapilmaktadir (Griponet al.1980). Serralysin,
adamalysin gibi matriks metalloproteaz enzimleri ve hiicre zarinin yapisinda bulunan yuzey

membran proteinleriolan ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) proteinleri en ¢ok
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bilinen metalloproteazlardir (Edwardset al.2008). Metalloproteazlarin doku morfogenezi
olaylarinda ve farklilasmasinda gorevleri vardir. Onkoloji hastaliklarin tedavilerinde
uygulanabilirler. Bakteriler de bulunan termolizin ve yiiksek organizmalarda yilan zehrinde
bulunan hemorhagicenzimi toksin bilinen en yaygin metalloproteazlardir (Raoet al. 1998).
Disiilfit kopriilerinin olmadig1 34 kDa agirliginda tek bir proteaz peptididir. Proteinin iki katli
lobunda bulunan ¢inko (Zn) atomu esansiyel olup ve dort adet kalsiyum (Ca) atomu proteinin
termostabilitesini korumaktadir (Raghunathet al, 2010).

Proteazlarin katalizledigi bolgenin kimyasal yapisina gére gruplandirilmalari Tablo

2’de Ozet olarak gosterilmistir (Duman 2017).

Tablo 2. Proteazlarin Katalizledikleri Bolgenin Yapisina Gore Gruplandirilmas: (Duman
2017)

Proteaz Sinifi Serin Sistein Aspartik Metallo

Eski isim Serin Tiol Karboksil ~ Metallo
;';ﬂ::ralan b EC 3.4.21 EC 3.4.22 EC3423 EC34.24
Aktif site bileseni serin sistein aspartik Zn+2

pH aralig1 7-9 3-7 2-6 5-9

Sicaklik (°C) 20-8025-70 40-7040-60

Molekiiler Agirlik (kDa) ~ 20-135 20-65 30-60 20-60
Inhibitor PMSF, DCI E-64, lodoacetate  Pepstatin EDTA
Lokasyon Hiicre igi - dis1  Lizozom Lizozom Hiicre ici-dist
Ornekler Elastin,

. Cathepsins B & L CathepsinD  Gelatinase
Plasmin

Bacillus hakkinda genel bilgiler

Bacillaceae’ ailesinden Bacillus ve Clostridium olmakuzere iki ana alt grubu vardir
(Garrity 2004). Hiicreleri ¢ubuk seklinde ve diizdiir, uglar1 yuvarlak veya kare seklindedir.
Ortamda ya ciftler halinde ya da zincirler halinde bulunurlar. Peritrikoz kamc¢iya sahip ve
hareketlidirler. Zorlu ortam kosullarina direnglidirler. pH, sicaklik ve tuzluluga kars1 yiiksek
fizyolojik toleranslar1 vardir. Ureyip gelisebilmeleri i¢in ortam sicaklik dereceleri minimum
25°C - 75°C araliginda, pH ortam1 asidofilik tiirleri i¢in 7.5 -8.0’e kadar ylikselmektedir
(Holtet al. 1994). Nutrient agar besiyerinde kolayca iiretilebilmektedir (Ayhan 2000).
Bacillus’ larin ¢ogu endospor olusturabilirler, bunlar da bazen oval, yuvarlak veya silindirik
sekillerde olabilirler. Cogu Gram (+) olup, yasli kiiltiirlerde Gram (-)’de olabilirler (Holtet al.
1994).
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Bacillus familyasi mikroorganizmalar1 endustriyel alanda kullanilan ¢ogu enzim
tiplerini uretebilmelerinden dolayr oldukca Onemlidirler. Termofilik bakterilerin yiliksek
sicaklik ve pH’larda iireyebilmeleri biyoteknolojide kullanim agisindan kolaylik saglamasiyla
ilgi gdrmiislerdir. Ozellikle diisiik sicakliklarda yiiksek aktiviteli proteaz ve amilaz iiretimi ve
bu arada yiiksek enerji kullanimmnin gerckmemesi deterjan endiistrisinde tercih edilmesine

sebep olmustur.

Bacilluss mikroorganizmalarin {irettikleri proteaz enzimleri genelde alkalen serin
proteazlaridir. Alkalen proteazlarin yiliksek aktivite ve termal stabilitelerini arttirabilmeleri
icin Cat2, Mn+2, Mg+2gibi iki degerlikli olan katyon ve bunlarin kombinasyonuna
gereksinim duyarlar (Celik 2006). Alkalen proteaz enzimleri ¢ogunlukla PMSF
(Fenilmetilsulfonil floriir) ve DFP (Diizopropilflorofosfat) ile tamamen inhibe olurken bazi
metalloalkalen proteazlart EDTA (Etilendiamintetraasetikasit) ile inhibe oldugu bulunmustur.
Bazi aromatik ve hidrofobik aminoasit, tirozin veya fenilaninin yer aldigi peptid baglarinin

hidrolizlerine spesifiktirler (Raoet al. 1998; Kumar andTakagi 1999).
a.Bakteriyel Alkali Proteazlarin Ozellikleri

Diinyadaki endiistriyel alanda kullanimi en fazla olan enzimlerin {igte ikisini
mikroorganizmalardan elde edilen enzimler olusturmaktadir. Mikrobiyal enzimlerin katalitik
aktivitelerin yiiksek olmasi, istenmeyen yan iriinlerin olusmamasi, iireme ve biiyliime
sartlariin kolay saglanabilmesi, ucuz maliyetle yapilabilmesi, yiiksek kalite ve saflikta
tretimi saglanmaktadir. Enzim iretiminde tercih edilen Bacillussp.’larin fermentasyon
yontemleri ve kisa siirede fazlaca tretilebilmeleri, ortam kosullariin kolayligi, yiiksek pH ve
sicaklik gibi ekstrem kosullarda yiiksek aktiviteli olmalari, izolasyon ve tanimlanmalarinin
basitligi, suslarinin ¢ogunun zararsiz olusu, lrettikleri proteinleri disar1 sentezlemeleri gibi
ozellikleri ile mikrobiyal enzim tiretimi fazlaca ilgi goriip tercih edilmektedir (Wiseman 1987,
Horikoshil999; Boyce and Walsh 2007). Mikroorganizmalarin biyomiihendislik ve
biyokimyasal alanlardaki cesitliliklerinden dolay1 proteaz iiretiminde kullanilan oldukga iyi
kaynaktirlar (Lazimet al. 2009).

Endiistriyel alanlarda kullanilmak iizere {iretilen proteaz enziminin yiiksek sicaklik ve
pH, oksitleyici ajanlanlar ve organik coziiciiler ile muamele edildiginde aktif ve stabil
olmalar1 gerekmektedir (ArostooandZahrami 2012). Alkalin proteazlarin optimal sartlarini
incelediginde pH 9.0-11.0, sicaklik 50-70°C, molekiil kiitlesi 15-30 kDa olup maksimum
aktiviteleri i¢in Ca+2, Mn+2 ve Mg+2 gibi divalent metallere gereksinim duyarlar (Kumar
andTakagi 1999). Alkali proteaz enzimi ilk olarak 1914 yilinda deterjan katki maddesi olarak
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satisa ¢ikarild1 ve biiyiik ilgi gordii. Bakteriyel alkalin proteaz Savinase, SubtilisinCarlsberg

ve Subtilisin BPN gibi sirketlerde deterjan enzimi olarak tercih etmektedir (Guptaet al. 2002).

Proteazlarin fizyolojik gorevieri

Proteaz enzimlerinin, hiicrenin biiyiimesi ve gocli olayinda, proteinin
katabolizmasinda, doku diizenlenmesi ve inflamasyonunda, kanin pihtilagsmasinda, tiimor
biiyiimesi ve metastazlarinda, hormonlarin salinmasi, membranlar arasi salgi proteinlerinin

tasinmasi gibi fizyolojik ve patolojik siireglerde gorevleri bulunmaktadir.

Proteaz enzimleri, makro polipeptidlerin daha kiiclik peptid ve aminoasitlere
parcalanmasini saglayarak, hiicre icerisine emilimlerini kolaylastirirlar (Malaet al.1998).
Proteinlerin sindirimi ilk olarak midede baslayip, burada HCl ve pepsinin otokatalizi ile
pepsinojen pepsine ¢evrilirek aktiflesir. Proteinler pepsinin katalizi ile az miktar aminoasit ve
polipeptitlere ayrilir, buradan ince bagirsakta tripsin ve kimotripsin ile daha dncekinden daha
kiigiik polipeptidlere ve bir miktar aminoasitlere pargalanir. Son olarak dipeptidaz ve
tripeptidaz ile aminoasitlere parcalanmis olur. Hiicre i¢i proteaz enzimlerinin hiicredeki uygun
protein dongiilerine destekleri bulunmaktadir. Okaryotlarda hiicre igi protein ddngiilerinin

gerceklesmesinde ATP’ye bagimli proteazlar aktiftirler (Chunget al.1981).

Belli bakteri sporlarinin ve maya askosporlarinin sporiilasyon-¢imlenme evrelerinde
gorevleri olduklari ve yapilan bagka c¢aligmalar incelendiginde gen ifadesinin

modiilasyonunda da proteaz enzimleriyle ilgili olduklar1 kanitlanmigtir (Danceret al.1975;).

Proteaz enzimlerinin diger bir¢ok fizyolojik olaylarda etkili ve gérevlidirler. Bunlar;
bakteriyofajin yasam dongiilerini ve apoptozlarini, 1s1 soku tepkilerini, DNA hasarlarina karsi
SOS yanitlarm1  kontrol eden c¢esitli diizenleyici proteinlerin proteaz aracilifiyla
pargalanmasini saglarlar (Van Melderen et al.1996; Gottesman et al. 1992). Ayrica gen ifade

modiilasyonunun da proteazlar ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Roberts et al. 1977).

Proteazlarin endiistriyel uygulama alanlar
a. Deterjan endiistrisinde proteazlar

Enzimlerin kullanim alanlar1 incelendiginde en biiylik endiistriyel uygulamalari
deterjanlar olmaktadir. Diinya enzim {retiminin yaklasik %30’unu olusturmaktadir
(Horikoshi 1996). Etkili bir proteaz enziminin, deterjan igerisindeki digerkatki maddelerine
kars1 dayanikli olabilmeli, izoelektrik noktasi uyumlulugu, genis substrat 6zgiilliigl, farklh

sicakliklara, siire ve pH degerlerine uygun olmalar1 gerekmektedir.
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Deterjan igerisindeki bir proteaz enziminin en iyi performansi gosterebilmeleri icin
ana parametre diizeyi onun izoelektrik noktasidir (pl).Deterjan firiiniin ¢6zeltisinin pH’1 ile
pI’st birbirleriyle uyumlu olmalar1 enzimin bu uygulama i¢in kullanima uygun oldugunu
gOsterir. Proteaz enziminin pl degeri ne kadar fazlaysa, o proteazda yiiksek pH’larda etkilidir
(Celik 2006).Proteaz enzimin ayrica EDTA’ya kars1 kararli ve stabil olmasi da deterjan

formiilasyonu i¢in istenilmektedir (Guptaet al. 2002).

Tablo 3. Ticari Subtisilin Enzimlerinin Deterjanlarda Kullanimi (Maccabe 2007).

Uriin ad Orjin Saf/Protein miihendisligi ile modifiye Mikroorganizma
edilmis

Alcalase B. lichenformis  Saf B. lichenformis

(Novozymes)

Savinase B. clausii Saf B. clausii

(Novozymes)

Purafect B. lentus Saf B. lentus

(Genencor)

Everlase B. clausii Protein mithendisligi ile modifiye edilmis  B. clausii

(Novozymes)

PurafectOxP B. lentus Protein mithendisligi ile modifiye edilmis B. lentus

(Genencor)

Esperase B. halodurans  Saf B. halodurans

(Novozymes)

Kannase B. lentus Protein mithendisligi ile modifiye edilmis B. lentus

(Novozymes)

Properase B. alkalophilus  Protein miihendisligi ile modifiye edilmis B. alkalophilus

(Genencor)

Deterjanin leke ¢ikarma etkisini arttiran proteazlar, daha diisiik sicaklik ve daha diisiik
zaman igerisinde temizlik yapabilmektedir. Amilaz, lipaz ve proteaz kombinasyonlarinin leke
cikarmakta daha etkili oldugu gorilmiistiir. Proteaz enzimlerinin 6zellikle kan ve ¢im

lekelerinin ¢ikarilmasinda ¢ok daha etkilidirler (Orhan 2003; Oztiirk 2004).

Deterjan igerisinde bulunan oksitleme ajanlart ve agarticilara dayanikli olan
giintimiizde ticari enzimlerin bulunamamas1 mikrobiyal enzimlere olan ilgiyi ve arastirmanin
artmasima sebep olmustur. Zaman avantaji, performansin yiiksekligi, kalite ve iiretim
maliyetinin diistikliigii, dis etkenlere bagimli olmamasi, farkli pH/sicakliklarda yiiksek

aktivite gosteren enzimlerin bulunmasi biyoteknolojik agidan énemlidir (Oberoiet al. 2001).

Proteazlardan sadece serin proteazlar deterjanlara dahil edilmeye uygundur.

Giliniimiizde, deterjanlarda kullanilan subtilisinlerin ¢ogu Bacilluslicheniformis, B. lentus, B.
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alcalophilus ya da B. amyloliquefaciens (Subtilisin BPN ")'den izole edilenlerden
olusmaktadir (Guptaet al. 2002).

b. Bira endiistrisinde proteazlar

Biranin iretiminde ¢6ziinmeyen proteinlerden dolayr olusan bulanmik goriintimii
engelleyerek berrak ve parlaklik i¢in proteaz enzimleri kullanilmaktadir. Bu goriiniim icin
genellikle kaba papain ya da bromelain (sistein) kullanimi ile saglanmaktadir. Ayricamaltin
matlastirilmasinda da kullanilmaktadir (Maccabe 2007).

C. Deri endiistrisinde proteazlar

Deri islenmesi yapilirken, 1slatma, sepileme, kireglik ve kire¢ giderme, sama ve kildan
arindirma gibi basamaklardan geg¢mektedir. Fakat bu islemler yapilirken ortaya yiiksek
miktarda kimyasal madde ve atik su iiriinleri ¢ikmaktadir. Gilinlimiizde artik kimyasal
maddenin kullanimimi azaltarak enzimlerden faydalanilmaktadir (Oztiirk 2004). Yapilan
calismalara bakildiginda zararli kimyasal madde yerine alternatif bakteriyel enzimlerin
kullanimuiyla, ¢evre kirliliginin azalmasi, deri kalitesinin arttirilmasinda basarili olunmus ve

uygulamlarin daha ekonomik olmasi saglanmistir (Afsar 2008).

Tablo 4. Deri Endiistrisinde Kullanilan Bazi1 Bacillus Cinsleri (MukhtarandHaq 2008)

Tiirler Optimum pH
Bacillus sp.( AH-101) 12.0-13.0 Deri endiistrisinde
Bacillus subtilis 8.5 Dersi sanayisinde 1slatma asamasinda

d. Firin endiistrisinde proteazlar

Ekmek yapiminda hamurun daha hizli hazirlanabilmesi i¢cin bromealin gibi sistein
proteazlart kullanilmaktadir. Bromealin, hamurun gerilemesini engelleyebildigi i¢in biskiivi

ve pasta hamurlarinin hacminin artmasini da saglamaktadir (Maccabe 2007).
e. Gida endiistrisinde proteazlar

Proteaz enzimlerinin temel islevleri, proteinlerin hidrolize edilmesi 6zelligiyle protein
hidrolizatlarinin hazirlanmasinda kullanilir. Protein hidrolizatlar1 bebek mamalarinin
formiilasyonlarinda, kan basinci fizyolojisinin diizenlenmesinde, mesrubat ve meyve sularinin

raf omiirlerini uzatmada 6nemlidir (Guptaet al. 2002).

Gida sanayisinde en fazla kullanilan proteaz enzimi papainin, en énemli iki uygulama

alanibiranin sogukta saklanmasi ve yapay olarak etin gevreklestirilmesidir (Fadiloglu ve
Erkmen 2004).
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Proteaz enzimleri gida endistrisinde firincilik, peynir yapimi, et yumusatma ve
alkolsiiz ickileri kuvvetlendirmede, proteince zengin diyet amagh yiyeceklerin iiretimi gibi

cesitli alanlarda tercih edilmektedir (MahajanmandBadgujar 2010; Celik 2006).

Soya ve bugday hidrolizatlari, ¢orba ve soslarin lezzet artiriminda, et hidrolizatlarinin
da et iirlinlerinin ve ¢orbalarin tadinin lezzetlendirilmesi amacli kullanilmaktadir. Enzimatik
stireclerin 6nemli bir avantaji, islem esnasinda meydana gelen yan iirlinlerin saglik iizerindeki

olumsuz etkilerinin az olusudur (Maccabe 2007).
f. Peptid sentezinde proteazlar

Sentetik  biyoteknolojide susuz ortam  kosullarinda  biyokatalizér  olarak
kullanilmaktadir. Enzimatik peptid sentezi organik c¢oziiciilerde; apolar substratlarin
¢cOzlinirligiiniin arttirillmasi, suya bagli olusan yan reaksiyonlarin engellenmesi, hidroliz
reaksiyonlarinda termodinamik dengenin tersine dondiiriilmesi, mikrobiyal kontaminasyonun
engellenmesini saglarlar (ArostooandZahrami 2012). Ayrica dipeptid ve tripeptid sentezinde
de kullanilmaktadir (Guptaet al. 2002).

Aspartam, disilik esterolitik aktivitesi 6zelligiyle, peptidin 28 tatli tadinda esas olan
metil ester grubunun korunmasina sebep olurlar. Bu yapilarindan dolay:1 yapay tatlandirict

olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar (Adekoyaet al. 2006).
g. Kozmetik ve ila¢ endiistrisinde proteazlar

Bromelain ve papain enzimleri yiiz bakim iriinlerinde hafif peeling etkilerinden dolay1
kullanilmaktadir. Ayrica papaininlekeleri ve sivilcelerin giderilmesinde, yilize piiriizsiizlik
saglanmasinda, yara debridmaninda, nekrotik dokunun alinmasi ve kan dolagimini
hizlandirarak cildin iyilesmesine yardimci olurlar (Maccabe 2007; Mekkeset al. 1997).
Bromealin'in uygulama alanlari; geri doniisiimlii trombosit agregasyonunda, anti-inflamatuar
etki, sitokin ve bagigikligin modiilasyonunda, yanik cildin debridmantinda, anti tiimor aktivite
saglanmasinda, mukolitiketki, sindirime yardimci olmasi ve yaralarin iyilesmesidir (Moritaet
al. 1979; Inoueet al. 1994; Munziget al. 1994; Rosenberg et al. 2004; Batkinet al. 1988;
Hunteret al. 1957; Knill-Jones et al. 1970; Tassmanet al. 1965).

Kozmetik sanayisinin kontak lens soliisyonlarinda, sa¢ bakimi iirlinlerinde, dis
macunlarinda ve viicuttaki istenmeyen tiiylerin giderilmesinde kullanilan iiriinlerin yapiminda

tercih edilmektedirler (Langmaieret al. 2002).

Subtilisin ve kollejenaz enzimleri, ciltte meydana gelen yanik ve yara tedavisinde

antibiyotikler ile birlikte uygulanirlar. Proteaz inhibitorii ilaglar; HIV gibi viriis kaynakli
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hastaliklarin tedavisinde, yatak yaralari, derin apse ve ¢iban tedavileri kullanilmaktadirlar

(Seving 2010; Raoet al. 1988).
h. Fotograf endiistrisinde proteazlar

Alkalin proteaz enzimleri, kullanilmig X-1s1mn1 filmleri veya fotograf filmlerinden
giimiis geri elde edilmesinde genis kullanim alanina sahiptirler. Giimiisiin geri kazanilmasi
isleminde, jelatin tabakasinin filmden ayrilmasi i¢in filmin yakilarak yapilir. Bu islem g¢evre
kirliligine sebep oldugundan yakma islemi yerine enzimatik hidrolizi tercih edilmektedir
(Horikoshi 1999).

i. Atik aritma isleminde proteazlar

Kil, sag, tirnak, boynuz, tily ve yilizgeg, kemik gibi atik tirtinlerin imha edilmesinde ve
buiiriinlerden degerli biyomateryaller elde edilmesi amagli alkalin proteazlardan
faydalanilmaktadir. Kiimes hayvanlarinin  atik  tiiylerinin  sert keratin  yapisinin
parcalanmasiyla gida, yem igin gerekli olan yiiksek protein kaynagininvebalikatiklaridan da
protein, lipid, kitin molekiillerinin eldesini saglarlar (Gupta et al. 2002; Kandasamy et al.
2011).

J. Tekstil endiistrisinde proteazlar

Yiin, ipek, angora, kagmir dogal protein liflerindendir, bu firlinlerle papain, pronaz ve
pepsin enzimleri bir araya getirildiginde liflere esneklik saglanir, daha beyaz bir renk elde
edilir ve dogal kirlerinden arindirilmis olunur. Proteolitik enzimlerle yapilan islemler,
kimyasal maddelere gore hem daha kaliteli iiriin elde edilmesini hem de zamandan tasarruf

yapmasi bakimidan daha avantajlidir (Duran vd. 2007; Karmakar 1999).
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KURAMSAL TEMELLER

Jooand Chang (2004), c¢alismalarinda B.clausiil-52 mikroorganizmasindan
biyoteknolojik acidan &nemli olan alkalin proteazi saflastirmislardir. Oncelikle enzimidianyon
HPA75, devaminda Fenil Sefaroz ve DEAE-Sefaroz kolon kromotografisiislemlerini yaparak
%79 verimle 10kat saflastirip, molekiil kiitlesini 28 kDa bulmuslardir. Enzimin
karakterizasyon caligmasi sonuglarmi pH 11, optimum sicaklik 45°C, KM degerini 83,9
umol-1, Vmax degerini 238.6 s-1 bulup SDS ve H202 varliginda enzimin kararli oldugunu

raporlarinda bildirmislerdir.

Miyaji et al. (2005), calismalarinda B.pumilusMS-1’den, subtilisin benzeri alkalen
proteaz olanBPP-A’y1 saflastirip, karaterizasyon ¢alismalarini yapmislardir. Alkalen proteazi
%13 verimle 5.5 kat saflagtirma sonrasinda molekiil kiitlesini SDS-PAGE teknigiyle 33 kDa

oldugunu raporlarinda belirtmislerdir.

Kim et al. (2006), calismalarinda B.subtilisTP-6 bakterisinden fibronilitiksubtilisin
benzeri olan alkalin proteaz enzimini saflastirma yapmislardir. Amonyum siilfat, Octyl
Sepharose ve SP Sepharoz islemlerini uygulayarak %26 verimle 200 kat saflastirma
gerceklestirmislerdir. Karekterizasyon c¢alisma sonuclari maksimum aktiviteyi, sicaklik
50°C’de, pH 7, molekiil kiitlesini SDS-PAGE teknigiyle 29 kDa olarak belirlemislerdir.
Alkalen proteaz enzimi,%]1 ve %10’luk metanol, izopropanol ve etanol varliginda, kararl ve
stabil oldugunu gostermislerdir. Enzimin inhibasyonunun 1 mM EDTA (%36), 1 mM PMSF
(9%53) ve %10 B-merkaptoetanolde (%46) ile yapildigini bildirmislerdir.

Gupta and Khare (2005), ¢alismalarinda topraktan izole ettikleri bakteri Pseudomanas
aeruginosa’danelde edilen proteazi kullanmiglardir. Bu sustan salgilanan enzimi hidrofobik
coziicliler ile muamele ettiklerinde stabil kaldigini, %25 ¢oziicii konsantrasyonunda 10giin
boyunca aktif olabildigini veproteazin %75’lik yiiksek ¢6ziicli konsantrasyonunda 48 saate
kadar dayanabildiklerini belirtmislerdir. Bu 6zelikleri incelendiginde bu proteazi atik su
aritimi - ¢oziicli biyoremediasyonu ve susuz ortamda biyotransformasyon uygulamalarinda

kullanilmaya elverislidir.

Arulmaniet al. (2006), calismalarinda B.laterosporus-AK1 bakterisinden termostabil
alkalin proteazi saflasgtirmislardir. Saflagtirma islemini Sephadex G-200 jel filtrasyon teknigi
ve DEAE seliiloz iyon degisim kromotografisi tekniklerini uygulayarak%34.3 verimle 11.1

kat saflik saglamiglardir. Enzimin en fazla ilgiyi kazein substratina gosterdigini ve molekiil
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kiitlesinin SDS-PAGE teknigiyle 89.29 kDa olarak belirtmislerdir. Calismada bulunan
optimum sonuglari, sicaklik 75°C, pH 9.0, enzim aktivitesine Ca+2 ve Mg+2 iki degerlikli
metal iyonlarinin da arttirict etkisi olduklarini bildirmislerdir. Ariel deterjani ile 1 saat inkiibe
edildikten sonra %75 enzimin kararliligimi korudugunu ve Wheel deterjaninin kan lekesi

tizerine uygulandiginda lekeleri ¢ikarttigini belirlemislerdir.

Basu et al. (2006), Aspergillusniger AB100’tin proteaz enzimini g¢alismislardir.
Karakterizasyon g¢alismalarinda maksimum aktiviteyi, pH 7.0, sicaklik 50°C ve molekiil
kiitlesini SDS-PAGE teknigiyle 30,09 kDa degerlerinde bildirmislerdir. Enzimin
metalloproteaz oldugunu ve Mg+2, Mn+2, Ca+2, Fe+2 ve Zn+2valiginda aktif, Hg+2

varliginda ise inhibe oldugu raporlarinda gostermislerdir.

Jaouadi et al. (2008), calismalarinda B.pumilis CBS bakterisinden katalitik etkisi
yiksek olan alkalenproteaz enzimini saflagtirmiglardir. Alkalen proteaz enziminituz
coktlirmesi, jel filtrasyon ve HPLC teknigiyle saflastirip, molekiil kiitlesini MALDI-TOF
kiitle spektrometresiyle 34598,19 kDa bulmuslardir. Karakterize calismasinda enzimin
optimum kosullart, pH 10,6 ise sicakligin 65°C iken pH 7,0-10,6 arasi ise sicakligin 30°C-
55°C arasinda karali oldugunu bildirmislerdir. Enzimin aktivitesini Ca+2 ve Mg+2 arttirirken

Hg+2’nin inhibe ettigini, Mn+2, Ba+2 ve Cu+2’nin ise etkisiz oldugunu rapor etmislerdir.

Charles et al. (2008), calismalarinda Aspergillusnidulans HA-10’undan alkalin proteaz
enzimini saflagtirmiglardir. Saflastirma islemini amonyum siilfat ve Sephadex G-200 kolon
kromotrografisi teknikleri ile %39 verimle 42.4 kat gergeklestirip molekiil kiitlesini SDS-
PAGE teknigiyle 42 kDa olarak bildirmislerdir. Alkalen proteaz enziminin optimum ortam
kosullar1 50°C’de ve pH 6,0-10,0 arasinda stabilitesini korudugunu ve serin proteaz oldugunu

oldugunu bildirmislerdir.

Haddar et al. (2008), B.mojavensis A21’i deniz suyu oOrneklerinden izole edip
calismalarin1 gerceklestirmislerdir. Bakterinin iirettigi enzimin agarticilara karsi kararli ve
hiicre dis1 olduklarini bildirmislerdir. Saflastirma igin Oncelikle aseton ¢oktliirmesi islemi
uygulandi devaminda Sephadex G-75 jel filtrasyon yontemi ve CM-Sepheroz iyon degisim
kromotografisi teknigi uygulanmis olup %16.4 verimle 6,43 kat saflagtirmiglardir. Alkalen
proteaz enziminin optimum kosullar1, sicaklik 60°C, pH 8,5 ve molekiil kiitlesi 20 kDa’dur.
Enzimin %1 ve %5 Tween-80, %0.1 SDS, %1 Triton-X100 varliginda kararliligini korudugu
ve sicaklik 60°C iken CaCl2 varliginda termostabilitesini arttirdigini rapor etmislerdir.
Agartict ve okside edici ajanlar ile bir saat inkiibasyon edildikten sonra aktivite olglimii
yapildiginda ilk olarak %79 ve devaminda %70 olarak bildirmislerdir. Bu sonuglara

baktiklarinda saflastirilan enzimin sivi-kati deterjanlar ile kullamima uygun olabilecegi
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yorumunu yapmislardir. Ariel, Axion, Dixan, Nadhif ve New Det markali deterjanlar ile farkl
sicaklik degerlerinde bir saat inkiibasyonda muameleye birakmislardir. Olgiim sonuglaria
baktiklarinda 30°C ve 40°C de var olan aktivitelerini koruduklarini, ancak 50°C’de Axion ve
Ariel markali deterjanlarda enzimin ilk bastaki aktivitesinin %80 ’nini korudugu, New Det ve

Nadhif camasir deterjanlarinda ise %75’ini kayboldugunu belirtmislerdir.

Rao et al. (2008), calismalarmi B.circulans bakterisinden saflastirdiklar1 proteaz
enzimini c¢aligmiglardir. Alkalin proteaz enzimini amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemi ve
Sephedex G-100 teknigiyle %20 verimle 11.9 kat saflastirmiglardir. SDS-PAGE ile molekiil
kiitlesinin 39.5 kDabulumsturlar. Proteaz enziminin optimum sicaklik 70°C, pH 11, KM
degerini 0,597 mg mllve Vmaxdegerinini 13825 pumol.min-lolarak bildirmislerdir. Proteaz
enziminin %21 Triton-X-100 ve Tween-20 varliginda ilk basta %15 ve sonrasinda %20
aktivitesini arttirdigini, %1 SDS varliginda ise %75’ini korudugunu ve %1 H202 varliginda
da inhibasyon olugmadigini belirtmislerdir. Deri endiistrisinde ve kan lekesi iizerinde

calismalar yapmislardir.

Rai and Mukherjee (2008), ¢alismalarinda B.subtilis DM-04"den izole ettikleri alkalen
proteaz enzimini ¢alismislardir. Saflastirilmasinda zwitter iyon formunda anyon ve katyon
degistirici kromotografisi islemini, etanol ¢oktiirmesi ve HPLC tekniklerini kullanmiglardir.
Islem sonunda 23,5 kat saflastirma saglayip, molekiil kiitlesini degerini 16,9 kDa olarak
raporlamiglardir. Karakterizasyon ¢alismasinda optimal sicaklik 45°C, pH’1 10,0 ve substrat

! olarak belirtmislerdir.

esliginde KM degerini 59 uM ikenVmax degerini de 336 pg min
Calismalar sonunda proteaz enziminin iyi bir leke ¢ikarici oldugunu ve deri isleme alanlarinda

etkili buldugunu raporlarinda bildirmislerdir.

Divakar et al. (2010),¢alismalarinda Aeromonasveronii PGO01’i endiistriyel atiklardan
izole edip saflastirmiglardir. Enzimi Oncelikle amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemini daha
sonrasinda iyon degisim kromotografisiyontemini ve jel permeasyon tekniklerini kullanarak
%32 verimle 53 kat saflastirma gerceklestirmislerdir. Molekiil kiitlesini GPC-HPLC ile 67
kDa bulurken SDS-PAGE’le 33 kDa tespit etmislerdir. Karakterizasyon caligsmalarinda
optimum sicaklik 60°C ve pH’1 7,5 oldugunu belirlemislerdir. Mg+2, Ca+2 ve Mn+2 iki
degerlikli metallerinin enzimin aktivitesini arttirir iken Zn+2 ve Hg+2’nin ise inhibe edici
oldugunu belirlemislerdir. Alkalin proteaz enziminin DMSO, benzen ve metanolde kararl
oldugunu ayrica n-hekzan ve n-dodekanin enzimin aktivitesini 1,3-1,5 kat arttirdigini
raporlamiglardir. Enzimin caligmalarda yilizey aktif maddelerine ve okside edici ajanlara

kararli ve aktif oldugunu gdstermislerdir.
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Cihan et al. (2011), ¢alismalari i¢in Tirkiye’ nin farkli bolgelerdeki jeotermallerinden
saflastirdiklar1 ~ Aeribacillus ve Geobacillus cinslerine ait izolatlarlarinfilogenetik
cesitliliklerinin arastirmalarini yapmislardir. Toplamda Tiirkiye’nin farkli jeotermallerinden
izole ettikleri 31 cins termofilik Bacillus sp. tanimlanmis olup bunlarin 4 tanesi Aeribacillus

ve 27 tanesi Geobacillus cinsine aittir.

Deepti et. Al (2011), calismalarinda Bacillus sp. SM2014 susunun tanimlanmasini
yapmisglardir. Bacillus sp. SM2014 susu, termoaktif, haloalkalin ve organik ¢oziiciilere karsi
kararli proteaz enzimi iiretebildigini bildirmislerdir. Saflastirilmasin1 oncelikle amonyum
siilfat ve devaminda diyslizSephadex jel filtrasyon islemleriyle %54 verimle 64 kat saflikta
gerceklestirmiglerdir. Alkalen proteaz enzimin optimum aktiviteyi sicaklik 60°C’de, pH 10 ve
3M tuz varliginda iken oldugunu rapor etmislerdir. Molekiil kiitlesini 71 kDa, KM degerini
0,57 mg/ml ve Vmax degerini ise 445,23 U/ml olarak bulmuslardir. Enzimi 15 giin boyunca
aseton, benzen, DMSO, toluen, biitanol, hekzan, ksilan, n-decan, n-heptan ve izooktanin %14
ve %25’lik konsantrasyonlarda inkiibasyona birakilmig ve kararliliklarint muhafaza ettiklerini
rapor etmislerdir. Ancak %50’lik konsantrasyon degerlerinde ise 192 saat sonra n-heptan, n-
dekan ve hekzan varliginda enzimin aktivitesinde bir farklilik goériilmezken diger kullanilan
organik coziiclilerdeki enzimin aktivitesinde azalma oldugunu gdstermislerdir. Enzimin
%50’lik konsantrasyonlardaki kararligindan dolayr peptid sentezinde kullanima uygun
olabilecegini  belirtmislerdir. Proteaz enziminin yikama performans test sonucu
degerlendirildiginde deterjan ve siirfaktanlar ile uyumlu olmasi c¢amasir deterjanlari

sanayisinde kullanilabilecegini dogrulamislardir.

Kandasamy et al. (2011), ¢alismalarinda Pseudomonasflurescens izole etmislerdir.
Enzim i¢in en iyt pH 10,5 ve sicaklik 40°C olarak belirlemislerdir. Bu enzimin
uygulanabilecegi endiistriyel alanlarin deri isleme ve kil aymrma i¢in uygun oldugunu

gostermislerdir.

JoshiandSatyanarayana (2012), ¢alismalarinda B.lehensis bakterisinden alkalin proteaz
enzimi izole edip Escherichiacoli’ye klonlayip ger¢eklestirmislerdir. Rekombinant 27
enzimin molekiil kiitlesini 39 kDa, optimum sicaklik 30-60°C ve optimum pH’im1 8-12
araliginda bildirmiglerdir. Enzimin Co+2 ve Cat2 metalleri ile aktive oldugunu Hg+2
metaliyle ise inhibe oldugunu belirtmislerdir. Enzim okside edici ajanlar ve yiizey aktif
maddeleri ile muamele edildiginde dayanikliligini tespit etmislerdir. Saflastirip klonladiklari
genin sonrasinda incelediginde 4 kat proteaz enzim iiretiminin arttigini rapor etmislerdir.

Calismalarinda yaptiklar1 ile X ray/fotogragrafik filmlerden gilimiis {riiniiniin geri

27



kazanilmasin1 saglayarak bu asamalarda proteaz enziminin bu alanlarda kullanima

uygunlugunu bildirmislerdir.

Annamalai et al. (2012), B.halodurans CAS6’1 deniz tortularindan izole edip proteaz
enzimini saflastirmiglardir. Saflastirma islem basamaklar1 6nce amonyum siilfat ¢oktiirmesi
islemi devaminda ise DEAE iyon degisim kromotografisi yontemini ve Sephadax G-50
kromotgrafisi uygulanarak %12,6 ile 7,96 kat saflik saglamiglardir. Molekiil kiitlesini n
sonucunu 28 kDa olarak belirlemislerdir. Enzimin optimum sicaklik 70°C, optimum pH
10,0’da ve %30 tuz yogunlugu varliginda bir saat inkiibasyon sonrasinda aktivitesini
korudugunu raporlamislardir. Enzimin haloalkalin, termostabil ve organik ¢oziiciilere karsi
dayanikli oldugunu gostermislerdir. Enzimi %0.5’1lik konsantrasyondaki organik ¢oziiciiler ile
50°C’de dort saat inkiibasyon sonucuna bakildiginda enzimi ksilen ve hekzanin aktive
ederken, izopropanol ve benzen varlifinda kararliligini korudugunu belirlemislerdir. Bu
caligmalarin sonunda endiistriyel olarak %1°lik konsatrasyondaki ticari deterjan ve yiizey

aktif maddeleri ile enzimin aktivitesinin kararlilik gosterdigini raporlarinda belirtmislerdir.

Raut et al. (2012), ¢alismalarinda Saccharopolyspora sp. A9 bakterisinden proteaz
enzimini saflastirmislardir. Enzimi deniz suyundan izole edip sirasiyla amonyum siilfat
¢oktiirmesi islemini, DEAE iyon degisim kromografisi yontemini, Sephadex G-200 jel
filtrasyon teknikleri uygulayarak %20 verimle 23,28 kat saflastirmiglardir. Alkalen proteaz
enziminin molekiil kiitlesinin degerini 32 kDa belirleyip, optimum sicaklik 70-80°C ve
optimum pH ise 10,0 ve 8,0-12,0 arasinda kararli oldugunu belirtmislerdir. Yapilan metal
testinde Ca+2 ve Mg+2’nin enzimi aktive edip PMSF’de ise tamamen inhibe oldugunu
raporlamiglardir. Bu sebeple enzimin serin proteaz ailesine ait oldugunu bildirmislerdir.

Calistiklar1 enzimin yara iyilestirci 6zellikte oldugunu ve uygulanabilirligini gostermislerdir.

Jayakumar et al. (2012), yaptiklari ¢alismalarinda alkalin proteaz enzimini
B.pumilisMCAS8’den izole edip saflastirmiglardir. Islemi sirasiyla amonyum  siilfat
coktiirmesi iglemini ve diyaliz teknikleri uygularak %44,3 verimle %1,9 kat saflastirma
saglamiglardir. Calistiklar1 enzimin molekiil kiitlesini 36 kDa belirleyip, optimum sicaklik
60°C ve pH’1 9,0 oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu enzimin 20-70°C sicakliklar arasinda
kararli oldugunu da gostermislerdir. Yapilan metal test uygulamalarinda Ca+2,Ba+2 ve Mg+2
iki degerlikli metallerin varliginda aktive oldugunu, Zn+2, Sr+2, Hg+2 ve Fe+2 varliginda ise
inhibe oldugunu belirtmislerdir. Yikama performans ¢alisma sonuglarinda, pamuklu
kumaglardaki kan lekelerini basarili bir sekilde cikardigi i¢in deterjanlara katki maddesi
olarak kullanima uygulanabilirligini sdylemislerdir. Ayrica keg¢i dersiniden kil ayirma

uygulamalarinda da basarili oldugunu bildirmislerdir.
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Pandey et al. (2012),0Oceanobacillus sp. (GQ162111)’dan alkalin proteaz enzimini
izole edip, saflagtirmiglardir. Hindistan kiy1 Gujarat’dan izole edip, amonyum siilfat
coktlirmesi igslemi ve Fenil Sepharoz 6FF teknigiyle %28 verimle %27,83 kat saflagtirma
saglamislardir. Optimum sicaklik 50°C ve pH’inda 8,0-11,0 olup, molekiil kiitlesinin 30 kDa
oldugunu tespit etmislerdir. Enzimin 2-3M tuz inkubasyon edilmesinin 18 saat sonunda
stabilitesini korudugunu raporlamiglardir. Bakterinin organik ¢doziiciiler varliginda enzim
tirettiklerini ve %30 konsantrasyonlardaki dekan, dodoken, hekzan, hptan gibi organik

¢oziiciilerde 6nemli derecede biiyiidiiklerini de kanitlamiglardir.

Anbu (2013), calismasinda B.koreensis BKP21A’dan alkalin proteaz enzimi izole edip
saflastirmistir. Enzimi Oncelikle amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemini devaminda Superdex
200 10/300 ve Superdex 75 10/300 GL kromotografi yontemleriyle %23 verimle 5 kat
saflagtirmistir. Gliney Kore’de deterjan atiklarindan izole ettigi susun toplam 18 proetaz
direttigini tanimlamistir. Enzimin molekdil kiitlesi 48 kDa olup, optimum sicaklik 60°C ve
pH’1n 9,0 olarak belirtmistir. Enzim %1 H202 ile muamele edildiginde %81 aktivitesini
korudugunu belirtip hidrofilik organik ¢oziiciilere karsi aktif ve kararli oldugunu

raporlamistir.

Wang et al. (2013),calismalarinda B.Amyloliquefaciens SYB-001 susundan nétral
metallo proteaz enzimini izole edip saflastirmislardir. ilk olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi
islemini, iyon degisim, hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromotografisiyontemlerini
uygulayarak 5,6 kat saflastirma saglamiglardir. Enzimin optimum aktiviteyi sicaklik 50°C ve
pH 7,0’de sagladigini, molekiil kiitlesini 36,8 kDa olarak rapor etmislerdir. Calismalarin
EDTA’nin enzimi tamamen inhibe ettigini ve bu yiizden bulunan enzimin metallo proteaz

grubu oldugunu bildirmislerdir.

Nam et al. (2013), yaptiklar1 ¢aligmalarinda Serratiamarcescens S3-R1’den proteaz
enzimini izole edip saflastirmiglardir. Kore gingseng rizosferden izole edip, amonyum siilfat
¢oktiirmesi islemini, DEAE anyon degisim yontemini ve Mono Q kromotografisi tekniklerini
uygularak 5,8 kat saflagtirmiglardir. Enzimin optimum aktiviteyi sicaklik 40°C ve pH 7,0-9,0
arasinda oldugunu ayrica molekiil kiitlesinide 50,3 kDa olarak tespit etmislerdir. Enzimin 30
N-terminal ucundaki aminoasitleri belirleyerek metallo proteaz enzimi oldugunu

gostermislerdir.

Karadize et al. (2014), calismalarinda Pseudomonasaeruginosa san-ai susunu izole
edip proteaz enzimini saflastirmiglardir. Bu mikroorganizmay1 sanayide metal isleme
prosesleri sirasinda yaglama ve sogutmada kullanilan suda ¢oziiniir kesme yagindan izole

edip, 18kDa proteaz1 saflastirdiklarini belirtmislerdir. Enzimin maksimum aktiviteli
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olabilmesi i¢in sicakligin 60°C ve pH’inda 9,0 olmasi gerektigini raporlamiglardir. Organik
coziiciiler ile enzim muamele edildiginde kararliligini korudugunu ve peptid sentezi i¢in
uygunlugunu bildirmislerdir. Metal endiistrisindeki uygulamalarda kesme yaginin ¢iiriimesini

engellemek igin enzim kullanilabilecegini gostermislerdir.

Papgianni and Sergedilis (2014), c¢alismalarinda Penicillium nalgiovense PNA9
susundan enzimi izole edip saflastirmiglardir. Enzimin saflagtirilmasini sirastyla amonyum
stilfat ¢oktiimesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon tekniklerini uygulayarak 12,1 kat saflik
saglamiglardir. Calisilan enzimin molekiil kiitlesi degerini 45,2 kDa olarak belirleyip,
optimum aktiviteyi sicak 35°C’de pH 8,0 ve 0.25M tuz yogunlugu varliginda oldugunu
raporlamiglardir. Enzim PMSF ile muamele edildiginde inhibe olmasindan dolayir enzimin

serin proteaz oldugunu bildirmislerdir.

Mohammed et al. (2017), yaptiklar1 calismalarda Urdiin kaplicalarindan Thermomona
shydrothermalis izole edip enzimini saflastirmiglardir. Bu izolatin amilaz, seliiloz, jelatin,
proteaz ve lesitin gibi termofilik enzim Tretebildiklerini gostermistirler. Bu izolatlarin
enzimatik Ozelliklerinin filogenetik agaglarimi belirleyip, endiistriyel ¢evresel uygulamalar

icin basaril bir fenotipik cesitlilik gdsterdigini rapor etmislerdir.

Manyara (2018), calismasinda Soda golleri gibi asir1 eksterm sartlarda yasayan
mikroorganizlarin lirettigi enzim ve bunlarin karakterizasyonlarini yapmistir. Calismasindaki
dizileme analizlerinde Bacillus, Clostridyum ve Halomonastiirlerine saptamigtir. Yapmis
oldugu analizler sonunda g6l sistemi i¢in ekolojik dnlem ve biyoteknolojik uygulamalar i¢in

biiyiik 6l¢iide 6nemli oldugu belirtmistir.

Pham et al. (2021), ¢alismalarinda amilaz ve proteaz gibi mikrobiyal enzimlerin
biyoyakit sanayisinde, organik atiklarin parcalanmasi, ilag, kimya ve tarim alanlarinin
biyoteknolojik uygulamalarinda degerli enzimler olduklarini bildirmistirler. Baxillys cinsine
ait FW2 susunu izole edip saflastirmislardir. Enzimin maksimum aktivitesi i¢in sicaklik 40-
45°C ve pH’1n 4,5-12 arasinda oldugunu rapor etmislerdir. Molekiil kiitlesinin degerini SDS-
PAGE analiziyle 28 kDa olarak bildirmislerdir.
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MATERYAL VE METOD

Materyal
Calismada kullanilan organizma

Yiiksek lisans tez ¢alismasinda Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL (Atatiirk Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimil) tarafindan izolasyonu ve Kkarakterizasyonu

gerceklestirilen Geobacillus stearothermophilus AH6 susu kullanilmistir (Adigiizel).

Kullamlan kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal iirlinler sunlardir:

o Tris

e caseinfrommilkpowder
e Tryptone soya agar

e Trpytone soya broth

e Nutrientbroth

e TCA

e NA2CO3

e Folin

e NAOH ve HCL .

Kullanmilan ekipman ve cihazlar

o Steril Kabin cihazi (Telstar AV -100)

e Spektrofotometre cihazi (BeckmanCoulter DU’730 Life science UV/V s
spectrophotometer)

e Santrifiij cihazi (Hettich)

e Magnetik Karistirici (Stirrer HS31)

e Etiiv cihaz1 (Termo Scientific Heraus Incubator)

o Vorteks (WiseMix)

e (Calkalayict (Midii Dual 14)

e Inkiibatér cihaz1 (Sanyo)

e Deep-Freeze dondurucu (Harris, -20 °C)

e Hassas Terazi aleti (Geg, Avery)
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e Otoklav cihaz1 (Hiclave Hv-50L)
e Su Banyosu (Grant 6G)

e pH metre 6lgeri (Metler Toledo)

e Saf su cihaz1 (BamsteadPureEasy)

e Buzdolab1 (Siemens)

Yontemde Yapilan islemler
Petride bakterinin iiretilmesi ve biiyiitiilmesi

Steril kabinde Geobacillus stearothermophilus AH6 susunu 6ze ile alinarak TSA kat1
besiyerine ¢izgi ekim yapildi ve 55°C’de 24saat inokiile uygulandi. Daha sonra TSB sivi
besiyerine ekim yapilip, kapaklari hafif aralikli kapatilip 55°C’de inkiibatorde 24saat

inkiibasyona birakildi. Siire sonunda 600nm spektrofotometre dl¢iimleri yapildi ve kaydedildi.

Besiyerinde bakterinin proteaz aktivitesinin belirlenmesi

TSB sivi besiyerindeki bakterilerin 600nm spektrefotometre olgiimleri yapildi.
Nutrient broth (100ml saf su ve 1,3g NB)-1g casein milk powder besiyeri hazirlandi. TSB’de
biiyiiyen bakteriler alinip, nutrientbroth-casein besiyerine ekimi yapilip, 130rpm’de, 55°C’de
6giin inkiibasyona birakildi. 4 ve 5. giinlerdekibesiyerlerinden alinip falkona eklendi. Uriinler
5000rpm-15dk.-25°C santrifiij edildi. Falkondaki siipernatant kisim alinip baska bir falkona
aktarild1 ve +4°C buzdolabinda saklandi.

Bakterinin alkalin proteaz aktivitesinin él¢iimiiniin yapilmasi

Geobacillusstearothermophilus AH6 susunun proteaz aktivitesi 6l¢iimii i¢in Takami et
al. (1989), tarafindan uygulanan kazeinin substrat olarak kullanildigi yontem modifiye
edilerek hesaplama islemi yapildi. Islem basamaklari, 0,5 ml enzim ¢ozeltisinin iizerine 100
mMpH’s1 8 olan Tris ve HCI tampon ¢ozeltisinde hazirlanan %0,65°1ik kazein ¢ozeltisi 2,5 ml
miktarinda eklenerek reaksiyon ¢ozeltisi 55°C’de ve 10 dakika siire ile inkiibatorde bekletildi.
Kor olarak enzim ¢ozeltisi yerine 0,5ml 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi ilave
edilen reaksiyon karigimi Kullanilarak yapildi. Inkiibasyon islemi sonunda enzim karigimina
ve kore 110 mM trikloroasetik asit (TCA) c¢ozeltisinden 2,5 ml eklenerek reaksiyonun
sonlandirilmast yapilip, karisimlar 55°C’de ve 20 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.
Siireleri tamamlandiktan sonra 5000rpm’de 5 dakika santrifiij islemi uygulandi. Siipernatantin
1 ml’sine 0,5 M hazirlanan Na2CO3 ¢ozeltisinden 2,5 ml ve Folin-Ciocaltcau reaktifinden 0,5
ml karisima eklenerek, karisim 55°C’de 15 dakika daha bekletildikten sonra 660 nm’de

spektrofotometrik olarak proteaz enziminin absorbans 6l¢iimleri yapildi ve kaydedidi.
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Enzim aktivitesi 6¢liimii i¢in asagidaki formiil kullanilmigtir:

Proteaz Aktivitesi (EU/ml) = A660/Egim) x Toplam Hacim x Seyreltme Faktorii

Enzim Hacmi x Inkiibasyon Siiresi

Proteaz enziminin karakterizasyon ¢calismalar:
Alkalen proteaz enzimi icin optimum inkiibasyon siiresinin belirlenmesi calismast

Geobacillusstearothermophilus AH6 susunun proteaz enziminin optimum inkiibasyon
yas1 belirlemek amaciyla TSA ve devaminda TSB’de biiyiitiilen bakteriler nutrient broth-
casein milk powder karsimi1 besiyerine ekimi yapilip, 55°C’de, 130rpm’de 6giin inkiibasyona
birakildi. 4., 5. ve 6. giinlerdeki besiyer karisimindaki bakterilerin 600nm spektrofotometre
Olcimleri yapilip kaydedildi. Besiyerdeki bakteri ekstratlarindan 15ml. falkon tiiplerine
almarak 5000rpm, 15dk. ve 25°C santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda {ist siipernatant kisimlari
almip steril falkon tiiplerinde +4°C’de tiremeleri durdurulmus sekilde muhafaza edildiler.
6.glinilin sonunda ii¢ numunenin proteaz aktivite dl¢iimleri icin 0,5ml enzim ¢ozeltisi iizerine,
Tris-HCI (pH:8), 2,5ml %0,65’lik casein, 2,5ml 110mM TCA, 2,5ml 0,5M Na2CO3 ve 0,5ml
folin kullanilarak tamamlandi. Daha sonrasinda numuneler 660nm spektrofotometre dl¢timleri

yapild.

Alkalen proteaz enzimi icin optimum pH belirlenmesi ¢calismasi

Geobacillus stearothermophilus AH6 susunun proteaz enziminin optimum pH’mi
belirmek i¢in %1°lik casein milk powder ile nutrient broth (500ml saf su ve 6,5 NB)
besiyerini bes farkli pH degerlerinde (5, 6, 7, 8 ve 9) 1M HCI ve 1M NaOH ile asidik ve
bazik ortamlar ayarlanip bakterilerin ekimi yapildi. 55°C’de, 130rpm’de 5 giin
inkiibasyosyona birakildi. 5. giiniin sonunda 5 tiiplinde 600nm spektrofotometre Glgiimleri
yapildi. Besiyerdeki bakteri ekstratlarindan 15ml. falkon tiiplerine alinarak 5000rpm, 15dk. ve
25°C santriftij yapildi. Santrifiij sonunda siipernatant kisimlari alinip, proteaz aktivite
tayinlerinin l¢timii yapildi (Haddar et al. 2008; Ravindranet al. 2011). Proteaz aktivite tayini
icin 0,5ml enzim ¢ozeltisi tizerine, Tris-HCI (pH:8), 2,5ml %0,65°lik casein, 2,5ml 110mM
TCA, 2,5ml 0,5M Na2CO3 ve 0,5ml folin kullanilarak tamamlandi. Daha sonrasinda
numuneler 660nm spektrofotometre oOlglimleri yapildi. Alkalin proteaz enziminin pH
araliginin grafik ¢iziminde en yiiksek aktivitesinin gozlendigi pH degerini 100 olarak kabul
edip ve diger sonuglaridabu degere gore bagil aktivite (%) cinsinden aralarinda kiyaslamalari

yapildi.
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Alkalin proteaz aktivitesi i¢in optimum azot kaynagr miktarinin belirlenmesi
calismasi

G.stearothermophilus AH6’dan elde edilen proteaz enziminin optimum azot kaynagi
miktarint belirmek igin her besiyerinin pH degeri 5, %0,5 (100ml saf su + 0,5g casein), %1
(100ml saf su + 1g casein), %1,5 (100ml saf su + 1,59 casein) ve %2 (100ml saf su + 2g
casein)’lik olucak sekilde dort farkli casein milk powder ile nutrient broth (100ml saf su ve
1,3g NB) besiyerlerine bakterilerin ekimi yapildi. 55°C’de, 130rpm’de 5 giin inkiibasyosyona
birakildi. 3., 4. ve 5. giinlerinsonunda ii¢ tiipiinde 600nm spektrofotometre dlgtimleri yapildi.
Besiyerdeki bakteri ekstratlarindan 15ml. falkon tiiplerine alinarak 5000rpm, 15dk. ve 25°C
santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda silipernatant kisimlar1 alinip, proteaz aktivite tayinleri
yapildi. Proteaz aktivite tayini i¢in 0,5ml enzim ¢ozeltisi, Tris-HCI (pH:8), 2,5ml %0,65°1lik
casein, 2,5ml 110mM TCA, 2,5ml 0,5M Na2CO3 ve 0,5ml folin kullanilarak tamamlandi.

Daha sonrasinda numuneler 660nm spektrofotometre dlgtimleri yapildi.

Alkalin proteaz aktivitesi icin optimum sicaklik belirlenmesi ¢alismast

G.stearothermophilus AH6’dan elde edilen proteaz enziminin optimum sicakligini
belirmek i¢in her besiyeri i¢in pH degeri 5,%2 casein milk powder ile nutrient broth (100ml
saf su ve 1,3g NB) besiyerlerine bakterilerin ekimi yapildi. Inkiibasyon sicakhig: ii¢ farkls
inkiibatorde 50°C, 55°C ve 60°C ayarlanip, 130rpm’de 5 giin inkiibasyosyona birakildi. 5. ve
7. giinlerin sonunda iki tliplinde 600nm spektrofotometre Olglimleri yapildi. Besiyerdeki
bakteri ekstratlarindan 15ml. falkon tiiplerine alinarak 5000rpm, 15dk. ve 25°C santrifiij
yapildi. Santrifiij sonunda siipernatant kisimlar1 alinip, proteaz aktivite tayinleri yapildi
(Rahman et al.2006). Proteaz aktivite tayini ig¢in 0,5ml enzim ¢ozeltisi tizerine, Tris-HCI
(pH:8), 2,5ml %0,65’lik casein, 2,5ml 110mM TCA, 2,5ml 0,5M Na2CO3 ve 0,5ml folin
kullanilarak tamamlandi. Daha sonrasinda numuneler 660nm spektrofotometre o6l¢timleri
yapildi. Alkalin proteaz enziminin sicaklik profilinin grafik yapiminda en yiiksek aktivitesinin
gozlendigi sicaklik degerini 100 olarak kabul edip ve diger sonuglarida ona gore bagil aktivite

(%) cinsinden birbiriyle kiyaslamalart uygulandi.

Alkalin proteaz aktivitesi icin optimum karbon kaynagr miktarinin belirlenmesi
calismasi

G.stearothermophilus AH6’dan elde edilen proteaz enziminin optimum karbon
kaynagi miktarmi belirmek ic¢in kurutulmus karpuz kabugu tozu kullanildi. Bu ¢aligmada
karbon kaynagini alt1 farkli deger belirleyerek 1g, 2g, 3g, 4g, 5g, ve 6g kurutulmus karpuz
kabugu tozu eklendi veher besiyeri i¢in pH degeri 5,%2 caseinmilkpowder ile nutrientbroth
(100ml saf su ve 1,3g NB) besiyerlerine bakterilerin ekimi yapildi. Alt1 ekim yapilmis
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erlenlerimizi 55°C, 130rpm’de 5 giin inkiibasyosyona birakildi. 5. giiniin sonunda alt1 tiiptinde
600nm spektrofotometre 6lgiimleri yapildi. Besiyerdeki bakteri ekstratlarindan 15ml. falkon
tiiplerine alinarak 5000rpm, 15dk. ve 25°C santrifiij yapildi. Santriflij sonunda siipernatant
kisimlar1 alinip, proteaz aktivite tayinleri yapildi. Proteaz aktivite tayini i¢in 0,5ml enzim
¢ozeltisi lizerine, Tris-HCI (pH:8), 2,5ml %0,65’lik casein, 2,5ml 110mM TCA, 2,5ml 0,5M
Na2CO3 ve 0,5ml folin kullanilarak tamamlandi. Daha sonrasinda numuneler 660nm

spektrofotometre olgtimleri yapildi.

Verilen istatiksel analizinin yapilmast

Bu tez c¢alismasinda verilerin istatiksel analizlerinin degerlendirilmesi asamasinda
Graph Pad Prism 5 (Graphpad, La, Jolla, CA) Software 7,0 istatik programiyla yapildi. Biitiin

sonuglarda mean=tstandart hata (SEM) degerleri analiz yapildi.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Kullanilan Bakterinin Petride Biiyiitiilmesi ve Uretilmesi

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda kullanilan G.stearothermophilus AH6 susu, gubuk
seklinde, gram pozitif ve termofiliktir. Toprakta, kaplicalarda ve okyonus tortularinda bolca
bulunmaktadirlar. Prof.Dr. Ahmet Adigiizel tarafindan izole edilmis ve -80°C’de
dondurularak muhafaza edilen bakteri 6nce TSA besiyerinde devaminda TSB besiyerinde
biyiitilip ¢ogaltildi, daha sonrasinda nutrient broth - casein milk powder karisimi

besiyerlerinde proteaz aktivitesi agisindan pozitif oldugu gosterildi.

Sekil 2. TSA besiyerinde 24 saatin sonunda G.stearothermophilus AH6
Besiyerindeki Bakterinin Proteaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Inkiibasyon sonunda nutrient broth - casein milk powder besiyerindeki Sekil 3’de
gosterildigi gibibulanik goriiniim bakterilerin proteaz aktivitesi agisindan pozitif olduklarini
gosterdi. Proteaz aktivitesi Ol¢iimii i¢in 3.2.3.’de belirttigim gibi substrat olarak kazeini

kullanarak yapildi.
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Sekil 3. Nutrient broth — casein milk powder besiyerinde 5.giinde G.stearothermophilus AH6

Sekil 4. Proteaz aktivite 6l¢limii sonunda kor ve enzim ¢ozeltisi arasindaki renk farki

Besiyerindeki bakterinin santrifiij yapilip, elde edilen siipernatant kismindan 0,5ml
enzim ¢ozeltisi alinip tizerine, Tris-HCI (pH:8), 2,5ml %0,65’lik casein, 2,5ml 110mM TCA,
2,5ml 0,5M Na2CO3 ve 0,5ml folin kullanilarak tamamlandi. Daha sonrasinda numuneler
660nm spektrofotometre Ol¢limleri yapildi. Sekil 4.’dekor ve enzim ¢ozeltisi arasinda renk

degisim farki gosterilmistir.
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Proteaz Enzimi i¢in Optimum Inkiibasyon Siiresi Bulunmasina Yonelik Sonugclar

G.stearothermophilus AH6’dan elde edilen proteaz enziminin 3.2.4.a.’da belirtildigi
yonteme gore optimum inkiibasyon siiresi belirlendi. Proteaz enziminin optimum inkiibasyon
yasinin tespiti igin, inkiibatérde 55°C ve 130rpm’de 4, 5 ve 6. giinlerdeki nutrientbroth
(100ml saf su ve 1.3g NB)-1g caseinmilkpowder besiyerindeki bakterilerin santrifiij yapilip
elde edilen siipernatantlari ile Tris-HCI (pH 8,0), casein (%065),110mM TCA, 0,5M Na2CO3
ve folin cozeltileri kullanildi. Bakterinin proteaz enziminin en yiiksek aktivitesinin oldugu

inkiibasyon siiresi 5.giin olarak belirlendi.

B Enzim Aktivitesi (U/mL)
m Hucre Yogunlugu (ODgqg)
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Sekil 5. Proteaz eniziminin optimum inkiibasyon yasi i¢in yapilan aktivite 6l¢iim grafigi

Sekil 6. Inkiibasyon yas1 4. (18), 5. (19) ve 6. (20) giinlerindeki aktivite test 6l¢iim sonundaki
renk degisimleri
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Proteaz Enzimi I¢in Optimum pH Degerinin Bulunmasina Yonelik Sonuclar

G.stearothermophilus AH6’dan elde edilen proteaz enziminin 3.2.4.b.’de belirtildigi
yonteme gore optimum olarak pH degeri belirlendi. Proteaz enziminin optimum pH’imn tespiti
icin, farkli pH degerlerdeki (5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0), inkiibatérde 55°C ve 130rpm’de, nutrient
broth (100ml saf su ve 1,3g NB)-1g casein milk powder besiyerindeki bakterilerin 5.giin
sonunda santrifiij yapilip elde edilen siipernatantlar1 ile Tris-HCI (pH 8,0), casein
(%065),110mM TCA, 0,5M Na2CO3 ve folin ¢ozeltileri kullanildi. Bakterinin proteaz

enziminin en yiiksek aktivitesinin oldugu pHS5,0 olarak belirlendi.

Bialkowskaet al. (2016), yaptiklari c¢aligmalarinda termofilik funguslar ve
aktinomisetler tarafindan iiretilen proteazlarin ¢ok fazla olmadigini, arke ve bakterilerden elde
edilen proteazlara gbére optimum kataliz sicakliklarinin  daha diisiik olduklarmi
gostermiglerdir. G.stearothermophilus 'tan elde edilen alkalin serin proteaz enziminin
optimum pH 8,0 oldugunu bildirmistir, Sunulan tez ¢alismasinda G.stearothermophilus
AH6’dan izole edilen alkalin proteazin optimum pH’1 5,0 belirlenmistir. Bu sonuglar
degerlendirirsek G.stearothermophilus’tan elde edilen alkalin proteazin optimum aktivite

gosterebilecegi pH araligi oldukca genistir.

B Enzim Aktivitesi (U/mL)
B Hucre Yogunlugu (ODgqg)

100 2.0
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Sekil 7. Proteaz enziminin optimum pH degerinin aktivite 6l¢iim degeri
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Proteaz Enzimi I¢cin Optimum Azot Kaynag Miktarinin Bulunmasina Yénelik Sonuclar

G.stearothermophilus AH6’dan elde edilen proteaz enziminin 3.2.4.c.’de belirtildigi
yonteme gore optimum azot kaynagi miktar1 belirlendi. Proteaz enziminin optimum azot
kaynagi miktarmin tespiti i¢in, farkli casein (%0,59, %1g, %1,59, %Z2g) gramlarinda
hazirlanan, inkiibatérde 55°C ve 130rpm’de, pH’1 5,0,nutrient broth (100ml saf su ve 1,3g
NB)-casein milk powder besiyerindeki bakterilerin 5.giin sonunda santrifiij yapilip elde edilen
stipernatantlar1 ile Tris-HCI (pH 8,0), casein (%065),110mM TCA, 0,5M Na2CO3 ve folin
cozeltileri kullanildi. Bakterinin proteaz enziminin en yiliksek aktivitesinin oldugu azot

kaynagi miktar1 %2g casein olarak belirlendi.

=== Enzim Aktivitesi (U/mL)
—— Hucre Yogunlugu (ODgq)
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Sekil 8. Proteaz enziminin optimum azot kaynagi miktarinin aktivite l¢iim grafigi

Proteaz Enzimi I¢cin Optimum Sicakhk Bulunmasina Yénelik Sonuclar

G.stearothermophilus AH6’dan elde edilen proteaz enziminin 3.2.4.d.’de belirtildigi
yonteme gore optimum sicaklik belirlendi. Proteaz enziminin optimum sicaklik degerinin
tespiti igin, farkli 1silardaki inkiibatorlerde (50°C, 55°C, 60°C) 130rpm’de, pH’1 5,0, nutrient
broth (100ml saf su ve 1,3g NB) - %2g casein milk powder besiyerindeki bakterilerin 5.gilin
sonunda santrifiij yapilip elde edilen siipernatantlari ile Tris-HCI (pH 8,0), casein (%065),
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110mM TCA, 0,5M Na2CO3 ve folin ¢ozeltileri kullanildi. Bakterinin proteaz enziminin en
yiiksek aktivitesinin oldugu sicaklik degeri 55°C olarak belirlendi.

Bialkowska et al. (2016), yaptiklar1 ¢alismalarinda termofilik funguslar ve
aktinomisetler tarafindan iiretilen proteazlarin ¢ok fazla olmadigini, arke ve bakterilerden elde
edilen proteazlara gbére optimum kataliz sicakliklarimin daha disiik olduklarim
gostermislerdir. G.stearothermophilus tan elde edilen alkalin serin proteaz enziminin
optimum sicaklik 60°C iken, termostabilitesininde 90°C’de 1 saat stabil ve 100°C yar1
omriiniin 1 saat oldugunu belirtmislerdir. Sunulan tez ¢alismasinda G.stearothermophilus
AH6’dan izole edilen alkalin proteazin optimum sicaklik degeri 55°C belirlenmistir. Yapilan
tez c¢aligmasinda bakterinin lretilmesi agsamasinda, bakteri TSA katt ekim besiyerinde
inkiibatorde sicakligi 55°C’de 24 saatte iretilmistir. Ancak calismalar sirasinda 37°C’de
denenmis ve bu sicakliktada tireyebildigi goriilmiistiir. Bu ozellikleriyle endiistriyel alanda

daha fazla, daha ¢ok verimle calisabilecegini géstermistir.

=== Enzim Aktivitesi (U/mL)
—— Hucre Yogunlugu (ODg)
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Sekil 9. Proteaz eniziminin optimum sicaklik degerinin aktivite 6l¢iim grafigi
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Proteaz Enzimi i¢cin OptimumKarbon Kaynag Miktarinin Bulunmasina Yénelik
Sonuclar

G.stearothermophilus AH6’dan e¢lde edilen proteaz enziminin 3.2.4.¢.’de belirtildigi
yonteme gore optimum karbon kaynagi miktar1 belirlendi. Proteaz enziminin optimum karbon
kaynag1 miktarinin tespiti i¢in, farkli kurutulmus karpuz kabugu tozu (19, 2g, 39, 49, 59, 69)
gramlarinda hazirlanan, inkiibatérde 55°C ve 130rpm’de, pH’1 5,0, nutrient broth (100ml saf
su ve 1,3g NB) - %2g casein milk powder besiyerindeki bakterilerin 5.giin sonunda santrifiij
yapilip elde edilen siipernatantlari ile Tris-HCI (pH 8,0), casein (%065),110mM TCA, 0,5M
Na2CO3 ve folin ¢ozeltileri kullanildi. Bakterinin proteaz enziminin en yiiksek aktivitesinin

oldugu karbon kaynagi miktar1 5g kurutulmus karpuz kabugu tozu olarak belirlendi.

Mikrobiyal kaynakli enzimlerin iiretilmesinde karbon kaynagi olarak atik iirlinlerin
kullanilmast simbiyoz ¢alismalar1 ve maliyetin azaltilmasi agisindan ¢ok fayda saglayacaktir.

Bu tez ¢alismasinda da atik iirliniin kullanilmasi 6ncelikli olup, etkili oldugu goriilmiistiir.

== Enzim Aktivitesi (U/mL)
—— Hucre Yogunlugu (ODgqp)
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Sekil 10. Proteaz eniziminin optimum karbon kaynagi miktarinin aktivite 6lgiim grafigi
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SONUC VE ONERI

Endiistriyel biyoteknoloji diger ismiyle beyaz biyoteknolojinin amaci, canli hiicreleri
ve enzimleri, yenilenebilir kaynaklart endiistride kullanarak minimum atik {iretimi ve diistik

enerji kullanimiyla daha temiz prosesler olusturmaktir (Mauryet al. 2005).

Diinya enzim pazarinin en genis grubunu proteazlar olusturmaktadir. Endiistrinin cogu
alaninda en fazla kullanilan proteazin, biyoteknoloji ¢aligmalarinda enzimlere yapilan
modifikasyonlar ile genis pH araliginda stabilite saglama, termostabilitesini artirma, uzun raf
Oomriigibi uygulamalarla ticari olarak endiistriyel alanda kullanilabilirli§ini amaglamaktadir.
Bu caligmalar ile hem ekonomik ve ¢evreye ¢ok daha az zarar veren hem de istenilen

enzimlerin elde edilmesini saglanmis olunur (Bachmann 2003).

G. stearothermophiluscinsi hiicre zar1 ve kalin bir hiicre duvarina sahip, gram pozitif
hareketli bir bakteridir. G. stearothermophilusbakterileri ¢ok dayanikli endosporlari olan elips
seklinde terminal veya subterminal formda bulunurlar. Kalin bir hiicre duvari olmasi
sebebiyle gram pozitif bir bakteri olsada gram boyama isleminde negatif-pozitif arasinda
degisen reaksiyonlar gosterebilirler. G. Stearothermophilus, fakiiltatif anaerobik veya aerobik
solunum yapabilme yetenegine sahiptirler. Alfa-amilaz iiretebilen ilk termofilik bakteri olarak
bilinmektedirler.30°C-75°C sicaklik araligina dayanikli olup pH’st 6,0- 8,5 arasi iireme
saglarlar. Termofil Geobacillus cinslerinde, 1siya karst dayaniklilik icin protein sentez
mekanizmalari, organizmaya yapisal esneklik saglamak ve molekiiler stabilitesi
koruyabilmesi iginenzimatik adaptasyon ve membran fosfolipitlerinde de adaptasyon
sistemleri vardir (Logan et al. 2009; Nazinaet al. 2001; Kalayli and Beyatli1 2003).

Sunulan tez calismasinda termofilik bir bakteri tercih edilmesinin nedeni, maya
kaynakli proteazlarda goriilen alkali pH degerlerinde ve bazi kimyasallarla etkilesiminde
kaybedilen aktivite sorununun olmamasi, ayrica bakteri kaynakli enzimlerde yliksek
sicakliklarda yiiksek verimle ¢alisan proteaz enzimi elde edilmektedir (A. Wiseman 1987).
Ekstremofilik enzimlerin endiistri alaninda kullanlmasinin 6nemli bir sebebi yiiksek sicaklikta
bakteriyel ve viral kontaminasyon riskini azaltip ve g¢everel Kkirleticilerin olusmasini
engellerler. Termostabil protein enzimleri farkli denatiire edici kosullara kars1 yiiksek koruma
gosterirler ve ¢ok yavas katlanmalar yaparlar (B. Van Den Burg 2003, S.Fujiwara 2002, Haki
et al. 2003; R.Giil-Giiven 2007). Ayrica G. stearothermophilus sporlari, yiiksek sicakliga karsi

dayanikli olmas1 6zelligiyle sterilizasyon yontemlerinde biyolojik kontroliiniin yapiminda
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tercih edilirler. Boylece sterilizasyon hatalarin1 erken donemde yakalanmasini ve sterilizasyon
isleminin biyolojik 6liimii gergeklestirip gerceklestiremedigini gostermis olurlar (ISO 17665,
2006; Rutala and Weber 2008).

Bialkowska et al. (2016), yaptiklar1 ¢alismalarinda termofilik funguslar ve
aktinomisetler tarafindan iiretilen proteazlarin ¢ok fazla olmadigini, arke ve bakterilerden elde
edilen proteazlara goére optimum kataliz sicakliklarinin  daha diisiik olduklarini
gostermislerdir. G.stearothermophilus tan elde edilen alkalin serin proteaz enziminin
optimum sicaklik 60°C ve optimum pH 8,0 oldugunu bildirmisken, termostabilitesininde
90°C’de 1 saat stabil ve 100°C yar1 6mriiniin 1 saat oldugunu belirtmislerdir. Sunulan tez
calismasinda G.stearothermophilusAH6’dan izole edilen alkalin proteazin optimum pH’1 5,0
belirlenmistir. Bu sonuglar1 degerlendirirsek G.stearothermophilustan elde edilen alkalin
proteazin optimum aktivite goOsterebilecegi pH araligi oldukca genistir. Yapilantez
calismasinda bakterinin {iretilmesi asamasinda, bakteri TSA kati ekim besiyerinde
inkiibatorde sicakligi 55°C’de 24 saatte iretilmistir. Ancak calismalar sirasinda 37°C’de
denemis ve bu sicakliktada tireyebildigi goriilmiistiir. Bu 6zellikleriyle endiistriyel alanda

daha fazla, daha ¢ok verimle ¢alisabilecegini géstermistir.

Sunulan tez ¢aligmasinda karbon kaynagi olarak kurutulmus karpuz kabugu atiklar
kullanilmistir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin tiretilmesinde karbon kaynagi olarak atik
tiriinlerin kullanilmasi1 simbiyoz calismalari ve maliyetin azaltilmasi agisindan c¢ok fayda
saglayacaktir. Calismada kurutulmus karpuz kabugu tozu lg, 2g, 3g, 4g, 5g ve 6g olacak
sekilde hazirlandi. Yapilan uygulamalar sonucunda optimum aktiviteyi 5g olarak

belirlenmistir.

G.stearothermophilus AH6’danProf.Dr. Ahmet ADIGUZEL tarafindan saflastirilmis
olan proteaz enziminin karakteristik 6zelliklerini belirlemek amaciyla pH ve sicaklik profili,
azot kaynagi ve karbon kaynagi ihtiya¢ miktarlari, inkiibasyon yasi agisindan incelendi.
Endiistriyel bir enzimin en Oonemli ozelliklerinden biri maksimum aktivite gosterdigi ve
stabilitesini korudugu pH ve sicaklik noktalaridir. G.stearothermophilus AH6’dan elde edilen
proteaz enziminin i¢in optimum pH 5,0 ve sicaklik 55°C, kazein olarak azot kaynagin1 %2g,
inkiibasyon yasin1 Sgiin ve kurutulmus karpuz kabugu olarak karbon kaynagini 5g

bulunmustur. Boylece alkalin ve termostabil bir proteaz iiretildigi sonucuna varilmaistir.
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