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OzZET

Bu calismada Turkiye’ nin 21 farkli ilinden temin edilen toprak érneklerinden
54 adet bakteri izole edilmistir. Proteaz pozitif olarak belirlenen ve en genis zon
capina sahip olan 6 bakterinin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri arastirilmis ve
hepsinin Bacillus cinsine ait oldugu saptanmistir. Farkli igerikli iki cesit ortam, 4
susun enzim Udretim kapasiteleri icin test edilmistir. En ylksek proteaz
aktivitesine sahip 1 adet Bacillus susu segilmis ve bu sus, Bacillus sp. N-40 olarak
adlandiriimistir.

Bacillus sp. N-40In proteaz Uuretimi Uzerine bazi faktorlerin etkisi
arastinlmistir. Bu amagla, cgesitli karbon kaynaklari, azot kaynaklari ve metal
iyonlari denenmistir. Bacillus sp. N-40 susunun maksimum proteaz Uretimi,
karbon kaynadi olarak fruktoz, azot kaynadi olarak ise yagsiz sit tozu (skimmed
milk) varhidinda gozlemlenmistir, elde edilen enzim aktivitesi verimi sirasiyla %24
ve %43 olarak belirlenmistir. Ilave edilen metal iyonlarinin hicbiri enzim
aktivitesini arttirmamistir ancak Ca+2'un bakteri Uremesinde ve enzim
Uretiminde etkili oldugu saptanmistir.

Tarafimizdan modifiye edilen ortam, daha ylksek enzim aktivitesi elde etmek
icin en uygun ortam olup, enzim aktivitesi %51 olarak bulunmustur. Optimum
enzim aktivitesi 550C’de elde edilmistir. Termostabilite calismalari enzimin 550C’
de, 3 saat sonunda, aktivitesinin %100’UnU korudugunu godstermistir. Bundan
dolayi, enzim termostabil olabilir. Optimum pH ise 7.0 olarak elde edilmis ve
enzimin, pH skalasinin alkali tarafindaki aktivitesinin asidik tarafa gére daha
ylksek oldugu bulunmustur. Dolayisiyla, enzimin alkali bir enzim oldugu
sOylenebilir. Enzim aktivitesi Ulizerine Mn+2 ve Ca+2’ un stimllatér etkisi
gbzlemlenmistir. Enzim, %75 amonyum siilfat ¢oktlrmesi ve diyaliz ile kismi
olarak saflastirimis ve 2.11 kez saflastirma saglanmistir. Enzimin molekiler
agirligr yaklasik olarak 52 kDa olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: izolasyon, Bacillus, Proteaz Uretimi, Enzim
karakterizasyonu, Kismi saflastirma.



ABSTRACT

In this study, 54 bacteria were isolated from soil samples that provided
from 21 different cities of Turkey. Morphological and physiological features of six
bacteria that have the widest zone radius and of the protease positive were
investigated and all of them were determined as Bacillus genus. Two kinds of
media with a different content were tested their capacity for enzyme production
of four strains. One strain that had the highest protease activity was selected and
it was named as Bacillus sp. N-40.

The effects of some factors on the production of protease by Bacillus sp. N-
40 were investigated. For this purpose, various carbon and nitrogen sources and
metal ions were tested. As a result, the highest protease activity was observed in
the presence of fructose as the carbon source and skimmed milk as the nitrogen
source, the yields were 24% and 43%, respectively. None of the additional metal
ions were increased the enzyme activity, however, it was observed that Ca+2
had an effect on bacterial growth and the enzyme production.

The medium that modified by us, was the most convenient medium to obtain
higher enzyme activity and found as 51% enzyme activity. The optimum enzyme
activity was obtained at 550C. Thermostability studies showed that enzyme was
retained as 100% after 3 hours at 550C, therefore it might be a thermostable.
The optimum pH was determined as 7.0 and it is observed that the activity of the
enzyme is higher at the alkaline side of the pH scala rather than the acidic side.
Therefore, it was said that the enzyme was an alkali enzyme. The stimulatory
effect of Mn+2 and Ca+2 on the enzyme activity were observed. The enzyme was
partially purified with 75% ammonium sulphate precipitation with dialysis and
obtained 2.11 fold purification. The molecular weight of enzyme was
determinated approximately 52 kDa.

Key Words: Isolation, Bacillus, Protease production, Enzyme characterization,
Partially purification.
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GIRiS

Canlilar, yasamlarini sdrdlrebilmek igin bircok biyokimyasal doéndstimi
tamamlamak zorundadirlar. Bu dénisim olaylarinin gerceklesmesini saglayan
biyolojik katalizérlere 'enzim' adi verilmektedir. Enzimler, canl organizmada
olusan tim tepkimelerin uygun kosullarda gerceklesmesini saglayan ve bu
tepkimeleri dizenleyen, katalitik RNA molekillerinin kiiglk bir grubu (ribozimler)
haric olmak (zere, genellikle protein ana yapidaki 6zellesmis biyokatalizérlerdir.
Enzimler de diger katalizorler gibi reaksiyon hizini arttirarak calisirlar. Benzer
kosullar altinda, enzim varligindaki tepkime orani, katalizér yoklugundaki
reaksiyon oranina goére bir veya birkag milyon kat daha ylksek olabilmektedir
(Uludag 2000). Yapilarindaki aminoasitlerin siralanisi ve buna badh olarak
kazandiklar g boyutlu yapi enzimlerin kataliz gorevini yapabilmelerini saglayan

en dnemli etkendir (Onat ve Emerk 1997).

Enzimler her biyokimyasal siregte merkez durumundadir. Enzimler dizenli
tepkime dizilerindeki aktiviteleriyle besinsel molekillerin parcalandigi tepkime
basamaklarinin  ylzlercesini katalizler, bdylece kimyasal enerji korunur,
doénustliralir ve basit 6ncillerden biyolojik makromolekiiller Gretilir. Metabolik
yollar, dizenleyici enzimlerin aktivitesi altinda yasami sirdirmek igin gerekli
bircok farkl aktivite arasindaki etkilesimi saglamak igin, oldukca ylksek oranda
iliskilendirilmistir (Nelson ve Cox 2005).

Enzim, kelime anlami olarak eski Yunanca'da, ilk kez mayalardan elde
edildigi igin, “mayada bulunan” (in yeast) anlamina geliyorsa da, ginimizde
enzimler yasayan tim hicrelerden; hayvanlardan, bitkilerden ve 6zellikle de

mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir (Polaina ve MacCabe 2007).

Hicrelerde 6nemli metabolik géreviere sahip olan enzimler artik cok gesitli
amaglar igin kullanilmak Uzere ginlik hayata da girmislerdir. Enzimler; ekmek,
peynir, bebek gidalar Gretimi, alkollli icecekler, meyve suyu ve sit Uretiminde,
temizlik malzemelerinde ve tipta teshis ile tedavi slrecinde blylk miktarlarda
kullanilmaktadirlar. Ayrica kimya, kadit, nisasta, biyoyakit, kauguk ve fotograf
endistrisinde, ziraatte, kontakt lens temizleyicilerinden, biyolojik savasta

kullanima kadar gok genis alanlarda da enzimler kullanilmaktadir. Enzimlerin bu



kadar fazla alanda kullanilabilir olmasinin sebepleri; maliyet bakimindan ucuz
olmasi, in-vitro sartlarda aktif olmasi, cok farkh alanlarda kullanilabilme
ozelliginde olmasi ve en 6nemlisi de enzimin alerjik ya da toksik etkiye sahip

olmamasidir (Wiseman 1987).

Endustriyel Grinlerin kullanim alanlarinin gesitliligi ve ekonomik dederlerinin
cok ylksek olmasina badgh olarak enzim teknolojisinin giderek gelismesi,
endistriyel enzimler ile ilgili alanda yapilan ¢esitli arastirmalarin daha da énem
kazanmasina neden olmaktadir. Ozellikle son yillarda stratejik alan olarak
dederlendirilen rekombinant DNA teknolojisinden yararlanilarak, enzim {retimi
blyldk boyutlara ulasmis ve kullanimi giderek yayginlasmistir (Gessese 1999).
Temizlik maddeleri ve bazi gida Urinlerine katilan enzimlerin, yliksek sicakhga
dayanabilir olmasi, deterjanlarin yapisindaki kimyasallara karsi yapisini
koruyabilmesi ve uzun slire stabil kalabilmesi gerekmektedir. Dogada bu
ozelliklere istenildigi kadar sahip olamayan enzimler, rekombinant DNA

teknolojisi kullanilarak istenilen hale getirilmeye calisiimaktadir.

Endustriyel enzimlerin diinya piyasasindaki pay! 1,6 milyar dolari agsmaktadir
(Ottrup ve Jorgensen 2002, Schallmey ve ark. 2004, Zakaria 2006). Gida,
deterjan ve nisasta endUstrileri, endlstriyel enzim (dretiminin  %75'ini
kullanmaktadir ve proteaz, amilaz, lipaz, sellilaz, pektinaz gibi hidrolazlar, en
yaygin kullanilan enzim gruplandir (Topal ve ark. 2000). Endustriyel alanda
kullanilan enzimlerin %80’ polimerlerin dodal yapisini bozabilme yetenegine
sahip olan hidrolazlardir (Kasavi 2006). Endistriyel enzimler arasinda ise %601k
pazar payi ile en blyldk grubu proteazlar olusturmaktadir (Genckal ve Tari 2006).
Bunu %28 ile karbohidrazlar, %2 ile lipazlar ve %10 ile diger enzim gruplari
izlemektedir (Dingbas 2009). GlUnumulzde proteaz gibi birgok mikrobiyal enzim,
onemli arastirma konusu haline gelmis, diinyanin hemen her yerinde Uretilmeye,

sanayi ve endulstri alaninda kullanilmaya baslanmistir.

Proteazlar, proteinlerdeki peptid badlarinin  hidrolizini  katalizleyen
enzimlerdir. Uluslararasi Biyokimya ve Molekiler Biyoloji Birligi tarafindan
gelistirilen ve enzimlerin adlandiriimasi igin kullanilan EC numaralarina gére; sinif
3 (hidrolazlar) ve alt sinif 3.4 (peptidazlar ya da peptid hidrolazlar) grubuna ait
enzimlerdir ve EC 3.4. bashdiyla ifade edilirler. Proteazlar, endopeptidazlar ve

ekzopeptidazlar olmak Uzere iki grupta incelenmektedirler.



Proteazlar dogada, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kalintilarin
dekompozisyonunda o6nemli rol oynamaktadir. Bdylece besin ddnglsinid ve
bitkilerin besinleri alabilmelerini saglamaktadirlar (Aoki ve ark. 1995). Proteazlar
ayrica camasir deterjanlari, deri, et, sut, ilag, bira, fotografcilik, organik sentezler

ve atik muamelesinde kullanilmaktadir (Kiran ve ark. 2006).

Proteazlar, endistrinin hemen her alaninda kullanilan diger enzim gruplari
gibi codunlukla mikroorganizmalardan elde edilirler. Bunun nedeni mikrobiyal
enzimlerin bitkisel, hayvansal ya da kimyasal olarak Uretilen enzimlere goére
6nemli avantajlara sahip olmalandir. Katalitik aktiviteleri c¢ok ylksektir,
istenmeyen yan urinler olusturmazlar, daha stabil ve ucuzdurlar, ayrica tek bir
Uretim prosesinde ok fazla miktarda Uretmek mimkin olmaktadir (Zeman ve
Mcrea 1985).

Proteazlar arasinda bakteriyel proteazlarin, hayvansal ve fungal proteazlar ile
karsilastirildigi zaman daha etkin oldugu goérilmustir (Banerjee ve ark. 1999).
Proteazlar, bakteri, kif, maya gibi cesitli kaynaklardan elde edilse de Bacillus
cinsi bakteriler biyoteknolojide en fazla kullanilan mikroorganizmalardir (Kalisz
1988, Singh ve ark. 2000). Bunun nedeni, ¢ok gesitli ortamlardan izolasyonlarinin
nispeten kolay olmasidir. Bununla birlikte Bacillus, hem kompleks hem de
sentetik besi ortaminda gelisebilmektedir. Ayrica Bacillus tarleri post-
eksponansiyal ve durgunluk fazlarinda da  ekstraselliler proteazlar
Uretebilmektedir (Mabrouk ve ark. 1998).

Genel olarak mikroorganizmalardan ylksek oranda enzim verimi elde etmek
icin, ya mutasyonla yeni mutantlar elde edilmekte ya mikroorganizma dogrudan
izole edilmekte ya da Uretim ortaminin degistirilmesi yoluna gidilmektedir.
Ozellikle besin ortaminda bulunan karbon ve nitrojen kaynaklar, inorganik tuzlar
ve dijer blayume faktoérleri, bakterilerin enzim (retme kapasiteleri (zerinde
onemli etkiye sahiptir (Khalil et al. 2003).

Bu tez calismasinda kendi dodal kaynaklarimizdan izole edilecek olan Bacillus
sp.’lerin proteaz Uretim kapasitelerinin belirlenmesi ve enzim uretim ortaminin
degistirilmesi dikkate alinmis olup, Greme ortaminda farkl karbon (C) ve azot (N)
kaynaklar ile metal iyonlarinin kullaniminin, bakteri Greme ve enzim aktivitesi

Uzerine etkilerinin arastiriimasi planlamistir. Ayrica enzimin ylksek



verimde eldesi icin, tarafimizdan modifiye ortam hazirlanarak, bu ortamda
Uretilen Bacillus sp.’den elde edilen proteaz enziminin karakterize edilmesi
amaciyla optimum sicakhk ve termostabilitesi, optimum pH ve stabilitesinin
tespiti ile metal iyonlarinin enzim aktivitesi Uzerindeki etkileri arastiriimistir.
Diger yandan, enzim kismi olarak saflastiriimis ve molekiler adirhdinin tespiti

yapimistir.

Dogrudan uygulamaya yonelik olarak hazirlanan bu cgalisma sonucunda,
kendi dodgal kaynagimizdan izole edilen Bacillus sp. N-40'in Urettigi proteaz
enziminin yem, deterjan ve tekstil endlstrisinde kullanilabilirligi arastirilarak,

ulke ekonomisine katkida bulunulmasi amaglanmistir.



1. KAYNAK OZETLERI

1.1. Proteazlarin Tarihgesi

Tarih 6ncesi devirlerden beri enzimler hayatin bircok alaninda kullaniimakta ve
glinimutzde de oldugu gibi bilinmeden enzim (retiminden faydalanan
medeniyetlere ticari olarak biyiik katkida bulunmaktaydi. ilk ekmegdin milattan
6nce 3000 yillarinda Misirlilar tarafindan mayalanma olayinin bilinmeden
kullanimiyla, ilk sarabin ise fermentasyon olayinin bilincinde olmayan insanlar
tarafindan milattan 8500 vyiIl 6nce (Uretildigi arkeolojik kaynaklarda
belirtiimektedir (Sekil 1.1). Proteinlerin enzimatik hidrolizinden de ¢ok eski

caglardan beri gesitli amaclarla bilingsiz olarak faydalanilmistir.

Sekil 1.1. Eski Misir Medeniyeti’ nde sarap ve ekmek yapimi
(www.touregypt.net, 2009).

1700’ lerin sonlarina dodgru proteazlarin, etlerin yumusatilmasinda, glibre ve
peynir yapiminda buzadilarin mide mukozasinin kullaniimasiyla ve derilerin
tabaklanmasinda basit olarak kullanildigi belirtilmistir (D’Reaumur 1752). Ancak
proteazlar Uzerine daha detayli calismalar, 1783 vyilinda, Spallanzani ile
baslamistir. Arastirmaci, mide sivisinin protein parcalama 6zelliginde oldugunu
saptamistir (Aunstrup 1973, Hoffmann-Ostenhof 1954). 1836 vyilinda ise
Schwann, pepsinin de benzer etki gosterdigini ortaya koymus ve bu enzimi
yuksek oranda saflastiriimistir. Ayni yillarda, cesitli kaynaklardan proteolitik
enzimler izole edilmis ve mide sivisindan elde edilene ‘pepsin’, pankreastan



salgilanana ‘tripsin’, badirsak mukozasindan izole edilene ise ‘erepsin’ adi

verilmistir ( Keay ve ark. 1972).

1894 yilinda ise Japon Jokichi Takamine mikrobiyal enzim Uretimine ilk defa
Aspergillus oryzae’den Urettigi bir preparat ile baglamistir (Takamine 1894). Bu
enzim preparati karbohidraz ve proteolitik enzimlerden olusmakta ve
‘Takadiastas’ adi ile bilinmektedir. 1907 yilinda hayvansal organlarin da enzim
kaynadi olarak kullanilabilecegi Otto Rohm tarafindan, pankreatik proteaz
enziminin deri endlstrisinde kullanimi ile ispatlanmistir (R6hm 1908). R6hm bu
enzimi Urin haline getirmis ve patentini alarak ‘Oropon’ adiyla satisa sunmustur.
Papaya proteazi olan papain Wallerstein tarafindan, biranin bulanikhginin
giderilmesinde kullaniimistir. 1913 yilinda ilk enzimatik deterjan yine Otto R6hm
tarafindan Uretilmis, deterjanin pH dederini 9'un altinda tutabilmek igin icerisine
sodyum karbonat ve sodyum bikarbonat eklenmis ve ‘Burnus’ adiyla satisa
sunulmustur (Uhlig 1998). Ayni yillarda, Boidin ve Effront, bir Bacillus sp’den sivi
besiyerinde amilaz ve az miktarda proteaz igeren enzim preparati hazirlamiglar

ve Urettikleri teknigin patentini almislardir (Aunstrup 1973).

1930’larda Bergman ve arkadaslari, proteinlerin peptid baglarinin enzimlerle
parcalandigini bildirmislerdir. 1930-1936 vyillari arasinda ise J. Northrop’un
pepsin, tripsin ve kimotripsin enzimlerini kristalize etmesiyle enzimlerin protein
yapisinda olduklari kesin olarak dogrulanmistir. 1938 yilinda ise Northrop, Kunitz
ve Herriott adli arastirmacilar ilk defa ‘Kristalize Enzimler’ adli yayinlarinda
pepsinojen, pepsin inhibitérleri, karboksipeptidaz, ribonlkleaz, heksokinaz, difteri
antitoksini ve birkag farkli gesitte enzimi saflastinip, kristalize ettiklerini
aciklamiglar (Neurath 1999) ve bu calismalari ile 1946 Nobel Kimya Odiliu’‘ni

kazanmislardir.

1940-42 yillarinda ise, enzimlerin spesifikligi Gzerine yapilan calismalarda,
her enzimin belirli etkileri oldugu acgiklanmis, hayvansal ve bitkisel kaynakli
proteazlarda saflastirma islemleri yapilmistir (Balk 1991). Bacillus subtilis ve
Aspergillus sp’ler tarafindan sentezlenen diger mikrobiyal proteazlar ise, 1950-52

yillari arasinda izole edilmis, sonraki yillarda da Actinoplanes sp., Arthrobacter

sp.,



Aspergillus sp., Bacillus cereus, Bacillus coaglulans, Candida sp., Clostridium sp.,
Lactobacillus sp., Penicillium sp., Pseudomonas sp., Rhizopus sp.,
Streptococcus sp., Streptomyces sp. gibi farkli mikroorganizma tirleri enzim
kaynadi olarak belirlenmistir (James ve David 1986).

1959'da Jaag adh arastirmaci, Bacillus subtilisten izole edilmis proteaz
iceren farkli bir enzimatik deterjan Uretmistir (Uhlig 1998). 1950 vyillarinda,
dinya capinda deri, bira ve tekstil sanayisinde kullanilmak Uzere en fazla proteaz
ve amilaz Uretilmekte, diger enzimler ise gok dislik bir kullanim alanina sahipti.
2. Dinya Savasi’'ni takip eden yillarda fermentasyon teknolojisinde bulylk bir
patlama yasanmis ve buyuk 6lglide antibiyotik Gretimi yapilmistir. 1960'da Novo
Nordisk firmasi, B. licheniformisten deterjanlarda kullaniimak Uzere bakteriyel
proteaz lretimine baglamistir. Ancak kullanimin baglamasiyla birlikte, ingiltere’de
alerjik reaksiyonlar ve akciger kanserleri gortilmeye baslanmistir. Ancak yapilan
calismalar sonucu, enzimlerin granller hale getiriimesi ile mevcut riskler
onlenmistir. 1971 yilinda da Amerikan National Academy of Sciences bu

deterjanlarin tamamen zararsiz oldugunu agiklamistir (Uhlig 1998).

Gunumuzde, kromatografik ve elektroforetik ydntemlerin gelistiriimesiyle,
proteazlar ve dider enzimler hakkindaki calismalar blylk bir hiza ulasmistir.
Enzimlerin kristallestirilebildiginin gosterilmesi, enzimlerin yapilarinin  X-isini
kristalografisi ile ¢6zlilmesini mumkin kilmistir. Kristalografi ilk defa, David
Chilton Phillips 6nderliginde bir grup tarafindan lizozim enzimi igin basariimis ve
1965'te yayimlanmistir (Blake ve ark. 1965). Bundan sonra da ylizlerce enzimin

Ug boyutlu yapisi ¢éziimlenmis ve halen de ¢ézllmeye devam etmektedir.



1.2. Proteazlarin Etki Mekanizmalari

Proteolitik enzimler, proteazlar ya da peptidazlar, proteinlerdeki peptid

baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir (Sekil 1.2).

Pegtid hadi ;
H H
0/ | |
N—C—C00 + H20 — +3HN — f_ coo: + +3HN — f — COO-
|
H R, R

Sekil 1.2. Proteazlarin etki mekanizmasi.

Proteazlar, hidroliz islemini tiplerine gobre farkh yollarla
gerceklestirmektedirler. Ornegin, bir aspartil proteaz hidroliz islemini genel asit-
baz mekanizmasi ile gergeklestirir ve su direkt tepkimeye katilirken, sistein
proteazlarin aktivite godsterebilmeleri agilasyon- deacilasyon mekanizmalarina
bagldir (Bell 2006).

1.3. Proteazlarin siniflandirilmasi

Milletlerarasi Biyokimya Birligi (International Union of Biochemistry)
tarafindan vyapilan enzim siniflandirilmasinda tim enzimler katalizledikleri
reaksiyon tipine gére 6 sinifa ayrilmislar ve proteazlar 3. sirada yer alan
hidrolazlar sinifina dahil edilmislerdir (Mahler ve Cordes 1966). Proteazlarin alt
sinifi peptid badlarini parcalamadan dolayi 3.4 olarak belirlenmistir. Blyik bir
aileyi (E.C 3.4) olusturan proteazlar, Avrupa Biyokimya Komitesi tarafindan EC
sisteminde, ekzopeptidazlar (E.C 3.4.21-99) ve endopeptidazlar (E.C 3.4.11-19)

olmak Uzere 2 gruba ayrilmislardir.
1.3.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, polipeptid zincirlerinin uglarindaki serbest amino (N) ya da

karboksil (C) gruplarina atak yapmaktadirlar. Ekzopeptidazlar etki ettikleri



protein zincirinin sonundaki grup serbest karboksil ise karboksipeptidaz, serbest

amino grubu ise aminopeptidaz olarak adlandirilirlar.

[ Aminopeptidaz ][Kmlmkslpepﬂ{laz ]

lmzo l+H2£}

i S

N
Aminocasit Aminocasit

COOH

Peptid

[%]

Sekil 1.3. Ekzopeptidazlarin etki mekanizmalarn (Silverthorn 2004).

1.3.1.1. Aminopeptidazlar

Aminopeptidazlar, polipeptid zincirinin ucundaki serbest N terminaline atak
yapmaktadirlar. Enzim, tek bir aminoasidi, bir dipeptidi ya da bir tripeptidi
hidroliz etmesine goére isim almaktadir (Sekil 1.4). Aminopeptidazlarin N-terminal
metionini (Met) uzaklastirdiklari bilinmektedir. Bakteri ve funguslari da igeren
mikroorganizmalarin ¢odunda bulunmaktadir. Genellikle hicre igi enzimlerdir
fakat A. oryzae tarafindan Uretilen aminopeptidaz hiicre digi bir enzimdir. Bakteri
ve funguslardan dretilen aminopeptidazlarin substrat spesifisiteleri, hidroliz
drinlerinin profilleri temel alindiginda farkli olabilmektedir. Ornedin, E.coli'den
Uretilen aminopeptidaz I 400 kDa'luk blylk bir proteazdir. Optimum pH’si 7.5-

10.5 arasindadir ve optimum aktivite igin Mg*? ya da Mn*%

a ihtiyag duyarlar.
Bacillus licheniformis aminopeptidazin ise, molekll agirhgr 34 kDa'dur ve
aktivitesi Co*? iyonlari varlidinda artar. Diger taraftan, B. stearothermophilius
aminopeptidaz II bir dimerdir ve molekll adirhdr 80-100 kDa arasinda olup,

Zn*?, Mn*?ve Co*? iyonlar tarafindan aktive olmaktadir (Rao ve ark. 1998).
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Aminopeptidazlar (3.4.11)

Dipeptidil Peptidazlar (3.4.14)

Tripeptidil Peptidazlar (3.4.14)

A/

’--0-0-0-0-0

v

h==4-0-0-0-0

r*r ».-0-0-0

Sekil 1.4. Aminopeptidazlarin alt gruplari ve etki mekanizmalari (Tanksale
2001).

1.3.1.2. Karboksipeptidazlar

Karboksipeptidazlar, polipeptid zincirinin serbest bir C ucunda islevseldir ve
tek bir aminoasit ya da bir dipeptidi ayirmaktadirlar (Sekil 1.5).
Karboksipeptidazlar

enzimlerin aktif boélgesindeki aminoasit gesitlerinin

yapisina gore (g ana gruba ayrilirlar. Bunlar; serin karboksipeptidazlar, metallo
sp.,
Saccharomyces sp. ve Aspergillus sp.'den izole edilen serin karboksipeptidazlarin

karboksipeptidazlar ve sistein  karboksipeptidazlardir.  Penicillium

substrat spesifisiteleri aynidir fakat optimum pH, stabilite, molekiler agirlik ve
farkhdir.

Pseudomonas sp.’den izole edilen metallo karboksipeptidazlar aktiviteleri igin

inhibitorlerin etkisi gibi diger 6zellikleri Saccharomyces sp., ve

Zn*™? ya da Co*? iyonuna ihtiyac duyarlar. Sistein karboksipeptidazlar, aktif

bdlgelerinde sistein aminoasidi igerirler (Rao ve ark. 1998 ).

Karboksipeptidazlar G-G-D-D-D*l
(3.4.16-18)
karboksipeptidaz -serin  (3.4.16)
karboksipeptidaz -metallo (3.4.17)
karboksipeptidaz -sistein  (3.4.18)

Sekil 1.5. Karboksipeptidazlarin alt gruplari ve etki mekanizmalari (Tanksale
2001).
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Bazi ekzopeptidazlarin tepkime mekanizmalari tam olarak
aclklanamadigindan alt grup olarak da siniflandiriimiglardir. Omegapeptidaz
olarak bilinen bu peptidazlar, NC-IUBMB (Uluslar arasi Biyokimya ve Molekiler
Biyoloji Birligi Adlandirma Komitesi) tarafindan E.C 3.4.19 alt-alt sinifina
yerlestirilmislerdir.

Omega Peptidazlar O-0-0-O¥-).-
>.4.19
( : -)--40-0-0-0

Sekil 1.6. Omega peptidazlarin etki mekanizmasi (Tanksale 2001).

Omegapeptidazlar serbest bir N ya da C terminal ucuna ihtiya¢g duymazlar.
Endopeptidazlardan farkli olarak N ya da C terminal uglara yakin bdlgelerde
hidroliz etme yetenedine sahiptirler (Sekil 1.6). Amino veya
karboksipeptidazlarin direkt etkide bulunamadiklari polipeptid bélgelerini hidroliz
ederler. Farkli o6zelliklerde omegapeptidazlar vardir. Bunlar; ubiquitinil
hidrolazlar, piroglutamil peptidazlar ve  gama-glutamil  hidrolazlardir
(http://merops.sanger.ac.uk/about/about_9.htm, 2005 ).

1.3.2. Endopeptidaziar
Endopeptidazlar, polipeptid zincirlerinin ic bélgelerindeki peptid badlarina etki

etmeleri ile karakterize edilirler (Sekil 1.7). Serbest amino (N) ya da karboksil

(C) grubunun varhgi enzimatik aktivite lizerine negatif etki yaratmaktadir.
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Amino ucu Aminoasitler Peptid badglan  Karboksil ucu
s eele
Peptid

hiilgelerindeki baglara atak

Endopeptidaziar, peptidin ic
vapmaktadirlar.

1+H20

|
.
HaN HoN

Daha kiicik iki farkh peptid olusumu

HaN COOH

Sekil 1.7. Endopeptidazlarin etki mekanizmasi (Silverthorn 2004).

Endoproteazlar, serin, sistein, aspartik ve metallo proteazlar olmak lzere
dért gruba ayrilmaktadirlar. Ayrica katalitik mekanizmasi bilinmeyen

endopeptidazlar olarak da ayrica bir gruplari bulunmaktadir (Sekil 1.8).

Serin Endopeptidazlar (3.4.21)

Sistein Endopeptidaziar (3.4.22)

Aspartik Endopeptidazlar (3.4.23)

Metallo Endopeptidazlar (3.4.24)

Katalitik mekanizmas
bilinmeyen endopeptidazlar (3.4.99)

Sekil 1.8. Endopeptidazlarin siniflandiriimasi (Tanksale 2001).
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1.3.2.1. Serin proteazilar

Serin proteazlar, aktif bdlgelerinde serin icermeleri ile karakterize edilirler.
Serin proteazlar substrat tercihlerine gére 3 grupta toplanirlar; tripsin benzeri
serin proteazlar, pozitif yikli aminoasitten sonraki peptid bagini hidrolizlerler,
kimotripsin benzeri serin proteazlar, blyik hidrofobik aminoasitten sonraki
peptid bagdini hidrolizlerler, elastaz benzeri serin proteazlar ise kiglik hidrofobik

aminoasitten sonraki peptid badini hidrolizlemektedirler (Rao ve ark. 1998).

Serin proteazlar, virlsler, bakteriler ve dkaryot organizmalarda cok sik ve
bol sayida olmakla birlikte hayati 6nem tasimaktadirlar. Serin proteazlar, 7 ile 11
arasinda dedisen pH’larda aktiftirler, bu nedenle bunlara serin alkalin proteazlar
da denmektedir. Molekller adirliklari 18-35 kDa arasinda dedismektedir. Kiifler,
maya mantarlari, birgok bakteri tirld ve bazi makro mantar gesitleri bilinen serin
proteaz Uureticileri olsa da, subtilisin Greten bazi Bacillus sp.’ler en iyi serin
proteaz Ureticilerindendir (Rao ve ark. 1998). Bilinen en 6nemli serin proteazlar

ise triptaz, lipaz, elastaz, kimotripsin, tripsin, trombin ve fosfolipazdir.

1.3.2.2. Aspartik proteazlar

Asidik proteazlar olarak bilinen aspartik endopeptidazlar aktif merkezlerinde
katalitik aktiviteleri icin iki aspartik aside ihtiyac duyar. Aspartik proteazlara
ornek olarak; pepsin, retropepsin, renin, katepsin D ve HIV-1 proteazi verilebilir
(Szecsi ve ark. 1992). Dusik pHlarda aktivite gdsteren aspartik proteazlarin
molekdler agirliklari 30-45 kDa arasinda dedismektedir ve heksapeptid yapisinda
olan pepstatin adli inhibitdr tarafindan inhibe edilmektedirler (Rao ve ark. 1998).

1.3.2.3. Sistein/ Tiyol proteazlar

Sistein  proteazlar tim  prokaryotik ve d&karyotik organizmalarda
bulunmaktadir. Tiyol proteazlar ortamda sadece HCN (hidrosiyanik asit) ve
sistein bulunmasi durumunda aktiflesirler. Sistein peptidazin aktif merkezindeki
bir sistein rezidisl, katalitik mekanizmadaki asil roli oynamaktadir. Aktif
merkezdeki bu tiyol grubu oksidasyona karsi duyarhidir ve adir metallerle
reaksiyona girebilmektedir (Kenny 1999). Aktif merkezlerinin spesifitesine gore

sistein proteazlar 4 gruba
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ayrilmaktadir. Bunlar; papain benzeri tiyol proteazlar, tripsin benzeri tiyol
proteazlar, glutamik aside 6zel ve diger tiplerdeki tiyol proteazlardir. En iyi
bilinen grup papain benzeri endoproteazlardir (Gengkal 2004). Sistein proteazlar,
‘kaspazlar’ olarak da bilinmektedirler. Kaspazlarin c¢ogu apoptoziste rol
almaktadirlar ve birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir kaskad (selale tarzi
reaksiyon dizisi)’ a neden olurlar (Ulukaya 2003). Sistein proteazlar nétr pH’larda
aktivite gosterirler.

1.3.2.4. Metallo proteaziar

Metalo endopeptidazlar, katalitik mekanizmasinda yaygin olarak ginko,
kobalt veya diger metal iyonlarini kullanmaktadirlar. EDTA ile inhibe edilebilen
metallo proteazlar, aktif merkezlerindeki fonksiyonel gruplara gore
siniflandinilirlar.  En iyi bilinen tipleri serralysin, adamalysin gibi matriks
metalloproteazlari ve hicre zarinin yapisinda bulunan ylizey membran proteinleri
olan ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) proteinleridir (Edwards ve ark.
2008).

1.4. Proteaz Kaynaklari

Proteazlar, yasayan tim olarak gerekli olduklarindan bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde edilebilmektedirler. Bu nedenle
proteazlar kaynagina goére; bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olmak (zere g

farkli yoldan elde edilebilirler.

1.4.1. Bitkisel kaynaklar

Bitkilerin proteaz kaynadi olarak kullanilmasini, bitkinin yetistigi iklim
kosullari ve kiltivasyon topraginin uygunlugu gibi farkh faktorler belirlemektedir.
Bitkisel kaynakli proteazlar, aktif merkezlerindeki stlfidril gruplari ile karakterize
edilirler ve ginUmuzde bitkilerden elde edilen tim proteazlar ayni gruba aittirler.

Enzimlerin aktivitesinden ise bu sulfidril gruplari sorumludur (Uhlig 1998).

Bitkisel kaynakli proteazlar 6zellikle tropikal bitkilerden elde edilmektedir.
Bilinen en gucll bitkisel proteaz kaynaklari; papaya (Carica papaya), ananas
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(Anana sativa), bazi Ficus turleri (F. carica, F. glabrata), enginar (Cynera
cardunculus) ve soya fasllyesi (Soya hispidus) dir (Ward 1985a).

EndUstriyel proteazlarin en biyuk bitkisel kaynagi ise olgunlasmamis, yesil
papaya bitkisidir ve papaya enzimine ‘papain’ adi verilmektedir. Papainin kaynadi
olan papaya bitkisi ile ilgili arastirmalar, tropikal bdlgelerde yasayan baz yerli
halklarin eti pisirmeden 6nce bu bitkinin yapraklarina sarmalari ve bdylece etin
daha iyi pisecedi ve sindirilecedi yonlindeki inanglarinin bazi bilim adamlarinin
dikkatini gekmesi sonucu baslamistir. Arastirmalar sonunda eti yumusatan ve
kolayca sindirilmesini saglayan faktorlin yapraklarda ve meyvelerde bulunan
papain enzimi oldudu anlasiimistir. Fakat sanilanin aksine meyvelerde

yapraklardan daha gok papain enzimi bulunmustur (Uhlig 1998).

Papain, vicudumuzda karbohidratlari, yadlari ve dider bilesikleri de
etkileyerek tim sindirim sistemini olumlu ydnde diizenleme yetenedine de
sahiptir. Papain’e, mide tarafindan salgilanan ve proteinleri pargalayan enzim
olan pepsin’e benzerligi nedeni ile bitkisel pepsin adi da verilir (www.bitkisel-
tedavi.com/papaya 2009). Papaya bitkisi Hindistan, Srilanka, Uganda ve Zaire'de
yetismektedir.

Olgunlasmamis bitki alinir ve bigaklarla iyice kiyillarak yapisindaki seffaf
lateks maddesi elde edilir. Kurutulduktan sonra beyaz renge dénen maddenin 1
kg 200 g ham papain igerir. Bir adactan yaklasik 450 gram lateks elde
edilebilmektedir (Schwimmer 1981). Yilda 500 ton ham papain enzimi
Uretilmekte ve 15 milyon dolarlik deger saglanmaktadir ( Uhlig 1998).

Ham papainde %10 kadar lateks proteini, %45 civarinda kimopapain A ve B,
endoglukanaz, karboksipeptidaz, lizozim, amilaz ve az miktarda da lipaz
enzimleri bulunmaktadir. Papain, 70°C’'de 90 dakika kaynatilmaya dayaniklidir
(Uhlig 1998).

‘Bromelain’ ise ananas adacindan elde edilen bir proteazdir. Enzim, ilk defa
1892’de Chittenden adh bir arastirmaci tarafindan ananas 6z suyunda
tanimlanmistir. Bromelain terapdtik destek olarak 1957’de tanitiimis ve o

zamandan beri bilimsel literatlrde yerini almis 600’den fazla arastirma
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makalesiyle bircok hastaliga ©6nemli faydalari oldugu kanitlanmistir
(http://en.wikipedia.org/wiki/Bromelain, 2006).

Enzimin ilk fark edilen 6zelligi, hazmi kolaylastiran bir madde olmasidir.
Bromelain vicuttaki proteinleri sindiren bir enzimdir. Bu ylzden gida sanayisinde
ve bazi kiltirlerde et yumusatici olarak kullanilmaktadir. Bu enzim sadece mide
asidine yardimci olmakla kalmayip, ayni zamanda badirsaklardaki alkalen ortama
da olumlu etkilerde bulunmaktadir. Enzim, bir sistein proteaz olarak karakterize
edilir ve pH 5-9 arasinda aktiftir (Rao ve ark. 1998).

Bromelainin etkileri sadece sindirim sistemini desteklemekle sinirli dedildir.
Antienflamatuar etkisi sayesinde romatoid artrit (Rhumatoid arthritis) ve sinuzit
(sinusitis) tedavisinde yardimci oldugu da klinik calismalarla kanitlanmistir.
Bromelain, asiri trombosit yapiskanhgini énledigi icin dogal bir kan incelticidir ve
enzimin bu 6zelligi angina (Angina pektoris-kalbe yeterli kan ulasmamasi sonucu
ortaya cikan gogus agrisi) ve tromboflebit (kan pihtilasmasinin sonucu olarak
olusan damar iltihabi) semptomlarinin azalmasi seklinde kendini gostermektedir
(http://en.wikipedia.org/wiki/Bromelain 2006).

Incir’ den elde edilen fisin enzimleri cok yliksek proteaz aktivitesine sahiptir.
10-15 g bitkiden 100-150 mg fisin elde edilebilmektedir (Uhlig 1998) ancak
kurutma islemi aktivitenin godunu yok etmektedir. Fisin, ylksiz ve aromatik
aminoasitler iceren badlarda etkili olmaktadir. Fisin’in optimum pH’si 6.5tur ve
pH 4.0-9.5 arasinda etkilidir. Enzim, antik cagda peynir mayasi olarak s(tln
pthtilastiriilmasinda kullanilmistir. Endlstride ise biracilik, et, yem ve deniz

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

1.4.2. Hayvansal kaynaklar

Hayvansal proteazlar enzimolojinin baslangicindan beri bilinmektedir. Protein
ve enzimlerin kimyasal yapilan kesfediimeden once pepsin ve pankreas
proteazlarinin protein sindirici 6zellikleri oldugu bilinmekteydi. Ginimuzde ise en
cok bilinen hayvansal kaynakli proteazlar; pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin
ve renindir. Hayvansal proteazlar, gida sanayisinde, protein hidrolizatlar
Uretiminde, et ve balik atiklarinin gideriminde, deri endlstrisinde ve tipta

kullanilmaktadir.
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Tripsin, pankreastan salgilanan, ince badirsakta proteinleri pargalayici 6zellige
sahip sindirim enzimidir. Enzimatik mekanizmasi diger serin proteazlara benzer.
Tripsin, bakteriyel ortamin hazirlanmasinda ve bazi 6zel tibbi uygulamalarda
kullanihr.  Kimotripsin, proteolizi gergeklestirebilen hayvansal pankreatik
ekstraktlarda bulunan bir sindirim enzimidir. Bir serin proteazdir ve peptid
baglarini fenilalanin, tirozin ve triptofan aminoasitlerinden sonraki karboksil
gruplarindan hidrolizler. Saf kimotripsin pahali bir enzimdir ve yalnizca diagnostik
ve analitik uygulamalarla sit protein hidrolizatlarinin deallerjenasyonunda
kullanilmaktadir (Rao ve ark. 1998).

Pepsin, gida proteinlerini peptidlere pargalamak igin, hemen hemen tim
omurgalilarin midelerinde ana hticreler tarafindan salgilanan asidik bir proteazdir.
Pepsin 1836’da Theodor Schwann tarafindan kesfedilen ilk hayvansal enzimdir.
Aktif enzim, enzimin zimojen formundan yani pepsinojenden olusturulur. Pepsin
bir aspartik proteazdir ve pH 1-2 arasinda optimum aktivite géstermektedir. pH
6'nin Uzerinde inaktive olur ve iki hidrofobik aminoasit arasindaki peptid

baglarinin hidrolizini katalizler (http://en.wikipedia.org/wiki/Pepsin, 2006).

Renin, anne sitint sindirmek igin her memelinin midesinde Uretilen dogal,
kompleks bir enzimdir ve sutl pihtilastirir. Hayvansal bazl renin (rennet) igin en
yaygin kaynak vyeni dodgan slitle beslenmis buzadinin kesilen sirdenidir
(Fankhauser 2007). Renin, pepsine benzer bir proteazdir ve butin st veren
memelilerin midelerinde inaktif pro-renin olarak bulunur. Pepsin isleviyle ya da
kendi kendine katalizle aktif renine donisir. Sut endistrisinde sit kazeininin

coktlridlmesinde ve lor Uretiminde kullaniimaktadir (Rao ve ark. 1998).

Okaryotik hiicrelerde ise proteazlar, organizmanin tiiriine gére daha kompleks
gbrevlerde bulunmaktadirlar. Bu enzimler kanin pihtilasmasi, kontrolli hcre
O0lim0 ve doku farklilasmasi gibi yasam igin dnemli bazi biyolojik siireglerde rol
oynar. Triptaz, kimaz, karboksipeptidaz, katepsin C ve G gibi nétral proteazlar
Ozellikle insan ve rat mast hiicrelerindeki salgi granillerinin dominant protein

unsurlandir ve segici olarak bu hticrelerde lokalize olurlar.



18

Notral proteazlar, diger hicre tiplerine oranla memeli mast hicrelerinde
daha vylksek dilizeylerde bulundugundan, biyolojik doku ve sivilarda, mast
hicrelerinin  rol oynadigi biyolojik olaylarin tanimlanmasinda olgut olarak
kullanilmaktadirlar.

Son vyillarda cesitli proteaz inhibitérleri kullanilarak belittigimiz proteaz
siniflarinin  diger Uyeleri de belirlenmeye calisiilmaktadir. Farkli hastalik
durumlarinda farkh tipte proteazlar rol oynadigindan bu enzimlerin inhibitérlerinin
bilinmesi yeni terapdtik ajanlarin gelistirilmesi acisindan oldukga o6nemlidir

(Henningsson ve ark. 2005).

1.4.3. Mikrobiyal kaynaklar

Proteazlar, tim oOkaryotik ve prokaryotik organizmalar igin vazgegilmez
enzimlerdir ve hiicrede bircok 6nemli fizyolojik gorevler Ustlenmektedirler.
Proteazlar, proteinazlar veya peptidazlar organizmada sentezlenen proteinlerin
kompozisyonunun, buyukliganin, bigciminin  ve doénglsinin kontroliinde

esansiyel olan enzimlerdir.

GUnumizde en cok kullanilan proteaz kaynadi, bakteri, fungus ve virls
orijinli  olan mikrobiyal proteazlardir. Mikroorganizmalarin biyoteknolojik
uygulamalar icin hemen hemen tim  0&zelliklerinin istenen ydnde
degistirilebilmesi, bitki ve hayvansal proteazlara goére daha saf elde edilebilmesi
ve mikroorganizmalarin uygun bir kiltir ortaminda Uretilebilmesi mimkin
oldugundan mikrobiyal kaynakli proteazlar bitki ve hayvan kaynakl proteazlara

gOre daha ¢ok tercih edilmektedirler (Kiran ve ark. 2006).

Mikrobiyal proteazlar aktif merkezlerine gére siniflandiriimaktadirlar ve en
onemli gruplar; serin-, metallo- ve karboksil proteazlardir. Ayrica literatirde

jelatinaz’, ‘keratinaz’, ‘kazeinaz’ seklinde yapilan siniflandirmalara da rastlamak

mumkundir (Novel ve ark. 1963).

Fungus orijinli proteazlari Ureten mantarlar, bakterilerden daha genis
kapsamli enzim (ureticileridirler. Ornedin, Aspergillus oryzae asit, nétral ve

alkalen proteazlar birlikte tUretebilmektedir. Ayrica fungal proteazlar pH 4-11 gibi
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genis bir pH aralifinda aktivite gosterirler. Bakteriyel kaynakh enzimler ile
karsilastirildiklarinda bakteriyel enzimlerden daha dusik reaksiyon hizina ve
daha disik bir sicaklik toleransina sahiptirler. Fungal enzimler kati hal
fermentasyon prosesi ile Uretilmektedirler. Fungal asit proteazlar pH 4.0-4.5
arasinda optimuma sahiptirler, pH 2.5-6.0 arasinda kararlidirlar. Ozellikle peynir

endistrisinde dar pH ve sicaklik spesifisitesinden dolay: kullanilirlar.

Fungal nétral proteazlar ya da metalloproteazlar, pH 7.0’ de aktiftirler ve
selatlayici ajanlar tarafindan inhibe olurlar. Protein hidrolizatlarinin aciliginin
azaltiilmasinda  kullanilmaktadirlar. Fungal alkalen proteazlar ise gida
proteinlerinin modifikasyonunda kullanilirlar (Rao ve ark. 1998, Uhlig 1998).
Fungal proteazlar endo ve ekzopeptidazlar olup, c¢ok genis c¢esitlilikte

salgilanabilmektedirler (Gripon 2003).

Virus orijinli proteazlar, 6zellikle viris proteinlerine olan hassasiyetleri
dolayisiyla dnemlidirler. Viral proteazlar, viral replikasyon ve birlesimi koordine
etmek ve dizenlemek igin optimize edilmislerdir. Yapilan arastirmalarda en
6nemli nokta viral proteazlarin Ug¢ boyutlu yapisi ve sentetik inhibitorler ile
etkilesimidir. Serin, aspartik ve sistein peptidazlar degisik virlislerde
bulunmaktadirlar. Virlis kaynakl peptidazlarin hepsi endopeptidazlardir (Babe ve
Craik 1997).

Bakteri orijinli proteazlar, blyuk polipeptidlerin daha kiglik peptidlere ve
amino asitlere hidrolizine yardimci olurlar, bdylelikle onlarin hiicre tarafindan
absorpsiyonunu kolaylastirirlar. Hlcre disi enzimler, onlarin depolimerlesme
aktivitesinden dolaylr beslenmede blylk bir rol oynar. Hicre ici proteazlar
hlicrede uygun protein dontsimu yapmaya katkisiyla bilinirler. E.coli’de, lon geni
tarafindan (retilen ATP-bagh proteaz La, anormal proteinlerin hidrolizinden
sorumludur (Celik 2006).

Spor olusturan bakterilerde sporlarin, mayalarda askosporlarin, civik
mantarlarda spor yapilarin olusumu, funguslarda konidial bosalim gibi olaylarin
timinde protein dénidsumleri gerceklesmektedir. Sporlasma igin bir proteaz
gereksinimi  proteaz inhibitérlerinin  kullanimiyla  kanitlanmistir.  Maya
diploidlerinde asko spor olusumunun proteaz A aktivitesindeki artisa bagh oldugu

gOsterilmistir.
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Bakteri orijinli proteazlar, baslica noétral ve alkalen olmak (izere ticari
proteazlarin codu Bacillus cinsi bakteriler tarafindan Uretilmektedirler. Bakteriyel
notral proteazlar, pH 5-8 arasinda, dlstk sicakhklarda aktiftirler ve bagdil olarak
disik sicakhk toleransina sahiptirler. Gidalan hidrolizlediklerinde olusan
hidrolizatlarda daha az aci tat olusturduklarindan gida endUstrisinde hayvansal
proteazlara gbére daha c¢ok tercih edilmektedirler. Sahip olduklari disik
termotoleranslari gida hidrolizatlarinin Gretimi sirasinda reaktivitelerinin kontroli

icin avantajlidir (Rao ve ark. 1998).

1.5. Bacillus Hakkinda Genel Bilgiler

*‘Bacillaceae’ familyasi igerisinde Bacillus ve Clostridium olmak Uzere iki ana
alt grup bulunmaktadir (Garrity 2004). Baslangicta Bacillus tlrleri arasinda yer
alan bazi bakteriler, DNA yapilarindaki G+C oranlarina gére ayri cinsler olarak
tanimlanmistir. Bunlar; Alicyclobacillus, Paenibacillus, Brevibacillus,
Aneurinibacillus, Virgibacillus ve Halobacillus cinsleridir. Son siniflandirma ile
Bacillus grubu igerisinde 50 gecerli tir kalmistir. Burada en iyi bilinen tirler ise
B. subtilis, B. anthracis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus,
B. amyloliquefaciens, B. sphaericus ve B. thuringiensistir. Bunlarin rRNA
dizilislerine bakilarak Ug tir Bacillus ana grubu belirlenmistir. Bunlar; “B.
subtilis” grubu, “B. cereus” grubu ve “B. circulans” grubudur (Logan ve Turnbull
1999).

Bacillus turlerinin ¢cogu tabiatta saprofit olarak bulunmaktadir. Bacillus turleri
tabiatta glriyen organik materyallerde, toz, toprak, yesil sebzelerde, suda ve
bazi tlrlerde de normal viicut florasinda bulunmaktadir. Bazi tlrler, insanlarda,
hayvanlarda, diger memelilerde ve boceklerde zorunlu patojen veya firsatgi
enfeksiyon etkenidirler (Logan ve Turnbull 1999, Berkeley ve Logan 1997).
Bacillus'lar arasinda B. anthracis ve B. cereus insan ve hayvanlarda enfeksiyon
olusturmalari agisindan en énemli tirlerdir. Bunlarin disinda kalan Bacillus turleri

insanlarda veya hayvanlarda nadiren enfeksiyon etkenidirler (Banwart 1983).

Bacillus hucreleri gubuk seklinde ve dizdir, 0,5-2,5 um eninde 1,2-10 ym
boyundadir, uglan yuvarlak ya da kare seklindedir ve ortamda bazen ciftler ya da
zincirler halinde bulunurlar. Hepsi Gram (+) olmakla beraber, yasl kulttrlerde

Gram (-) olarak da gorilebilirler. Bacillus’ lar peritrikdz kamglya sahip olup,
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hareketlidirler. Hepsi endospr olusturmakta olup, endosporlar bazen oval, bazen
yuvarlak ya da silindirik sekilde olabilirler. Birgok zorlu kosula karsi oldukga
direnglidirler. Bu cinste yer alan bakteriler hem aerobik hem de fakiltatif
anaerobik kosullarda Greyebilmektedirler. Sicaklik, pH ve tuzluluga karsi ylksek
fizyolojik yetenekleri nedeniyle bunlara karsi toleranslari vardir. Gelisebildikleri
minimum sicaklik derecesi 25°C ila 75°C arasindadir. Ureyebildikleri minumum
pH bazi asidofilik karakterlitlrler icin 7,5 ila 8,0’e kadar c¢ikmaktadir. Katalaz
pozitif olup, fermentatif ya da oksijenli solunum gdsteren bir metabolizmaya
sahip organotrofturlar. Kolayca kiultire alinabilirler ve yapilarinda heterojenlik
bulunmamaktadir (Holt ve ark. 1994). Bu grupta bulunan turlerin gogu nutrient
agarda kolayca Ureyebilmektedirler (Ayhan 2000). Bacillus'larin, rutin besi

yerlerindeki koloni morfolojisi bakteri tliriine gore farkhliklar géstermektedir.

Koloniler genellikle 1-6 mm arasinda dalgali veya sacakli kenarli
olmaktadirlar. Bacillus'larin alt tir dizeyinde tanimlanmalari, ancak bakteri
morfolojisinin belirlenmesi, biyokimyasal ve fizyolojik testlerin yapilmasi ile

mUmkdiin olabilmektedir.
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Sekil 1.9. Gram boyama yapilmis B. cereus ve B. subtilis kolonilerinin

mikroskobik gortntmleri (www.microbelibrary.org/microbelibrary/files/, 2009).

Bacillus tird mikroorganizmalar endistriyel olarak kullanilan hemen hemen
biitiin enzim tiplerini Uretebildiklerinden oldukca &nemlidirler. Ozellikle yiliksek
sicaklik ve pH’ larda lreyebilen bir Bacillus soyunun Ulretecedi proteaz enzimleri,
deterjanlara katki maddesi olarak eklenmekte ve sicak su ile daha etkin temizlik
saglayacak yikama imkani verebilmektedir. Biyoteknolojide uygulama olanagdi
bulacadi distincesi termofilik enzimlere olan ilgiyi arttirmistir. Dolayisiyla tekstil

ve deterjan endistrisinde 6zellikle termofilik ve alkalifilik mikroorganizmalarin
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Urettigi amilaz ve proteaz ureticisi Bacillus tlrlerinin taranmasina, izolasyon ve
identifikasyonuna yénelik calismalar yapilmaktadir. Ayrica disuk sicakliklarda
yuksek aktiviteli proteaz ve amilaz uretebilen Bacillus tirlerinin tanimlanmasi ve
enzimlerinin deterjan katki maddesi olarak kullaniimasi, ylksek enerji sarfiyatini

engelleyecedinden ginimizde oldukga 6nem kazanmistir.

1.6. Bacillus Proteazlarinin Ozellikleri

Bacillus turindeki mikroorganizmalar, proteaz tiplerinden gogunlukla alkalen
serin proteazlari Uretmektedirler. Bu nedenle Bacillus proteazlari daha ¢ok alkali

ozellik géstermektedir.

Alkalen proteazlarin optimum pH araligi pH 9.0-11.0 arasinda olmakla
birlikte, optimum pH degerleri pH 11.5, pH 11-12, pH 12.3 ve pH 12-13 olan
birkag istisna durum da bulunmaktadir. Alkalen proteazlar ylksek izoelektrik
noktalarina sahiptirler ve genellikle pH 6.0-12.0 arasinda kararlidirlar. Optimum
sicakhk dederleri genellikle 50-70°C’ dir. Alkolofilik Bacillus sp. B 18'den izole
edilen enzim istisna olarak 85°C gibi ylksek optimum sicakliga sahiptir. Bacillus
sp., Streptomyces sp. ve Thermus sp.'den izole edilen alkalen proteazlar da
ylksek sicaklikta bir miktar termostabilite géstermekle birlikte, ortama Ca*?
iyonlarinin ilavesi ile enzim termostabilitesinde artis gézlenmektedir (Kumar ve

Takagi 1999).

Alkalen proteazlarin molekiler agirliklari genellikle 15-30 kDa arasinda ise
de, birka¢ yayinda 31.6 kDa, 33 kDa, 36 kDa ve 45 kDa gibi daha yuksek
molekiler agirlida sahip olan enzimlerin de var oldugu bildirilmistir. Bazi Bacillus
turlerinden izole edilen alkalen proteazlarin goklu elektroforetik formlara sahip
oldugu go6zlenmistir. Bu enzimlerin ¢oklu formlar protein molekilindeki glutamin
ya da asparagin aminoasitlerinin geri donlsimsiiz deaminasyonu gibi enzimatik
olmayan bir yolla ya da protein molekulinin otoproteolizi ile olusur (Kumar ve
Takagi 1999).

Alkalen proteazlar maksimum aktivite gdsterebilmek icin Ca*?, Mg*?, Mn*?
gibi iki degerlikli katyonlara veya bu katyonlarin bir kombinasyonuna ihtiyag
duyarlar. Bu katyonlarin Bacillus alkalen proteazlarinin termal stabilitesini

arttirdigi da bulunmustur. Bu katyonlar enzimi termal denatiirasyona karsi
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korumakta ve ylksek sicakliklarda enzimin aktif konformasyonunu korumada
6nemli bir rol oynamaktadirlar (Celik 2006).

Cesitli inhibitorlerle yapilan inhibisyon calismalari enzimin dodgasi, aktif
merkezinin yapilanmasi ve enzimin kofaktor ihtiyaci konusunda bilgi vermektedir.
Alkalen proteazlar genellikle PMSF (Fenilmetilsilfonil florir) ve DFP (Diizopropil
florofosfat) ile tamamen inhibe olurlar. PMSF aktif bdlgedeki serin aminoasitlerini
sulfolar ve aktivite tamamen kaybolur. Bu inhibisyon profili, proteazlari serin
hidrolazlar olarak tanimlamaktadir. Buna ek olarak, bazi metalo alkalen
proteazlarin EDTA (Etilendiamin tetraasetikasit) ile inhibe oldugu bulunmustur.
Alkalen proteazlar dodgal proteinleri hidrolizledikleri basari ile bazi sentetik
substratlari da hidrolizleyabilmektedir. Alkalen proteazlarin ve subtilisinlerin
kazeine karsi hemoglobin ya da sigir serum albumine oldugundan daha aktif
olduklari bulunmustur. Alkalen proteazlar tirozin, fenilalanin gibi aromatik ya da
hidrofobik aminoasit birimlerinin yer aldigi peptid baglarinin hidrolizine karsi
spesifiktirler (Rao ve ark. 1998, Kumar ve Takagi 1999).

1.7. Proteazlarin Endiistride Kullanim Alanlan

Proteazlar endistriyel enzimlerin en 6nemli grubudur ve toplam enzim
payinin dinya capindaki satisinin yaklasik %601na sahiptir (Laxman ve ark.
2005). Proteazlar camasir deterjanlarinda, deri ve tekstil sanayisinde, gida,
kozmetik, ilag sanayisinde, atiklarin islenmesinde, tibbi teshis ve X isini filmleri

Uzerindeki jelatinin bozunmasi amaciyla kullaniimaktadir.

Farmasitik
Enzimler
%10

Alkali Proteazlar
%25

Lipazlar
02

Diger

Karbohidrazlar
210

Amilazlar
0p18

%0 22

Reninler Tripsin
%10 003

Sekil 1.10. Proteazlarin endstride kullanim yuzdeleri (Gupta ve ark. 2002).
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1.7.1. Deterjan sanayisinde proteaziar

Dinya enzim (Uretiminin yaklasik %?30’'unu deterjan enzimi Uretimi
olusturmaktadir (Horikoshi 1996). Proteazlar; protein molekdllerini
parcalayarak camasirlardaki lekeleri cikabilecek veya deterjan icerigindeki diger
maddelerle ¢dziinebilecek hale getirmektedir. ideal deterjan proteazlari, yiyecek,
kan ve diger viicut salgilarindan dolayi lekelerin blylik bir kisminin uzaklasmasini
kolaylastirmak igin, genis substrat 6zgtlliglne sahip olmalidir. Deterjan iginde
bir proteazin en iyi performansi igin anahtar parametre onun izoelektrik nokta
(pI) sidir (Celik 2006). Deterjan go6zeltisinin pH"l ile pI’si birbirine uyumlu ise
proteazin bu uygulama igin gok uygun oldugu kabul edilir. Ayrica bir proteazin pI
dederi ne kadar ylksekse, o proteaz o kadar yilksek pH’ larda etki
gOsterebilmektedir (Celik 2006).

Proteazlar, ginimiizde tim dinyada camasir deterjani katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Proteazlarin bu alanda kullanimlarindaki artisin temel sebebi,
cevresel kaygilardir. Sicak yikamalar icin tasarlanmis olan deterjanlar, sodyum
fosfat ve 60°C Uzerindeki ylUksek sicakliklarda aktif hale gelen bir beyazlatma
maddesi olan sodyum perborat icermekteydi, ancak fosfat kirlenmesini azaltmak
icin ortaya cikan gevresel baskilar ve polyester kumaslarin kullaniminin artmasi
nedeniyle bu igerikler deterjanlarda azaltilmis hatta kaldinimistir (Kasavi 2006).

Bunun sonucu olarak da bakteriyel enzimlerin kullanimi artmistir (Orhan 2003).

Yikama verimini arttiran proteazlar, enzimin karakterine bagh olarak daha
distk sicakhklarda ve daha dusik sirelerde temizlik sadlayabilmektedir.
Proteazlarin 6zellikle kan ve ¢im gibi lekelerin c¢ikariimasinda gok etkili oldugu
bilinmektedir. Yiyecek lekelerinin gikarilmasinda ise proteazlarin amilaz ve
lipazlarla birlikte kullanildigi kombinasyonlari daha etkili olmaktadir. Ayrica, deniz
solucanlarindan elde edilen proteazlar lens yikama ¢dzeltilerinde kullaniimakta ve
distk sicakliklarda kontak lenslerin temizlenmesini saglamaktadirlar (Orhan
2003, Oztiirk 2004, Aehle 2004).

Camasir deterjanlarinda kullanilan enzimlerin ylksek verime sahip olmasi
icin, 1 saat boyunca 95°C’ye ulasan sicakliklarda pH 9-11 arasinda aktivitesini
korumasli, beyazlatici ve ylzey temizleyicilerin varliinda kararli olmasi ve de

deterjan igerisinde en az 1 sene aktivitesini kaybetmemesi gerekmektedir. Son
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yillarda deterjanlarda kullanilan batin proteazlar, Bacillus tirleri tarafindan
Uretilen serin ve alkalen proteazlardir. Camasir deterjanlarinda kullanilan
proteazlar; B. licheniformis, B. amyloliquefaciens veya Bacillus sp.'den elde
edilmektedir (Uhlig 1998, Uludag 2000, Aehle 2004). Bacillus suslari disinda,
Conidiobolus coronatustan elde edilen bir alkalen proteazin da Hindistan'da
Uretilen ticari deterjanlarda kullanildidi belirtilmistir (Maurer 2004). Endustriyel
alanda calisan bircok firma, surekli olarak katalitik aktiviteyi artiracak yeni
enzimleri bulmaya, onlari tanimlamaya ve biylk dlgekli proseslerde elde etmeye
calismaktadir. Ayrica protein muhendisligi metodlariyla var olan suslarin
ozelliklerinin gelistirilmesi ile de deterjan sanayisi igin yeni proteazlarin Uretilmesi
yoluna gidilmektedir. Bircok firma tarafindan ticari olarak uretilen ve ticari adi ile

bilinen proteazlar Cizelge 1.1'de verilmistir.

Ticari Adi Uretici Firma Bakteri Kaynagi
Alcalase® Novozymes B. licheniformis
FNA Genencor B. amyloliquefaciens
Savinase® Novozymes B. clausii
Purafect™ Genencor B. lentus
KAP Kao B. alkalophilus
Everlase™ Novozymes B. clausii
Purafect OxP™ Genencor B. lentus
FN4 Genencor B. lentus
BLAP S Henkel B. lentus
BLAP X Henkel B. lentus
Esperase® Novozymes . halodurans
Kannase™ Novozymes B. clausii
Properase™ Genencor B. alkalophilus PB92

Cizelge 1.1. Diinya capinda (retilen enzim tabanh deterjanlar ve enzim kaynagi
olan bakteri tirleri (Maurer 2004).
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1.7.2. Deri sanayisinde proteazlar

Bakteriyel proteazlar, derinin kollajen olmayan vyapilarinin segimli
hidrolizinde, globulinler ve albuminler gibi fibril yapida olmayan proteinlerin
uzaklastiriilmasinda, deriden killarin ayrilmasinda ve derinin yumusatiimasinda
kullanilmaktadir. Gunimuzde deri prosesi; islatma, sepileme, kireglik, kireg
giderme, sama ve kil giderme gibi bazi adimlar igerir. Ancak bu islemler boyunca
ylksek oranda kimyasal madde ve atik su ortaya ¢ikmaktadir. Son yillarda, ham
derilerdeki dogal vyadin giderilmesinde enzimlerden vyaralanilarak islem
etkinliginin artirlmasi ve vyad gidermede kullanilan kimyasal maddelerin
azaltilarak deri sanayinin cevreyi daha az kirletmesi amaclanmistir (Oztiirk
2004). Yapilan galismalara gore, zararh kimyasallara alternatif olarak enzimlerin
kullanimi, gevresel kirliligi azaltmada, deri kalitesini arttirmada basarili olmus ve
deri sanayisindeki uygulamalar icin daha ekonomik bir kullanim saglamistir
(Afsar 2008).

Proteazlar, hayvan postlarini deriye doénistirmede islatma, kiregleme,
kildan arindirma, yunden arindirma ve ayirma asamalarinda siklikla
kullanilmakta ve yapilan arastirmalara goére kimyasal maddelere gdre daha
yuksek aktivite godstermektedirler. Geleneksel sama islemi, deri Uretim
proseslerinden kire¢ giderme islemi sonrasinda alkali proteazlarin kullanimi ile
gerceklestiriimektedir. Ham deri vyapisinda bulunan globller proteinler

parcalanmakta ve striktir agihmi saglanmaktadir (Mukhtar ve Haq 2008).

Gunumuzde tip, farmakoloji ve gida sanayinde blylk &élgide kullanim alani
bulan enzimler, aslinda deri sanayinde dericilik sanatinin basladigi glinden bu
yana kullanilagelmistir. Ancak, enzimlerden hazir ticari preparat olarak
yararlanilmaya 1909 yilinda Otto R6hm’lin pankreas enzimini izole etmesi ve bu
preparati sama maddesi olarak kullanima sunmasi ile baslanmistir (Uhlig 1998).
Sonraki dénemlerde bitkisel, hayvansal, bakteri ve fungus kdiltirlerinden izole
edilebilen cesitli tir ve nitelikteki enzimlerden deri sanayinde; yumusatma,
kireglik, kil ve yag giderme, pikle ve kromlu deri stlriktirinin agilmasi, etleme
ve kromlu deri atiklarinin saflastiriimasi ve atik sularin temizlenmesine kadar gok
sayida proseste kullanim alani bulmus, kullanimlari giderek vyayginlasmistir
(Uhlig 1998, Aehle 2004). Ozellikle Bacillus sp. tarafindan Uretilen proteaz enzimi
ticari olarak 6nem kazanmistir (Cizelge 1.2).
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Enzim uygulanmasi, derilerin dikise ve gunlik kullanimdan kaynaklanan
darbelere dayanikliigini etkilediginden kullanim miktari ve siresine oldukca
dikkat edilmelidir.

Tiirler Ooptimum pH
Bacillus sp. (AH-101) 12.0-13.0 Deri endiistrizsinde

, . Der1 sanayvisinde 1slatma
Bacillus subtilis 8.5 agamasmda

Cizelge 1.2. Deri sanayisinde kullanilan bazi Bacillus tlrleri (Mukhtar ve Haq
2008).

1.7.3. Gida sanayisinde proteaziar

Gida endistrisinde proteazlarin  kullanimi  oldukga eski zamanlara
dayanmaktadir. Glinimuzde proteazlar rutin olarak peynir yapimi, firincilik, soya
hidrolizatlarinin  hazirlanmasi ve et yumusatma gibi c¢esitli amaglar igin
kullanilmaktadir. Enzimler tarafindan Uretilen protein hidrolisatlari genellikle aci
bir tada sahiptir. Aminoasit tirine ve peptidin uzunluguna goére bu hidrolisatlarin
aciligi az veya cok olabilir. Aci peptidler, hidrofobik aminoasit iceriginin yiiksek
olmasiyla, tath peptidler ise hidrofilik aminoasit igeriginin yliksek olmasiyla
karakterize edilirler. Kazein ve hemoglobinden Uretilen hidrolisatlar; et, balik ve

jelatinden elde edilen hidrolisatlardan daha aci olmaktadir (Aehle 2004).

Gida endlstrisinde en fazla kullanilan proteaz enzimi ise papaindir. En énemli
iki uygulama alani, biranin sogukta saklanmasi ve vyapay olarak etin
gevreklestiriimesidir. Etin gevreklestirimesinde karsilasilan baslica problem,
enzimin ette dagiliminin, et parcalanmaksizin saglanmasindaki gigliktlr. Enzim
bir veya birden fazla kas doku bilesenini pargaladidi igin, enzimin dusik
konsantrasyonlarda kullanilmasina 6zellikle dikkat edilmesi gerekmektedir
(Fadiloglu ve Erkmen 2004).
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Budday unu firincilikta en 6nemli bilesendir. Firin hamurlarinin 6zelliklerini
belirleyen gluten maddesi, suda g¢6zinmeyen bir proteindir. Aspergillus
oryzae’den elde edilen endo ve eksoproteinazlar sinirli bir proteoliz ile bugday
glutenini modifiye etmek icin kullanilmaktadir. Fungal proteazlar, beyaz ekmek
ve podacalarin yapiminda da basarii bir sekilde kullaniimaktadir. Fungal
proteazlarin asiri miktarlari, ekmedi hamurumsu bir hale getirmektedir. Enzim
ilavesi 0Ozellikle sert ve elastiki hamurlar icin uygundur. Hamura yapilan
enzimatik muamele, hamurun elle veya makine ile tGretimini kolaylastirir, béylece
arlinlerin daha genis bir aralikta Gretilmesini sadlar. Proteazlarin ilavesi ile artan
somun hacimlerinde karisma zamanini yaklasik %25 oraninda azaltmaktadir.
Ozellikle Bacillus subtilis proteazlari kek, biskiivi ve kraker yapiminda
kullanilmaktadir. Bu proteazlar hamurlarin  yumusamasini geciktirmek igin
kullanilir ve 6zellikle kraker Gretiminde cok onemlidir (Fadiloglu ve Erkmen 2004,
Celik 2006). Bu alanda asidik mantar proteazlar amilazlarla birlikte kullanilarak

drdndn tadina ve aromasina da etki etmektedir (Uhlig 1998, Krajewska 2003).

Aspartik proteaz grubuna dahil olan, sigir kimosin (rennin) uzun zamandir
peynir yapimi sirasinda sitiin kesilmesi veya pihtilasmasi igin kullaniimaktadir.
Kaynadi nedeniyle sigir kimosin pahali bir malzeme oldugundan alternatif olarak
domuzdan elde edilen pepsin de kullanilmaktadir, ancak pepsinin ylksek
proteolitik aktivitesi peynir 6zl igin istenmeyen bir durumdur. Bu ylzden, st
kesme enziminin cesitli mikrobik kaynaklari arastirilmistir. Sigir kimosin’in
icerdigi aktiviteye yakin olan peynir mayalarinin mikrobik kaynaklari,
Rhizomucor miehei, Mucor pusillus ve Endothia parasitica’dir. ilk iki organizma,
termofilik mantar, Gglinclsu ise bir mayadir. Mikrobik kaynaklar ile sigir kimosin
arasindaki farkhliklari en aza indirgeme calismalarina ragmen, farklar sigir

kimosinin peynir yapimi igin tercih edilmesine sebep olmaktadir (Orhan 2003).

Yiksek icerikte iyi kaliteli protein igerdiklerinden dolayi soya fasulyeleri
zengin bir besin kaynadi olarak yizyillardir kullanilmaktadir. Proteazlar birgok
soya urinld ve soya sosu hazirlamak igin kullaniimaktadir. Fungal alkalen ve
notral proteazlar soya sosu prosesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Soya
proteinlerinin  proteolitik modifikasyonu onlarin fonksiyonel 0&zelliklerini
dizeltmeye yarar. pH 8.0'de alkalaz ile soya proteinleri muamelesi ylksek
¢dzunurlik, iyi protein Urinlu ve dislk acilikta g¢ézinur hidrolizatlar ile
sonuglanmaktadir (Celik 2006).
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Proteolitik enzimler yad elde edilmesinde de uygulama alanina sahiptirler.
Ornedin Nijerya kavun cekirdedinden yad eldesinde proteolitik enzimler
kullaniimaktadir. Kavun cekirdedi %30 yad, %50 protein icermekte ancak yadin
tamami bilinen ¢bézgenlerle ekstrakte edilememektedir. Cekirdeklere proteolitik
enzimlerin uygulanmasi ile ekstrakte olabilen yag miktarini artmaktadir. Ayrica
proteazlar meyve sularini, alkolstz igkileri kuvvetlendirmede ve proteince zengin

diyet amacgl yiyeceklerin tretiminde kullaniimaktadirlar (Celik 2006).

1.7.4. Kozmetik ve ila¢ sanayisinde proteaziar

Proteazlar, kozmetikte sag bakimi Uriinlerinde, dis macunlarinda, istenmeyen
tliylerin yok edilmesini saglayan Urinlerde ve kontak lens sollsyonlarinda
kullanilmaktadir. Cilt ve sa¢ bakim urtnlerinde kullanilan kolajen6z hidrolizat ve
elastin maddeleri sidir tendonlarinin proteolitik hidroliziyle elde edilmektedir

(Langmaier ve ark. 2002).

Proteazlarin genis spesifisitesi ve cesitliligi tedavi edici ajanlarin gelisiminde
blyuk bir avantaj olarak kullanilir. Subtilisin ya da kollejenaz yanik ve yara
tedavisinde, antibiyotiklerin genis bir aralikta kullanimiyla kombine edilerek
kullanilmaktadir. E. coli‘den izole edilen asparajinaz lemfositik |6semilerin gesitli
formlarinda kan akigindan asparajini elimine etmek igin kullaniimaktadir (Rao ve
ark. 1998, Kurdya ve Simonenko 1994, Gupta ve ark. 2002). Seker hastalarinda
yaralarin gec iyilesmesine karsi proteaz absorban o6rti tedavisinde
metalloproteaz inhibitdrleri kullanilarak, yaralarin kronik halden akut hale
gecmesi saglanmistir (Lobmann ve ark. 2005). Yine proteaz inhibitéri ilaglar
kullanllarak basta HIV olmak (zere, viris kaynakh hastaliklarin tedavisi

yapilmaktadir (www.hatam.hacettepe.edu.tr, 2009).

1.7.5. Tekstil sanayisinde proteazlar

Tekstil sanayisinde proteazlar, protein esasli Urinlerin enzimatik ©6n
terbiyesinde kullaniimaktadir. Kumas Uretimi igin gerekli olan maddeler farkl
farkh lif yapisindadir. Yln, ipek, angora, kasmir dogal protein lifleri iken, soya
fasulyesi ve misir lifleri, kazein rejenere protein liflerindendir (Duran ve ark.

2007). Protein esasl liflerin dzelliklerini aminoasitlerin cinsi, miktari ve yerlesme
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sekli belirlemektedir. Bu 6zelliklere gore yilin esasli mamulillere papain, pronaz ve
pepsin ile midahale edilerek liflerin esnekligi sadlanmis, dodal kirlerden
arindirilmis ve daha beyaz bir renk elde edilmistir. Bu islemler proteolitik
enzimlerle, kimyasal maddelere gére hem zamandan tasarruf ettirmis hem de

cok daha iyi sonuglar vermistir (Karmakar 1999).

Yin gibi ipedin de tekstilde kullanilabilmesi icin proteazlarla miudahale
edilmesi gerekmektedir. Ham ipek ince, kesiksiz protein esaslh bir liftir. Ancak
ham ipekte fibroin ve serisin adi verilen protein vyapisinda maddeler
bulunmaktadir. Serisin maddesi ipedin kaygan ve parlak bir gériinimde olmasini
engellediginden istenmeyen bir maddedir ve proteolitik enzimlerle giderilmesi
gerekmektedir. Bu amagla en c¢ok pepsin, tripsin ve papain enzimleri
kullanilmaktadir (Duran ve ark. 2007).

1.7.6. Giimiis eldesinde proteaziar

Alkalin proteazlar, kullaniimis X-isini filmleri ya da fotograf filmlerinden
glmis eldesi amaciyla gergeklestirilen proseslerde genis kullanim alanina
sahiptir. Kullanilmig filmler jelatin tabakalarinda ortalama olarak %1.5-2 gimius
icermektedir. GUmusln geri kazanilabilmesi igin ise, jelatin tabakasinin filmden
ayrilmasi gerekmektedir. Geleneksel uygulamalarda, filmin yakilarak gimiusin
geri kazanilmasi cevre Kkirliligine yol actigindan, jelatin tabakanin enzimatik
hidrolizi tercih edilmekte ve bu yolla gimisin yaninda polyester filmin de geri
kazanimi saglanmaktadir. Bu islemde bakteriyel proteazlarin yaninda pankreatik

proteazlar kullanilabilmektedir (Horikoshi 1999).

1.7.7. Atik isleme prosesinde proteaziar

Proteazlar, gida endistrisinden gelen ve evlerden c¢ikan atiklarin
islenmesinde uygulama alanina sahiptir. Ayrica, proteazlarin dogada atik olarak
bol miktarda bulunan boynuz, kil, tirnak ve sag gibi lifli proteinleri de yararl
biyokutle haline ddénlstlrebilmektedirler. Bu konuda yapilan galismalarda, 1989
yilinda Venugopal ve cgalisma arkadaslari B. megaterium hicrelerini kalsiyum
aljinat Gzerine immobilize etmis ve immobilize hicrelerle hiicre disi proteazlar
sararak balik etinin ¢6zindlrilmesini saglamistir (Venugopal ve ark. 1989).

1992 yilinda Dalev ve Simeonova deri endUstrisindeki temel atiklari islemek
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Uzere B. subtilisten Urettikleri alkalen proteazla, atiklardan hayvansal tutkal gibi
yararh Urlnler Uretmislerdir (Dalev ve Simenova 1992). Ayrica, Dalev 1994
yilinda B. substilis’ ten Uretilen alkalen proteazlarin, kiimes hayvanlarinin kesim
yerlerindeki kus tiyd atiklarinin islenmesindeki kullanimini agiklamistir (Dalev
1994). Kimes hayvanlarinin agirliginin %/5’ini olusturan tlyler ve sert keratin
yapinin tamamen pargalanmasi sonucu olusan Griin 6nemli bir protein kaynadi
olarak degerlendirilmektedir. Bu Uriin yiksek protein icerigi nedeniyle yem olarak
kullaniimaktadir (Anwar ve Saleemuddin 1997, Oztiirk 2004).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2. 1. Materyal

Calismada kullanilacak Bacillus suslar Tarkiye'nin 21 farkh ilinden alinan
toprak o6rneklerinden izole edilmistir. Izolasyon sonucu en yiiksek proteaz
aktivitesine sahip Bacillus sp.’ler, farkh igerikli ortamlarda dretilmisler ve
bunlardan en iyi enzim Uretenin saptandigi reme ortami ve Bacillus sp. tespit

edilerek, calismaya bu bakteri ile devam edilmistir.

Sekil 2.1. Kullanilan toprak Orneklerinin alindidi iller: Adana, Alanya, Amasya,
Balikesir, Bilecik, Burdur, Bursa, Edirne, Istanbul, izmir, Kayseri, Kirklareli,

Konya, Kiitahya, Manisa, Mersin, Mugla, Nigde, Trabzon, Tokat ve Tunceli.
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2.2. Metod

2.2.1. Bakteri izolasyonunda kullanilan kiiltiir ortamlari

izolasyonda kazein ve yagsiz sit tozu (skimmed milk) iceren iki farkli ortam

kullanilarak, proteaz aktivitesinin zon olusumu ile gdzlenmesi saglanmistir.

Sat tozu iceren ortamin hazirlanmasinda, yadgsiz st tozu ve diger tim
maddeler ayri ayn iki erlende karnistirilmis ve bu sekilde otoklavlanmistir. Kazeinli
ortamin hazirlanmasi igin ise, kazein suda g¢ozlinmediginden, 0.1 M NaOH
icerisinde kaynatilarak ¢ozdurilmuistar. Karisim uygun sicaklida getirildikten
sonra, 1/3 oraninda seyreltiimis fosforik asit ile karisimin pH1 7.0%ye
ayarlanmistir. Daha sonra ¢dzinmis kazein ve Cizelge 2.1’ de belirtilen diger
maddeler karistirilarak 121°C’'de 15 dakika sire ile otoklavlanmistir. Otoklav
islemi bittikten sonra 50-55°C’ye kadar sodgutulan besiyerleri, 180°C'de 1 saat
pastor firininda steril edilen petri kaplarina 15%er mL dokilerek sodumaya

birakilmistir.

2.2.2. Proteaz pozitif bakterilerin izolasyonu

Calismalarda kullanilacak olan proteaz pozitif bakterilerin izolasyonu igin,
topraklarin ince kisimlarindan 0.25 g tartilmis ve 10 mL steril fizyolojik tuzlu su
icerisinde iyice vortekslenerek karistirlmistir. Ornekler, 60°C’'de 30 dakika
tutularak vejetatif formlarin 6lmesi, ortamda yalnizca sporlu bakterilerin kalmasi
saglanmis ve tlplerin agizlari kapatilarak sogumaya birakilmistir (Lennette ve
ark. 1985).

Bakterilerin proteaz Uretme kapasitelerinin kati besiyerinde belirlenmesi
amaciyla iki farkh besiyeri kullanilmistir (Cizelge 2.1). Hazirlanan toprak
drneklerinden 107, 10, 107, 108 ve 10 olmak (zere seri diliisyonlar yapiimis
ve petrilere 0.1 mL 6érnek pipetlenerek yayma yéntemine goére ekim yapilmistir
(Temiz 1994). Ekimi tamamlanan petriler 37°C’de 18 saat inkiibasyona birakiimis,
kolonilerin etrafinda zon olusumu izlenmistir ve bu slire sonunda etrafinda agik
renkli zon olan koloniler proteaz pozitif olarak belirlenmis ve agik renkli zonlarin

blyuklUkleri cetvel ile 6lglilmUstir. Calismada 54 adet saf kaltir
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elde edilmis olup, bakteriler nitrient brothlu agarh ortamda kultlre edilerek, daha

sonraki calismalarda kullaniimak tizere +4°C’de saklanmistir.

icerik Kazeinli Besiyeri (%) | Yagsiz Siit Tozlu Besiyeri (%)
(Sangeethaa ve Phil 2008) (Qadar ve ark. 2009)
Pepton 0.5 0.1
Yeast ekstrakt 0.3 -
NacCl 0.5 0.5
Agar 2 2
Kazein 0.5 -
Skimmed Milk - 1
pH 7.0 7.0

Cizelge 2.1. Proteaz pozitif bakterilerin segciminde kullanilan kati besiyerleri
(Sangeetha ve Phil 2008, Qadar ve ark. 2009)

2.2.3. Bacillus'un taksonomik siniflandiriimasi
fizyolojik 6zelliklerin belirlenmesi

icin morfolojik ve

Elde edilen bakterilerden, en blylk zon capina sahip bakterilerin saf

kalturlerinin morfolojik ve fizyolojik 6zellikleri incelenerek, Bergey’s Manual of

Systematic Microbiology’den alinan tayin anahtarinda gdre Bacillus'lar
belirlenmistir (Buchanan and Gibbons 1974).
icerik Hareketlilik Nisastanin Katalaz Spor Gram
Testi Hidrolizi Testi | Testi Boyama Boyama
(% 9) (% 9) (% 9) (% 9) (%9)
Nisasta - 0.5 - - -
Nutrient 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Broth
Agar 1 2 2 1 1
pH 7.0 7.0 7.0 7.0 7.0

Cizelge 2.2. Biyokimyasal testlerde kullanilan besiyerleri (Cotuk 2003).
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Bacillus cinsini tanimak igin 3 adet biyokimyasal test ve 2 adet morfolojik test

olmak Uzere, toplam 5 adet test yapilmistir (Cizelge 2.2).

2.2.3.1. Hareketlilik testi

Hareketlilik testi icin agar ve nitrient broth kullanilarak ortam hazirlanmistir
(Cizelge 2.2). Steril petriler, alt taraflarindan kalemle cizilerek ikiye bolinmius ve
bakteri ekilecek kisim isaretlenmistir. Belirlenen bdlgeye 0.1 mL pipetlenen
Uremis sivi kaltlr, gizgiyi gecmeyecek sekilde, drigalski 6zesi ile iyice yayildiktan

sonra 37°C’'de 18 saat boyunca inkibasyona birakiimistir (Temiz 1994).

2.2.3.2. Katalaz testi

Katalaz testinde kati ve sivi ortamlar kullanilarak, farkh yoéntemlerle test
yapilabilmektedir. Calismada ise, %0.8 nutrient broth iceren agarl ortama ekilmis
bakteriler, 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda olusan
koloniler Uzerine 1-2 damla %3’lik H,0, damlatimis ve gaz cikisi olup

olmamasina gore degerlendirme yapilmistir.

2.2.3.3. Nisastanin hidrolizi testi

Cizelge 2.2'de gosterilen ortama, seri dillisyon yapilan bakteriler tek koloni
olusturacak sekilde ekilip, 37°C’de, 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasinda, besiyerine %0.5 I (iyot) ve % 5 KI (potasyum iyodir) ile hazirlanmis
iyot ¢ozeltisi damlatilarak koloniler etrafinda agik renkli bélge olusumu izlenmistir

(Koneman ve ark. 1992).
2.2.3.4. Gram boyama
Gram boyama islemi Temiz (1994)'in belirttigi yonteme gore yapilmistir.

Buna gore; bakterilerin 18 saatlik taze kultlrlerinden, steril 6ze ile alinarak 1

damla steril distile su ile yayma preparat hazirlanmis ve preparatlar havada
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kurumaya birakilmistir. Kuruma tamamlandiktan sonra lamlar 3 defa alevden
gegcirilerek tesbit islemi yapilmistir. Daha sonra lamlarin Gzerine, mikrobiyal film
tabakasini kaplayacak sekilde, bol miktarda kristal viole damlatilarak 1 dakika
beklenmistir. Kristal viole yikanarak uzaklastirildiktan sonra lamlarin (zerine
%0.5 I ve % 5 KI ile hazirlanmis gram iyodin (lugol) dokillerek yine 1 dakika
beklenmistir. Boya, suyla uzaklastiriimis ve lamlar %95‘lik etil alkol ile renk
kayboluncaya kadar yikanmistir. Ardindan, film tabakasinin (zerine safranin
eklenmis ve 45 saniye beklenmis ve boya yikanarak uzaklastiriimistir. Bu sekilde
hazirlanan preparatlar, havada kurutulmus ve immersiyon yagi ile 10X100'lik
objektifte, Olympus CX31 marka i1sik mikroskobunda incelenmistir. Iyi boyanmis
olan dérneklerde Gram (+) olan mikroorganizmalar koyu mor (menekse) renkli,

Gram (-) olanlar ise agik pembe renkli gériintimleri ile ayirt edilmistir.

2.2.3.5. Spor boyama

Endospor boyama islemi Ozkaya-Durlu (2000)'nun belirttigi yénteme gére
yapiimistir. Buna gére; taze kiltirleri hazirlanan bakteriler, lam UGzerine 1 damla
steril distile su ile iyice yayillarak havada kurutulmus ardindan 3 kez alevden
gecirilerek fiske edilmistir. Ornekler malasit yesili ile alevde 5 dakika etkiye
birakilmis ve buharlastikca boya ilave edilmistir. Distile su ile yikanan érnekler 30
saniye safranin ile boyanmis ve distile suyla tekrar yikanip havada kurutulduktan
sonra bakteri sporlarinin  morfolojileri, Olympus CX31 marka arastirma

mikroskobu kullanilarak incelenmistir.

2.2.4. Bakteri liretiminde kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilan bakterilerin saklanmasi, gelistiriimesi ve proteaz Uretim
kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla farkli besiyerleri kullaniimistir (Cizelge 2.3).
Buna gore, bakterilerin buzdolabi kosullarinda uzun stire dayanmalarini saglamak
icin, Cizelge 2.3'de verilen kdiltir saklama besiyeri kullaniimis olup, kaltdrler 30
glinde 1 kez vyeniden hazirlanan agarli besiyerine asilanmak sureti ile

korunmuglardir.
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icerik Kiiltiir saklama besiyeri (% g) | Bakteri gelistirme besiyeri (% g)
Nutrient Broth 0.8 0.8

NaCl 0.8 -

Agar 2.0 -

pH 7.0 7.0

Cizelge 2.3. Bakteri Uretiminde kullanilan besiyerleri.

2.2.5. Enzim iiretimi icin uygun besiyeri segimi

Biyokimyasal ve morfolojik testler sonucunda tespit edilen 4 adet Bacillus

sp.’den, proteaz Uretim kapasitesinin belirlenmesi amaciyla, farkh icerikli 2 adet

besi ortami denenmis ve en ylksek proteaz lretiminin elde edildigi besiyeri tespit

edilmistir. Kullanilan ortamlar Cizelge 2.4'te belirtilmistir.

Igerik Besiyeri 1 Besiyeri 2
(% 9) (Qadar ve ark. 2009) (Sangeetha ve Phil 2008)
Glukoz 0.1 1
Pepton 1 0.5
Maya oziitii 0.02 0.3
MgSO, 0.01 -
MgCl, - 0.02
CaCl; 0.01 0.04
K,HPO, 0.05 -
pH 7.0 7.0

Cizelge 2.4. Proteaz uretim ortaminin tespitinde kullanilan sivi besiyerleri

(Sangeetha ve Phil 2008, Qadar ve ark. 2009).
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2.2.6. Bakteri iiretim kosullari

Kultar saklama ortamindan (Cizelge 2.3) steril 6ze ile alinan bakteri kultird,
icerisinde 25 mL bakteri gelistirme besiyeri (Cizelge 2.3) bulunan 100 mL'lik
erlene asilanmis, 37°C’de 150 devir/dk calkalama hizina sahip inktbatérde 18

saat slre ile Uretilmistir.

Bu bakterinin enzim Uretim kapasitesini saptamak amaciyla 18 saatlik bakteri
kultlrlerinin 600 nm’deki optik yodgunluklari (O.D) spektrofotometre (Beckman
Coulter-DU 700) kullanilarak, bir standart elde edebilmek amaciyla, steril
fizyolojik tuzlu su ile 0.3e ayarlanmistir. Bu sekilde ayarlanan kaltar
cozeltilerinden, icerisinde 150 mL maksimum enzim Uretiminin elde edildigi enzim
Uretim besiyeri (Cizelge 2.4) bulunan 500 mL'lik erlenlere %1 oraninda asilanmis
ve 37°C’de 150 devir/dk calkalama hizina sahip inkliibatérde 72 saat siire boyunca
inkiibe edilmistir. Ureme ve enzim aktivite tayinleri 16., 24., 40., 48., 64. ve 72.
saatlerde yapilarak bakterinin gelisme grafigi cikarilmis ve maksimum enzim

dretim zamani saptanmistir.

2.2.7. Bakteri liiremesinin olgiilmesi

Bakteri  (Uremesinin  belirlenmesi amaciyla, besiyerinin  bulanikhgi
spektrofotometrik olarak 6lgllmustir. 2.2.6'da belirtilen ydéntemle inkibasyona
birakilan besiyerlerinden, belirlenen saatlerde (16., 24., 40., 48., 64. ve 72.
saatler) érnek alinarak, 600 nm dalga boyunda okunmustur. Proteaz Uretiminde
kullanilan besiyeri kor olarak kullanilmistir ve optik yogunluk (OD) dederlerinin

okunmasiyla bakteri Gireme miktari belirlenmistir.

Elde edilen optik yodunluk (OD) degisimleri, zamana karsi grafiklenerek

gelisme egrileri gikariimistir.
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2.2.8. Toplam proteaz aktivitesi (TPA) tayini

Toplam proteaz tayini Anson tarafindan 6nerilen yéntemin bir modifikasyonu
ile yapilmistir (Keay ve Wildi 1970). Bu amagla, bakteri suslari 6n inkibasyon
ortaminda canlandirildiktan sonra enzim Uretim ortamina ekilmisler ve 37°C'de
150 devir/dk galkalama hizina sahip olan inkiibatérde lGremeye birakilmislardir.
Daha sonra belirlenen saatlerde (16, 24, 40, 48, 64, 72) alinan 10 mL 6rnek
6000 devir/dakika’da 15 dakika santrifijlenerek enzim iceren kisim peletten
ayrilmistir. Uretim ortamindan alinan érnekler yerine, ayni miktarda taze besiyeri,

steril sartlarda Uretim ortamina eklenmistir.

Proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, substrat olarak %2’lik kazein
cozeltisi kullaniimistir. Buna goére, 2 gram kazein 20 mL 0.1 M NaOH ile
kaynayincaya kadar sirekli karistirilarak isitilmis ve tamamen g¢ézlinmesi
saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan kazein c¢ozeltisinin hacmi 0.05 M fosfat
tamponu (pH:7.0) ile 100 mL'ye tamamlanmis ve pH’si 1/3 oraninda seyreltilmis

fosforik asit ile 7.0'ye ayarlanmistir.

Enzim ve substrat ¢ézeltileri karistinlmadan 6nce, subtrat ¢dzeltisi 10 dakika
slireyle 37°C’de tutularak reaksiyon sicakliina getirilmistir. Bu sekilde hazirlanan
cozeltilerden, tip igerisine 1’er mL aktariimis ve 37°C’de 10 dakika sireyle inkibe
edilmistir. SUre sonunda tepkime, tlp igerisine, 2 mL 0.4 M Triklor asetik asit
(TCA) cozeltisi konarak durdurulmustur. Bu karisim, 37°C'de 20 dakika
bekletildikten sonra 6000 devir/dakika’da 10 dakika santrifijlenerek siipernatant
kismindan alinan 1 mL’lik 6rnede, 5 mL 0.4 M NaCOs; ve 1 mL 1/3 oraninda
seyreltilmis folin ¢ozeltisi eklenmis, karisim vortekslendikten sonra 20 dakika
boyunca oda sicakhdinda, karanlikta bekletilmistir. Bu slire sonunda ¢ozeltinin
optik yodgunlugu, enzim aktivitesinin belirlenmesi icin 660 nm'de kére karsi

okunmustur.

Proteaz aktivitesi Olglimlerinde, standart egri 0-60 pg/mL tirozin iceren
cozeltiler ile hazirlanmistir. Yonteme goére 1 pg/mL tirozin, 2 U/mL enzim
aktivitesine karsilik gelmektedir (Keay ve Wildi 1970). Enzim aktivitesi standart
kosullarda, 1 pg/mL tirozin agiga gikaran enzim miktari olarak tanimlanmistir.
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2.3. Bakteri Gelisimi ve Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Faktorler

2.3.1. Karbon (C) kaynaklarinin etkisi

Mikroorganizmalarin Uremesinde karbon kaynaklarinin dnemi g6z &nine
alinarak farkh karbon kaynaklari ile cgalisilmistir. Bu amagla, enzim (retim
ortaminda bulunan glikoz yerine, ayni oranda fruktoz, maltoz, sakkaroz ve

gliserol karbon kaynadi olarak kullaniimistir.

Besiyerine katilan tim karbon kaynaklar 121°C’de yapilarinda bozulma olacadi
icin, ayri olarak, 0.45 ym caph mikrofiltrelerle (Orange Science) steril edilmis ve
bu sekilde diger maddelerle karistirlmistir. Bakterilerin asilanmasi 2.2.8'de
belirtildigi gibi yapilmis ve inkiibasyon boyunca belirli araliklarla alinan oérneklerde

Ureme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir.

2.3.2. Azot (N) kaynaklarinin etkisi

Azot kaynaklarinin bakterilerin Greme kapasiteleri Uzerine olan etkilerinin
arastirilmasi amaciyla cesitli azot kaynaklarinin, enzim Uretimine olan etkileri
arastinlmistir. Bu amacgla, Cizelge 2.4'te verilen enzim Uretim ortaminda azot
kaynadi olarak kullanilan pepton ve maya 6zltl yerine, organik azot kaynadi
olarak, ayni oranlarda skimmed milk, tripton, misir islatma suyu (corn steep-
liquor), soya unu ve kazein, inorganik azot kaynadi olarak ise KNOs ve (NH,4),S04
kullanilmistir. Ayrica N kaynadi olarak maya 0zltlinln etkisini gorebilmek
amaciyla, pepton yerine maksimum proteaz aktivitesi saglayan azot kaynad ile

maya 6zUitl bulunan optimum ortamda proteaz aktivitesine bakilmistir.

Besiyerindeki N kaynaklarinin toplam miktari %10.2 g olarak belirlenmis
olup, besiyeri ile birlikte 121°C’'de steril edilmistir. Uretim 2.2.6'da belirtildigi gibi
yapilmis ve inkibasyon boyunca belirli araliklarla alinan 6érneklerde Ureme ve

proteaz aktivite tayinleri yapiimistir.
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2.3.3. Metal iyonlarinin etkisi

Besiyerinde bulunan metal iyonlarinin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesi
Uzerine etkisini arastirmak amaciyla, Cizelge 2.4'te verilen enzim (retim
ortaminda bulunan kalsiyum klortr (CaCl,) ve magnezyum sulfat (MgSQO,) yerine,
bunlarin ayni oranlarinda LiSO4.H,O, BaCl,.2H,O0, MnCl;.4H,0 ve CuSO,

kullanilmigtir.

Denemelerde, dnce CaCl, sabit tutularak MgSO, yerine sirasiyla Li*?, Ba*?,
Mn*? ve Cu*? kombinasyonlar kullanilmis, daha sonra MgSO, sabit tutularak
CaCl, yerine sirasiyla Li*?, Ba*?, Mn*? ve Cu*®> kombinasyonlari denenmistir.
Ayrica metal olarak sadece CaCl, ve sadece MgSO, iceren ortamlarda proteaz
aktivite tayini yapilarak, en ¢ok hangi metal iyonunun enzim Uretimini etkiledigi

belirlenmistir.

Metal iyonlari, besiyerine katilmadan 6nce ayrn ayr bir miktar distile su
icerisinde coziundirilmis ve bu sekilde ortama katilmis, daha sonra 121°C’ de
steril edilmistir. Uretim 2.2.8’ de belirtildi§i gibi yapilmis ve inkiibasyon boyunca
belirli araliklarla alinan érneklerde Greme ve proteaz aktivite tayinleri yapiimistir.

2.3.4. Maksimum proteaz iliretimi igcin modifiye ortamin hazirlanmasi

Enzim Uretim ortami olarak belirlenen besiyerinde (Cizelge 2.4) bulunan
karbon kaynaklari, azot kaynaklari ve metal iyonlarn dedistirilerek daha yiksek
miktarda proteaz lretimi saglanmaya calisiimistir. Bu amacgla gesitli karbon, azot
ve metal iyonlarindan en ylksek proteaz aktivitesini sadlayan maddeler
belirlenmis ve enzim Uretim ortami (Cizelge 2.4) baz alinarak yeni bir modifiye

besiyeri olusturulmustur.

2.4. Enzim Karakterizasyonu

Proteaz enziminin karakteristik 06zelliklerinin belirlenmesi amaciyla saf
enzimde sicaklik, termostabilite, pH, pH stabilitesi, enzimin molekiler agirhginin
belirlenmesi gibi gesitli parametrelerin dlgimleri yapilmis ve enzimin 6zellikleri

hakkinda bilgi edinilmistir.
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2.4.1. Sicakhigin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Proteaz enziminin aktivitesi tzerine sicakligin etkisinin arastiriimasi amaciyla
37, 40, 50, 55, 60, 65, 70 ve 80°C’lerde aktivite tayini yapilmis ve maksimum
aktivitenin elde edildigi sicaklik dereceleri belirlenmistir. 37°C'de 6lglilen enzim
aktivitesi %100 olarak kabul edilerek, elde edilen diger enzim aktivite dederleri,
bagdil aktivite cinsinden grafiklendirilmistir.

2.4.2. Termostabilitenin belirlenmesi

Enzimde termostabilitenin belirlenmesi amaciyla, 1 mL enzim 6érnedi alinmis
ve maksimum proteaz aktivitesi gorllen sicaklik derecesinde 30 dakika, 1 ve 2
saat slreyle tutularak aktivite tayinleri yapilmistir. Aktivite degerleri, 10 dakika
inkibasyon sonucu elde edilen deder 100 kabul edilip, buna goére (%) olarak

hesaplanmistir.

2.4.3. pH’'nin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Farkl pH dederlerinin enzim aktivitesine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla
pH 4.0, 5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 ve 9.0 degerlerine sahip fosfat tamponlari ile
hazirlanmis subtratlarla, proteaz enzimi tepkimeye sokulmustur. Her bir deneme
sonunda maksimum aktivite gortlen pH dederi saptanmistir. pH 7.0’de elde
edilen enzim aktivite dederi %100 olarak kabul edilmis ve diger sonuglarin bagil

aktiviteleri buna goére dizenlenmistir.

2.4.4. pH stabilitesinin belirlenmesi

pH stabilitesinin belirlenmesi amaciyla, enzim 6érnedi maksimum aktivite elde
edilen pH dederinde, 30 dakika, 1, 2, 3 ve 4 saat slireyle tutulmus ve enzim
aktivitesine bakilmistir. Burada, maksimum pH’da 10 dakikalik inktbasyon
sonucu elde edilen aktivite dederi 100 olarak kabul edilmis ve Olgllen diger

sonuglar buna goére (%) olarak grafiklendirilmistir.



43

2.4.5. Metal iyonlarinin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Calismada kullanilan proteaz enzimine metal iyonlarinin etkisinin belirlenmesi
amaciyla CacCl,, MgSO,, MnCl,, LiSO,, BaCl,, CuSO, ve ZnSO, metalleri
kullanilmistir. Metaller, enzim aktivitesi dlgiminde substrat olarak kullanilan
kazein ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra igerisine 5 mM konsantrasyonda olacak
sekilde katilmistir. Elde edilen sonuglar, igerisinde higbir metal iyonu bulunmayan
kontrol c¢ozeltisi ile elde edilen aktivite %100 olarak kabul edilip, buna gdre %

olarak hesaplanmistir.

2.5. Enzimin Kismi Saflastirilmasi

Kismi saflastirma ve karakterizasyon igin 54 adet bakteriden en ylksek
proteaz aktivitesine sahip olan Bacillus sp.’den elde edilen proteaz enzim goézeltisi
kullanilmistir. Saflastirma amaciyla bakteri, modifiye besiyerinde 64 saat sire ile
inkiibasyona birakilmis, ardindan birbirini takip eden 2 basamakta kismi olarak
saflastiriimistir. Kaba enzim ve herbir basamaktaki enzim 6rneklerinde enzim
aktivite ve protein tayinleri yapilmistir. Protein, standart olarak ‘Sigir Serum

Albumin’ i kullanilarak Lowry ve ark. (1951) metoduna goére belirlenmistir.

2.5.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

500 mL'lik erlen igerisine 150 mL modifiye ortam eklenmis ve 64 saat
boyunca inklibasyona birakilmistir. Sire sonunda besiyeri, 6000 devir/dakika’da
+4°C'de santriftijlenmis ve elde edilen enzim cozeltisi steril bir kapta toplanmistir.
Enzim c¢ozeltisinin Uzerine, son konsantrasyon %75 olacak sekilde, toz haline
getirilmis amonyum silfat ((NH4),S0,4) cok yavas bir sekilde eklenerek manyetik
karistirici Uzerinde c¢ozindaralmustar. Bu sekilde hazirlanan karisim +4°C'de,
manyetik karistiricida karistirilarak 1 gece bekletiilmis ve daha sonra karisim
12500 devir/dakika’da +4°C’de 20 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Ustte kalan
sivi kisim ayrilmis ve pelet 50 mL 0.01 M fosfat tamponu (pH:7.0) ile siispanse

edilmigtir.



44

2.5.2. Diyaliz

Amonyum silfat ¢oktlirmesi sonucu elde edilen sispansiyon 12000 ve
Ustiindeki molekdl agirhikhh maddeleri tutan diyaliz tipine konmus ve tip sikica
kapatilarak icerisinde 500 mL, 0.01 M fosfat tamponu olan mezire konmustur.
Mezlrin icine bir balik atilarak karisimin sirekli hareketi saglanmis ve bu sekilde
+4°C'de, tampon 2 defa degistirilerek bekletilmistir. Tamponun son kez
degistirilmesine karar verebilmek igin, diyalizde olan tampondan bir miktar alinip
Uzerine 0.1 N HCI ve doygun BaCl, ¢Ozeltisinden 1-2 damla damlatilmis ve
bulaniklik gérilmemesi sonucu diyaliz bitirilmistir (Trautwein ve Kuhlmann 1982).

Elde edilen diyalizatta, protein ve enzim aktivite tayinleri yapilmistir.

2.5.3. Protein miktarinin belirlenmesi

Protein miktarinin belirlenmesi igin de Lowry Metodu kullaniimistir (Lowry
1951).

Protein standart grafiginin olusturulmasi igin, 0.15 g BSA 10 mL distile suda
¢ozulmustlir. Hazirlanan 6rnekten 1 mL alinip, hacim 100 mL'ye tamamlanmistir.
Konsantrasyonu 0-150 pg/mL olacak sekilde uygun sulandirma vyapilarak
hazirlanan oOrneklerin absorbanslari 546 nm’de Olgllmis (Beckman Coulter-UD

700) ve standart egri grafigi hazirlanmistir.

Ayirag A: % 3’lik Na,CO3 (0.1 N NaOH’ da ¢bziinms)

Ayirag B: % 1’lik CuSO,4 (% 1’ lik K-Na -tartarat’ da ¢6zinmus)

Ayirag C: % 2’'lik K-Na-tartarat

Ayirac D: ihtiyaca gére ginlik A, B ve C ayiraglarindan hazirlanir (25:1:1
oraninda).

Ayirag E: 1:1 oraninda seyreltilmis Folin ciocalteus fenol ayiraci

1 mL 6rnek alinmis, lGzerine D ayracindan 5 mL eklenmis ve karistirildiktan
sonra 10 dakika karanlikta inkibe edilmistir. Kor igin ise 1 mL distile su ve D
ayraci alinarak ayni islemler uygulanmistir. Daha sonra 0.5 mL E ¢ozeltisi
eklenerek vortekslendikten sonra karanlkta 20 dakika beklenmis ve kére kars,

546 nm’de okunarak sonuglar elde edilmistir.
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2.6. Enzimin Molekiiler Agirhiginin Tespiti

Enzimin molekller agdirhdinin  belirlenmesi icin  Sodyum Dodesil Sdilfat-
Poliakrilamid Jel Elktroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullaniimistir (Laemmli 1970).

2.6.1. Cozeltilerin ve jelin hazirlanmasi

a) Polimer matriksi kurmak igin akrilamid ve N, N’-metilen-bisakrilamid
kullanilmigtir. Bunun igin; 28.8 g akrilamid ve 1.2 g bis akrilamid tartilip distile su
ile toplam 100 mL igerisinde ¢ozdirilmis ve Whatman No:1 filtre kagidindan
sliztilerek, kahverengi bir sisede 0-5°C’de muhafaza edilmistir. Bu c¢ozelti 2 ay
sureyle bozulmadan saklanabilmektedir (Sarikaya 1995). Akrilamid ¢ok guUgla bir

norotoksik madde oldugundan calisilirken eldiven ve maske kullaniimalidir.

b) Tris-HCI (1.5 M, pH: 8.6)
Cozeltiyi hazirlamak igin 3.025 g Trizma Base ve 0.2 g SDS tartilmis ve bir miktar
suda ¢ozuldikten sonra ¢ozeltinin pH’si konsantre HCl ile 6.8’ e getirilerek hacim

100 mL’ ye tamamlanmistir.

c) %10’luk Amonyum Per Siilfat (APS)

10 g APS tartilmis ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

d) Yiritme Tamponu (Running Buffer)
Trizma Base 1.21¢g

Glisin 5.76
SDS 1.0
Distile Su 1000 mL

f) Ornek Tamponu
0.5 M Tris-HCI pH: 6.8 2.56 mL

Gliserol 4.0 mL
SDS 1.0g

Distile Su 1.5mL
2-Merkaptoetanol 2.0 mL

Bromfenol mavisi Spatul ucu
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Bu c¢ozelti 4 defa konsantre bir c¢ozelti oldugundan kullanim sirasinda

seyreltilmelidir.
g) Boyama Cozeltisi
1.5 g Coomassie-brilliant R-250 mavisi 250 mL isopropil alkolde ¢6zlilmis, daha

sonra Uzerine 100 mL asetik asit ve 650 mL distile su eklenmistir.

h) Yikama Cozeltisi

Isopropil alkol 250 mL
Asetik asit 100 mL
Distile su 650 mL

Jelin Hazirlanmasi:
SDS-PAGE icin 2 tip jel hazirlanir.

1) %10'luk Ayirma Jeli
%230 Akrilamid-bisakrilamid 5.78 mL

Distile Su 7.13 mL
1.5 M Tris-HCI pH:8.6 4.33

%10 APS 86.7 pL
TEMED 8.16 pL

2) %4'lik Sikistirma Jeli
%230 Akrilamid-bisakrilamid 0.546 mL

Distile Su 1.953 mL
0.5 M Tris-HCI pH:6.8 0.833 mL
%10 APS 20 pL
TEMED 3.33 pL

Jellerin hazirlanmasinda dikkat edilmesi gereken en dnemli nokta TEMED’ in
eklenmesidir. TEMED polimerlestirici ajan oldugundan, eklendikten sonra pipet ile
iyice karistinlmali ve vakit kaybetmeden c¢o6zelti cam plakalar arasina

dokulmelidir.

Ornekler hazirlandiktan sonra, cam plakalar elektroforez (Bio-Rad) mandalina
yerlestiriimis ve sizma olmayacak sekilde iyice sabitlenmistir. Ayirma jeli,
mikropipet yardimiyla cam plakalarin arasina yavasca doékidlmis ve lUlzerine

isopropil alkol dokiilerek, Gst ylzeyin dizgln bir sekilde donmasi beklenmistir.



47

Donma tamamlandiktan sonra alkol distile su ile iyice yikanmis ardindan kurutma
kagidi ile kalan su plakalarin arasindan alinmistir. Daha sonra sikistirma jeli de
ayni yontemle plakalarin arasindan dékilmuis, donmasi beklenmeden elektroforez
taragi yerlestirilmistir. Donma tamamlandiktan sonra tarak cikarilmis ve
kuyucuklarin dizgin bir sekilde olusmasi saglanmistir.

2.6.2. Orneklerin hazirlanmasi ve elektroforez kosullari

Proteaz enziminin molekiler agirhdinin belirlenmesi amaciyla 10 farkl protein
iceren (SigmaMarker S8445) c¢ozelti standart olarak kullaniimistir. Kaba enzim,
amonyum sulfat ¢céktirmesinde elde edilen supernatant ve pelet ile diyaliz sonrasi
orneklerinden 75 pL, ependorf tlplerine konularak uzerlerine 25 pL 6rnek
tamponu (bkz. 2.6.1. f) eklenerek hacim 100 ul’'ye tamamlanmistir. Tim tipler 5
dakika streyle kaynar suda bekletilmistir. Protein c¢ozeltisi (markir) igin ise;
liyofilize halde protein (markir) iceren tlipe 1 mL 6rnek tampon ilave edilerek

hazirlanmis olup, ayni islemler uygulanmistir.

Daha 6nce hazirlanmis olan jel, elektroforez tankina oturtularak alt ve Ust
hazneleri ylritme tamponu (bkz. 2.6.1. e) ile doldurulmustur. Tankin her iki
tarafina da konulmus olan jellerdeki kuyucuklarin igerilerine, mikropipet
yardimiyla 20 pL 6rnek konmus ve tanka akim verilerek elektroforez islemi
baslatiimistir. izleme boyasi jelin 1 cm altinda kalacak hale geldiginde ise
elektroforez islemi bitirilmistir. Jele, érneklerin diizgln bir sirada ilerlemesi igin
once 20 mA, ornekler ayirma jeline gectikten sonra ise 30 mA sabit akim
verilmistir. Elektroforez islemi yaklasik 2,5 saat sirmustar.

2.6.3. Boyama ve boyanin uzaklastirilmasi

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra Ust plaka jeli yirtmayacak sekilde
cikariimistir. Sikistirma jeli bir spatil yardimiyla, ayirma jelinden ayrilmis, markir
ylklenen kuyucudun kenari bir centik atillarak jel isaretlenmistir. Dikkatli bir
sekilde, yirtmadan cikarilan jel, igerisinde boyama ¢ozeltisi (2.6.1. g) bulunan

plastik kaba konarak 1 gece boyunca bekletilmistir.

Boyanan jel, iginde yikama ¢ozeltisi (2.6.1. h) bulunan baska bir kaba
alinarak boya uzaklastirilmistir. Orneklerin molekil agirliklari, standart proteinler

baz alinarak belirlenmistir.
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3. ARASTIRMA SONUCLARI

3.1. Proteaz Pozitif Bakterilerin Belirlenmesi

Calismada kullanilan 21 farkli toprak 6rnedinden, proteaz pozitif 54 adet
bakteri izole edilmis olup, proteaz pozitif bakterilerin izole edilmesi icin kullanilan
iki besiyerinden (Cizelge 2.1), yadsiz slt tozu iceren ortamin ¢ok daha net bir
zon olusumu sadladigi goralmistir. Proteaz pozitif 6zellik godsteren izolatin

besiyerindeki gorintisi Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1. Proteaz pozitif izolatin besiyerindeki gérintisa.

izole edilen bakterilerin proteaz liretim kapasitelerini belirlemek amaciyla,
agar Uzerinde olusturduklari acik renkli zonlar cetvel ile 6lglilmustir (Cizelge 3.1).
Zon caplarinin dlglilmesi sonucu, en yliksek aktiviteye sahip N-3, N-10, N-18, N-
35, N-36 ve N-40 numarall 6 adet bakteri belirlenmis ve bu bakteriler arasindan

Bacillus cinsinin belirlenmesi igin biyokimyasal ve morfolojik testler yapilmistir.



49

Bakteri No Zon Capi (cm) Bakteri No Zon Capi (cm)
1 (Amasya) 0.5 28 (Konya) 0.6
2 (Amasya) 0.3 29 (Alanya) 0.4
3 (Bilecik) 0.7 30 (Mersin) 0.2
4 (Kirklareli) 0.2 31 (Adana) 0.3
5 (Alanya) 0.4 32 (Izmir) 0.5
6 (Konya) 0.5 33 (Izmir) 0.6
7 (Konya) 0.6 34 (izmir) 0.6
8 (Alanya) 0.5 35 (Tunceli) 0.8
9 (Kayseri) 0.6 36 (Istanbul) 0.8
10 (Kayseri) 0.8 37 (Edirne) 0.6
11 (Manisa) 0.6 38 (Edirne) 0.4
12 (Konya) 0.6 39 (Mugla) 0.6
13 (Kiitahya) 0.4 40 (Bilecik) 0.9
14 (Balikesir) 0.5 41 (Mugla) 0.4
15 (Balikesir) 0.6 42 (istanbul) 0.6
16 (Adana) 0.2 43 (Burdur) 0.3
17 (Adana) 0.4 44 (Burdur) 0.4
18 (Adana) 0.8 45 (iIstanbul) 0.6
19 (Adana) 0.6 46 (Mersin) 0.5
20 (Nigde) 0.5 47 (Bursa) 0.3
21 (Nigde) 0.2 48 (Bursa) 0.2
22 (Trabzon) 0.3 49 (Bursa) 0.2
23 (Trabzon) 0.5 50 (Adana) 0.3
24 (Konya) 0.6 51 (Trabzon) 0.5
25 (Bilecik) 0.6 52 (Tunceli) 0.5
26 (Mersin) 0.5 53 (Kiitahya) 0.6
27 (Mersin) 0.4 54 (Nigde) 0.3

Cizelge 3.1. Toprak érneklerinden izole edilen bakterilerin zon gaplari.
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3.2. Biyokimyasal Ve Morfolojik Testler

Genel olarak Bacillus cinsini belirlenmek amaciyla asagidaki tayin anahtari
kullanilmaktadir (Sekil 3.2).

Bacillaceae ]7

Hicreler dairesel ]

Hicreler kaln
comaklar seklinde

| | Sporosarcina
Katalaz (+) } { Katalaz (-) }
|
Bacilius |
I
Clostridium

Sporolactobacillus

Sekil 3.2. Bacillus sp. izolatlarinin taksonomik ¢zellikleri (Buchanan ve Gibbons
1974).

3.2.1. Biyokimyasal testler

3.2.1.1. Katalaz testi

Katalaz bir enzim olup codunlukla aerobik mikroorganizmalar tarafindan
olusturulurlar. Bu enzim ortamdaki hidrojen peroksiti (H,O,) su ve oksijene
aynistirmaktadir. 2.2.3.2'ye go6re vyapilan katalaz testi sonunda, kati bakteri
kilttrlerine H,0, damlatildiginda, serbest oksijenin gaz kabarciklari halinde
gozlenmesi, hidrojen peroksitin ayrismasini dolayisiyla da katalaz varligini

gosterdiginden tim bakteriler katalaz (+) olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Belirlenen kolonilerde serbest oksijenin kabarciklar halinde gérinimu.

3.2.1.2. Nisasta hidroliz testi

Bacillus tlrleri 6zellikle a-amilaz enzimi Uretimi acisindan gok dnemlidirler ve
cogu tlrd nisastay! hidroliz edebilme yetenedindedir (Priest 1977). 2.2.3.3’e gore
yapilan test sonucunda, iyot varlijinda nisasta, besiyerinde mavi-siyah bir renk
vermistir. Bu durum nisastayi pargalayan enzimin bulunmadidinin bir gbstergesi
olup, eder nisasta hidroliz edilmisse koloni etrafinda acik renkli bir zon
olusumunun gorilmesi pozitif bir sonug olarak dederlendirilmistir. Denenen tim
bakterilerin nisasta hidroliz (+) olduklari gérilmustir (Sekil 3.4).

Koyu renkli,
iyotla
boyanmis,
nisasta hidrolizi
olmayan zon

Acik renkli,
nisasta hidrolizi
olan zon

Sekil 3.4. Nisasta hidrolizi sonucunda iyotla boyanmis ve boyanmamis bélgeler.
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3.2.2. Morfolojik testler
3.2.2.1. Koloni yapisi ve bakterilerin sekli

Bakteriler, farkh karakteristik koloni tiplerine sahiptirler (Sekil 3.5).

Koloni Tipleri

-
-
R

L

MNoktasal

Dalgah

Flamentli

Yuvarlak Rizoid

Sekil 3.5. Bakteriyal koloni tipleri (www.slic2.wsu.edu.tr, 2009).

Calismamizda elde ettigimiz bakterilerin noktasal, flamentli ve dalgal koloni
tipi 6zellik gosterdigi tespit edilmistir. Mikroskobik incelemeler (Olympus CX31)
sonucunda ise bakterilerin hepsinin cubuk (basil) seklinde oldugu goéralmustir
(Sekil 3.6).

Sekil 3.6. N-40 bakterisinin 100X objektifte gorinimu (Olympus CX31).
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3.2.2.2. Hareketlilik testi

2.2.3.1'e gore yapilan hareketlilik testi sonucunda 4 adet bakteri hareketli
(Sekil 3.7), 2 adet bakteri ise hareketsiz olarak belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Sekil 3.7. Petri kutusundaki yumusak agarli besiyerinde hareketlilik kontroli.

3.2.2.3. Gram boyama

Bakterilerin tanimlanmasinda énemli bir asama olan gram boyama 2.2.3.4'e
gore yapilmis olup, ilk boya olarak kullanilan kristal viyoleyi hicre iginde tutabilen
bakteriler gram (+4) olarak kabul edilmis olup, denemeye alinan tim bakteriler
mor menekse bir renk gostererek gram (+) olarak dederlendirilmislerdir (Sekil
3.8).
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:‘.'.;-' o ;'- T A :‘:L-'n' bf h _q’k
" L T e L T ~
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. S o b Tl “ -
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2> qY sy 4 ~
O Fse g i ! LN L an

Sekil 3.8. Gram (+) ve gram (-) bakterilerin gérinimu (www.nmpdr.org).
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3.2.2.4. Spor boyama

Spor olusumu Bacillaceae familyasinin tipik 6zelligidir. Endospor olusumu bu
familyanin Uyeleri olan Bacillus ve Clostridium cinsi bakterilerde gorilmektedir.
Denemeye alinan bakterilerde spor boyama 2.2.3.5’ e gbére yapiimis olup, tim
bakterilerin sporlu olduklari ve sporun hicre igindeki konumunun terminal (ug)
bélgede oldugu saptanmistir (Sekil 3.9, 2 nolu érnek). incelemeler Olympus CX31
marka 1sik mikroskobunda, 100X objektifte, immersiyon yad: ile yapilmistir.

Ancak fotograflar net bir sekilde elde edilememistir.

QUVOY0

2 3 4 5 6

Sekil 3.9. Bakterilerde gorilen spor tipleri. 1-4. Merkezi, 2-3-5. Terminal, 6.
Lateral endosporlar (http://www.answers.com, 2009).

TESTLER N-3 N-10 N-18 N-35 N-36 N-40
Koloni Sekli Dalgali Dalgal Flamentli Dalgal Flamentli  Flamentli
Sekil Basil Basil Basil Basil Basil Basil
Gram Boyama + + + + + +
Spor Boyama + + + + + +
Endospor Pozisyonu T T T T T T
Hareketlilik + + + - - +

Cizelge 3.2. Bacillus cinsinin belirlenmesinde kullanilan morfolojik testler ve test

sonuglari.

Yapilan biyokimyasal ve morfolojik testler sonucunda tim bakterilerin
Bacillus cinsine ait oldugu ancak hareketlilik testi sonucunda 2 adet bakterinin
hareketsiz sonu¢ gostermesine ragmen, bunlarin da Bacillus olduklari
dederlendirilmistir, c¢clnkl bu bakterilerde de spor olusumu gozlenmistir.
Dolayisiyla bu 2 bakterinin Bacillus’larin bazi hareketsiz tirleri icine dahil oldugu
distnlUlmustir. Calisma sonucunda 6 adet bakteriden sadece 4 tanesi proteaz

Uretimi igcin denemeye alinmistir.
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3.3. Proteaz Uretim Ortaminin Belirlenmesi

Denemeye alinan 4 adet Bacillus sp.’den maksimum enzim Uretimi amaciyla
2.2.5’ te belirtilen besiyerleri ve kiltlr sartlarinda bakteriler Gretilmistir. 16, 24,
40, 48, 64 ve 72. saatlerde yapilan aktivite tayini sonuglarina goére en yliksek
enzim aktivitesinin Besiyeri 1’de (Cizelge 2.4) goruldigu tespit edilmistir. Ayrica
denemeye alinan 4 adet bakteriden, Bilecik ili'nden alinan topraktan izole edilen
N-40 no’lu bakterinin en ylksek proteaz aktivitesine ve Greme kapasitesine sahip
oldudu belirlenmistir (Cizelge 3.3, Sekil 3.10).

inkiibasyon N-3 N-10 N-18 N-40
Siiresi U/mL | ODggg | U/mL | ODggo | U/mL | ODggo | U/mL | ODggo
16. saat 50 0.6 24 0.3 52 0.7 83 0.6
24, saat 64 0.6 56 0.5 68 0.9 100 0.7
40. saat 90 0.8 70 0.9 74 1.0 150 0.8
48. saat 99 0.9 85 1.3 90 1.2 182 0.9
64. saat 70 1.0 80 1.1 98 1.1 224 1.1
72. saat 64 1.1 60 0.8 83 0.7 214 1.0

Cizelge 3.3. 1 no’lu besiyerinde Uretilen 4 bakterinin enzim

aktivitelerinin karsilastirilmasi.

N-3 ve N-10 bakterileri 48. saatte maksimum enzim aktivitesine ulasirlarken,
N-18 ve N-40 bakterilerinin 64. saatte maksimum aktiviteye ulastiklar
saptanmistir (Sekil 3.10). N-10 bakterisinin 48. saatte gosterdigi proteaz lretim
kapasitesi 1.3 ile en ylksek dlizeyde kaydedilmistir.



56

250 -

Enzim Aktivitesi (IU/mL)

0+ \ \ \ \ \ \ \ \
0 10 20 30 40 50 60 70 80

inkiibasyon Siiresi (saat)

——N-3 —@—N-10 ——N-18 —m—N-40

Sekil 3.10. Bakterilerin Besiyeri 1’ de proteaz Uretim kapasitelerinin

karsilastirilmasi.

Enzim Uretimi genel olarak bakteri Gremesi ile paralel olup, maksimum enzim
Uretimine logaritmik fazda ya da logaritmik fazin sonundaki duradan fazda
ulasildigi belirlenmistir (Sekil 3.11).

Ureme (OD)

0 T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80
inkiibasyon Siiresi (Saat)

——N-3 —8—N-10 —A— N-18 —m—N-40

Sekil 3.11. N-3, N-10, N-18 ve N-40 no’ lu bakterilerin zamana bagli reme
degerleri.
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Bundan sonraki calismalara Besiyeri 1 ve Bacillus sp. N-40 olarak

isimlendirilen bakteri ile devam edilmistir.
3.4. Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Faktorler

Bakterilerin enzim Uretim kapasiteleri, bulunduklari ortama bagli oldugundan,
ortam sartlarinin degistirilmesi enzim Uretim miktarina etki etmektedir. Bu
nedenle, Besiyeri 1’de karbon (C), azot (N) ve metal iyonlari kaynaklari
dedistirilmis, dedisen ortam sartlarinin Bacillus sp. N-40’ In proteaz Uretim

kapasitesine olan etkileri belirlenmistir.

Calismalarda her deney iki kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde

ortalama dedgerler verilmistir.
3.4.1. Karbon kaynaklarinin etkisi

Ureme ortaminda bulunan karbon kaynaklarinin bakteri gelismesi ve enzim
Uretimi Gzerine etkilerini belirlemek amaciyla maltoz, sikroz, gliserol, fruktoz ve
nisasta iceren besiyeri ve ayni oranda bakteri 72 saat slreyle Uretilmis ve 16, 24,
40, 48, 64 ve 72. saatlerde alinan oOrneklerde TPA ve Ureme dederi tayinleri

yapilmistir (Cizelge 3.4, Sekil 3.12).

5;.'? Kontrol Maltoz Siikroz Gliserol Fruktoz Nisasta

& | (Besiyeri 1)

E

9|2 | sl ~|=2 S 1€ ~| =2 g€ ~|2 | 8| ~| =2 g g ~| = S & -

5 E|SRE|E|RE|E|SRE|IE|SRSE E| S RE|E |g k8
> O | T[> O |d ~| > O g [ |O |bd T|° O |d > O @

16.| 83 (0.6 37.1| 42 |1.1| 19 |135|0.7| 60 |[69|0.1| 31 | 60 | 09| 27| 51 | 0.6 | 23

24.1100|0.7| 45 | 64 |[0.9| 29 |[178|0.9| 79 |80|0.1| 36 | 68 | 0.8 | 30 | 143 | 0.7 | 64

40.|150|0.8| 67 |112|0.8| 50 |[182|0.8| 81 |82|0.2| 37 |101| 1.2 | 45| 152 | 0.6 | 68

48.1182|10.9|81.2|136|0.8| 61 |190|1.0| 85 |85|0.2| 38 |117| 1.4 | 52 | 154 | 0.5 | 69

64.(224|1.1| 100 |242|1.5| 108 |265|1.1| 118 |86 |0.3| 39 |278| 1.5 |124|210| 0.5 | 94

72.1214|11.0| 96 |236|1.3| 105 |258|0.9| 115 |80 |0.3| 36 |264| 1.4 |118|197| 0.3 | 88

Cizelge 3.4. Farkli karbon kaynaklarinin Bacillus sp. N-40’in enzim Uretimi ve

Ureme Uzerine etkileri.
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Sekil 3.12. Farkli karbon kaynaklarinin Bacillus sp. N-40’ in enzim

aktivitesi Uzerine etkileri.

Cizelge 3.4 ve Sekil 3.12'nin incelenmesinden de anlasilacagi (zere,
denemeye alinan her 5 farkl karbon kaynadinda maksimum enzim aktivitesi ve
Uremeye 64. saatte ulasildigi gortlmektedir. Bacillus sp. N-40'in karbon kaynagdi
tercih sirasi sirasiyla Fruktoz > Siikroz > Maltoz > Kontrol > Nisasta > Gliserol
olarak belirlenirken, maksimum bakteri (remesinin sirasiyla Fruktoz = Maltoz >
Sikroz=Kontrol > Nisasta > Gliserol varliginda oldugu gérilmektedir. Fruktozlu
ortamin (278 IU/mL) kontrole (224 IU/mL) (Besiyeri 1) gére %24, sikrozlu
ortamin (265 IU/mL) ise %18'lik bir artis gosterdigi belirlenirken, gliserolli
ortamda (86 IU/mL) %61.6'lik bir kayip gézlenmistir.

3.4.2. Azot kaynaklarinin etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri Uremesi ve enzim Uretimi (zerine etkilerini
belirlemek amaciyla kontrol (Besiyeri 1) ortamindaki pepton ve yeast extract
yerine sirasiyla Corn steep liquor, skimmed milk, tripton, soya unu ve kazein;
inorganik azot kaynadi olarakta KNOs; ve (NH4),SO, kullanilmistir. Farkli azot
kaynaklari igeren besiyerinde, bakteri 72. saate kadar Uretilmis, 16, 24, 40, 48,
64 ve 72. saatlerde alinan 6rneklerde lGreme dederleri 6lglilmis ve enzim aktivite

tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar gizelge ve grafik olarak ayri ayri verilmis
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olup, buralarda da goérilebilecedi gibi en yliksek enzim aktivitesi organik azot
kaynaklarinin varliginda 64. ve 72. saatlerde yadsiz slt tozu varlidinda elde
edilmistir (Cizelge 3.5, Sekil 3.13). Onemli bir sonug ise kazeinli ortamdan elde
edilmis olup, bakteri 24. saatte %12’lik bir artisla 64. saatteki kontrole godre

maksimum enzim aktivitesi géstermistir.

Misir Islatma

Kontrol Yagsiz Siit Tozu Tripton Soya Unu Kazein
= Suyu
]
Z
E —~ —~ ~ ~ 2
9 X X X X s
= - s g 4l s |35 |= S It - s |5 | =2 s |5 | = s | o
= s = ~|E 3 = = 3 = c 3 hvd = 3 = c 3 =
o < ¥ [a) < la) < la) < o | < a <
S |ow|3|0 |ad |5 |0 % S |0 |ad |3 |0 |83 |0 | o
16. 83 0.6 | 37.1 | 30 [ 0.06|13.4| 161 | 0.6 72 130 | 0.8 58 56 0.5 |25 208 | 1.0 93
24, 100 | 0.7 45 40 | 0.12 | 18 212 | 0.8 95 132 | 0.9 59 71 0.6 | 32 | 250 | 0.9 112
40. | 150 | 0.8 67 46 | 0.28 | 21 266 | 1.1 119 136 | 1.0 61 106 | 0.3 | 47 | 248 | 0.8 111
48. 182 { 0.9 | 81.2 | 38 | 0.35| 17 270 | 1.4 121 140 | 1.3 63 114 | 0.2 | 51 | 234 | 0.7 104
64. | 224 | 1.1 100 | 36 | 0.42| 16 320 | 1.7 143 144 | 1.5 64 142 | 0.2 | 63 | 232 | 0.7 104
72, | 214 | 1.0 96 30 [ 0.24| 13 302 | 1.6 135 132 | 1.3 59 104 | 0.1 | 46 | 228 | 0.6 102

Cizelge 3.5. Organik azot kaynaklarinin Bacillus sp. N-40"in TPA ve

Ureme miktar Gzerine etkileri.

Bakterinin her bir organik azot kaynadini sirasiyla Skimmed milk > Kazein >
Tripton > Soya Unu > Corn steep liquor seklinde tercih ettigi gordlmustdr.
Belirtilen tercih siralari incelendiginde, kullanilan azot kaynaklari igerisinde yagsiz
sut tozunun (320 IU/mL) kontrole (224 IU/mL) (Besiyeri 1) gbére %43’lik bir
verim artisi sagladigi saptanmigtir. Misir islatma suyu (46 IU/mL) (Corn Steep
Liquor) varlidinda ise kontrole (224 IU/mL) gore enzim aktivitesinde %80’lik bir

disus oldugu bulunmustur.
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Sekil 3.13. Organik azot kaynaklarinin Bacillus sp. N-40" In enzim Uretim

kapasitesi Gzerine etkileri.

inorganik azot varhiginda ise enzim aktivitesinde énemli diisisler saptanmis
olup, inorganik azot kaynaklarinin Bacillus sp. N-40'tan elde edilen proteaz

enzimin Uretimi Uzerine pozitif bir etkisinin olmadigdi belirlenmistir (Cizelge 3.6).

Kontrol KNO; (NH;),SO,

Uretim (saat)

U/mL | ODggo | U/mL | ODggo | U/mL | ODggo
16.| 83 0.6 4 0.03 | 0.2 | 0.02
24.| 100 | 0.7 5 0.02 | 0.4 | 0.02
40.| 150 | 0.8 | 5.4 | 0.02 | 0.8 | 0.07
48.| 182 | 0.9 6 0.02 1 0.10
64.| 224 | 1.1 | 4.2 | 0.01 | 4.2 | 0.13
72.| 214 | 1.0 4 0.01 | 4.8 | 0.14

Cizelge 3.6. inorganik azot kaynaklarinin Bacillus sp. N-40" in TPA ve {reme

miktan Gzerine etkileri.
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Bakteri Gremesi (izerine organik azot kaynaklarinin etkisi incelendiginde, bu
tercihin farkh bir sekilde siralandigi gérilmektedir. Buna gére; Yagsiz sit tozu >
Tripton > Kontrol > Kazein > Soya Unu > Misir islatma suyu olarak belirlenmistir
(Cizelge 3.5 ve 3.6). Inorganik azot kaynaklarinin etkisi incelendiginde ise,

Gremenin yok denecek kadar az oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.6).

3.4.3. Metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonlarinin bakteri iremesi ve enzim Uretimi (zerine etkisini arastirmak
Uzere vyapilan c¢alismalarda CaCl, ve MgCl, ile farkli metal tuzlarinin
kombinasyonlari, Besiyeri 1’ e katilmistir. Bu amagla, CaCl,, MgSO,4, MnCl,, BaCl,,
CuSO4 ve LiSO4 kullanilmistir. Bacillus sp. N-40 susu 72. saate kadar Uretilmis ve
Uretim sirasinda 16, 24, 40, 48, 64 ve 72. saatlerde alinan 6rneklerde lreme
dederleri saptanmis ve enzim aktiviteleri tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar

grafik ve gizelge olarak ayri ayn belirtilmistir (Cizelge 3.7, 3.8, Sekil 3.14,3.15).

™ Kontrol
p Ca*?+Li** Ca*?+Ba*? Ca*? +Mn*? Ca*? +Cu*?
) (Ca*2+Mg*?)
ot
E
)
i B.Akt. B.Akt. B.Akt. B.AKt. B.AKt.
3 U/mL ODsoo U/mL OD600 U/mL OD600 U/mL OD600 U/mL OD600

(%) (%) (%) (%) (%)
16.| g3 | 0.6 | 37.1 30 | 0.5 | 13.3 | 60 0.4 27 28 0.9 | 12.5 10 0.01 4.5
24.| 100 | 0.7 | 45 36 | 06| 16 | 70 | 0.5 31 50 | 0.9 22 15 | 0.01 6.7
40.| 150 | 0.8 67 52 | 0.8 23 80 0.6 36 66 1.2 29 16 0.01 7
48.| 182 | 0.9 | 812 | 76 | 0.8 34 | 106 | 0.7 47 90 1.4 40 20 0.01 8.9
64.| 204 | 1.1 100 | 114 | 0.7 51 152 0.6 68 134 | 1.4 60 22 0.01 10.0
72.| 214 | 1.0 96 60 | 0.6 27 90 0.6 40 80 1.2 36 15 0.01 6.7

Cizelge 3.7. Ca*? ve cesitli metal iyonlari kombinasyonlarinin TPA ve bakteri

Uremesi Uzerine etkilerinin, kontrol ortamiyla karsilastirilmasi.
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Sekil 3.14. Ca*? ve gesitli metal iyonlar kombinasyonlarinin Bacillus sp. N-40
bakterisinin enzim Uretim kapasitesi lizerine etkileri.

- Kontrol Mg*2+Lit! Mg*?+Ba*? Mg*?+Mn*? | Mg*?+ Cu*?
&
&
E - —_ —_ —~ —~
° . o S . o S . A RS o S
= | E -t E § | 5 E $ 1S |E |8 |2 |E s | g
5162 |5 |62 |5 |6 2|56 |%]|5]|86 |F
[aa] [aa] [aa] [aa] m
16.| 83 | 0.6 | 371 | 35 |1.1| 16 40 |0.7| 18 |50 |1.0|22|20|0.01]| 9
24.|100| 0.7 | 45 40 |1.1| 18 43 |0.7| 19|52 |1.1|23|25]|0.01| 11
40.| 150 | 0.8 | 67 43 |[1.2] 19 47 |0.8|21|55|1.2]25(33|0.01]| 15
48.1 182 (0.9 | 812 | 48 |1.2| 21 56 |0.9| 25|66 |1.3|29(39|0.01] 17
64.| 224 1.1 | 100 | 93 |1.1| 42 86 |[1.0| 38 |115|1.5|51|41|0.01] 18
72.| 214 | 1.0 | 96 44 |1.0] 20 56 |1.1| 25|60 |1.4|27|35|0.01] 16

Cizelge 3.8. Mg*? ve gesitli metal iyonlari kombinasyonlarinin TPA ve bakteri

Uremesi Uzerine etkilerinin, kontrol ortamiyla karsilastiriimasi.
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Sekil 3.15. Mg*? ve cesitli metal iyonlari kombinasyonlarinin Bacillus sp. N-40
bakterisinin enzim lretim kapasitesi Gzerine etkileri.

Ayrica, besiyerindeki metal tuzlari (CaCl, ve MgCl,) ayr ayri besi ortamina

eklenmis ve aktivite tayinleri yapilmistir (Cizelge 3.9).

o Kontrol

& ca+2 Mg+2
& |(ca*?*+Mg*?)

E

)

g U/mL [ODggo | U/mML[ODsggo | U/mL [ ODsgo
16. | 83 [ 0.6 | 50 | 0.5 | 38 | 0.9
24. | 100 | 0.7 | 80 [ 05 | 41 | 1.1
40. | 150 | 0.8 | 97 [ 0.7 | 46 | 1.1
48. | 182 | 09 | 101 | 0.8 | 52 | 1.2
64. | 224 | 1.1 | 112 | 0.8 | 60 | 1.2
72. | 214 [ 1.0 [ 128 [ 0.7 | 44 | 1.1

Cizelge 3.9. Ca*?ve Mg*? un ayr ayr kullanildigi ortamlarda TPA ve bakteri

uremesi.
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Yapilan denemelerde maksimum enzim aktivitesine tim metal iyonlar igin
64. saatte ulasildigi saptanmistir (Cizelge 3.7, 3.8 ve 3.9). Maksimum aktivitenin
gozlendigi metal tuzlarindan elde edilen dederler, kontrol olarak kullanilan
Besiyeri 1’ den elde edilen degerler ile karsilastirildiginda oldukca disuk aktivite
degerleri bulunmustur. Denemede kullanilan Ca*?+metal tuzlar kontrol disinda,
kendi aralarinda enzim aktivitesi igin siralanacak olursa, Ca**+Ba*?> Ca*?+Mn*2
> Ca*?+Li*! > Ca*?+Cu*? olarak bulunurken (Sekil 3.14); Mg**+metal tuzlar,
Mg*?’+Mn*? > Mg +Li*! > Mg*?+Ba*? > Mg*™?+Cu*? olarak farkhhk
gOstermektedir (Sekil 3.15).

Tercih siralarina bakildiginda enzim (retiminde Ca*?>+Ba*? un ilk sirada yer

aldigi, Ca™®+Cu*? ve Mg*?+Cu*® nun varlidinda ise ise enzim Uretiminde énemli

+2

disusler elde edildigi gérilmustir. Ca*? varlifinda proteaz aktivitesinin, Mg*? a

gore 6nemli bir yer tuttugu gozlenmistir. Yaptigimiz calismada, besi ortaminda

+2r +2r +2r a

tek basina Ca*? ve tek basina Mg*?’ u ayn ayr kullandigimizda, Ca*?’ un Mg

oranla %87 daha fazla enzim aktivitesi elde edilmistir. Tek basina Ca*?

un ise,
fazla bir etkisinin olmayip, her iki metal iyonunun kombine edilerek verilmesinin

enzim Uretimini arttirdidi, kontrolle kiyaslama yapildiginda gortlmektedir.

3.4.4. Maksimum proteaz iiretimi icin modifiye ortamin olusturulmasi

Enzim Uretim ortami olarak belirlenen besiyerinde (Cizelge 2.4) bulunan
karbon kaynaklari, azot kaynaklari ve metal iyonlarn dedistirilerek daha yiksek
miktarda proteaz Uretimi saglanmaya calisiimistir. Bu amagla en yliksek proteaz
Uretiminin elde edildigi karbon kaynadi olarak fruktoz, azot kaynagi olarak
skimmed milk ve metal iyonlarindan Mg*?+Ca*? iyonlari kullanilarak modifiye

ortam olusturulmustur (Cizelge 3.10).
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Besiyeri 1 Modifiye Ortam
icerik (Qadar ve ark. 2009) (% g)
(% g)
Glukoz 1 -
Pepton 10 -
Maya oziitii 0.2 -
Fruktoz - 1
Skimmed Milk - 10.2
MgSO, 0.1 0.1
CacCl, 0.1 0.1
K>;HPO, 0.5 0.5
pH 7.0 7.0

Cizelge 3.10. Kontrol olarak kullanilan besiyeri ve yeni modifiye besiyerinin

icerikleri.

Cizelge 3.10’da gorildigu gibi tarafimizdan modifiye edilen ortamda kontrole
(Besiyeri 1) gb6re yuksek verimde proteaz Uretimi gergeklestiriimis olup, 64.
saatte aktivitede %51 oraninda artis saglanmistir (Cizelge 3.11, Sekil 3.16).

Bakterinin maksimum enzim Uretimine 64. saatte ulastigi, lremenin ise 72.

saatte gozlendigi saptanmistir (Cizelge 3.11, Sekil 3.16).
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) Kontrol
o] Modifiye Ortam
o (Qadar ve ark. 2009)
E
o B.Akt. B.Akt.
3 U/mL OD600 U/mL OD500
(%) (%)

16.

83 0.6 37.1 180 0.9 80
24.| 100 0.7 45 240 1.1 107
40.| 150 0.8 67 280 1.3 125
48.| 182 0.9 81.2 306 1.4 137
64.| 224 1.1 100 338 1.6 151
72.| 214 1.0 96 326 1.7 146

Cizelge 3.11. Modifiye ortamda TPA ve bakteri Gremesinin kontrol ortamla

(Besiyeri 1) karsilastiriimasi.

400

Enzim Aktivitesi (IU/mL)

0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

inkiibasyon Siiresi (saat)

‘ —e— Kontrol —m— Modifiye Ortam

Sekil 3.16. Kontrol (Besiyeri 1) ve Modifiye ortamlarda Bacillus sp. N-40'In

zamana karsi enzim aktivitelerinin karsilastiriimasi.
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3.5. Enzim Karakterizasyonu

Enzimin karakterize edilmesi amaciyla 2.2.6’da belirtildigi sekilde yapilan
Uretim sonucunda, santrifigasyonla ayrilan enzim ¢ozeltisi kaba enzim olarak
kullanilmistir. Kaba enzim ¢dzeltisi Uzerine sicaklik ve termostabilite, pH ve pH
stabilitesi ile farkh metal iyonlarinin etkilerine bakilmistir. Ayrica kismi olarak
saflastirilan enzimin molekill agirhd jel elektroforez yontemi (Laemmli 1974) ile

tayin edilmistir.

3.5.1. Sicakhigin ve termostabilitenin enzim aktivitesi ilizerine etkisi

Enzim Uzerine sicaklik derecelerinin etkilerini belirlemek Gzere 37, 40, 50, 55,
60, 65, 70 ve 80°C'lerde aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol
olarak kullanilan sicaklik derecesinden (37°C) elde edilen ve 100 olarak kabul
edilen aktivite degerlerine gére % olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.12, Sekil
3.17).

Sicakhik (°C) Kaba Enzim (U/mL) Kaba Enzim (%)
37 (Kontrol) 338 100

40 340 100.6

50 342 101.1

55 370 109.5

60 366 108.2

65 360 106.5

70 338 100

80 320 94.6

Cizelge 3.12. Proteaz enzimi lizerine sicakhgin etkisi.

Elde edilen sonuglara goére kaba enzimin 55°C'de maksimum aktivite
gosterdigi saptanmistir. Ancak 40 ve 70°C’ler arasindaki aktivite degerleri
birbirlerine cok yakin bulunmustur. Bu da enzimin genis bir sicaklik aralidinda

aktif oldugunu goéstermektedir.
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Sekil 3.17. Farkli sicaklik dederlerinde, saptanan badil enzim aktivite sonuglari.

Enzimin 80°C'de yliksek aktiviteye sahip olmasi da enzimin termostabil
olacagini goéstermistir. Ancak enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik
derecesi olan 55°C’ de enzim 6rnedinin stabilitesine bakilmis ve enzim substrat
¢ozeltisi su banyosunda 30 dakika, 1 saat, 2 saat ve 3 saat sire ile tutulmus ve 3

saat sonunda aktivitenin %77 oraninda korundugu saptanmistir.

3.5.2. pH'nIn ve pH stabilitesinin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Proteaz enziminin optimum pH dederlerini belirlemek amaciyla enzim 4.0,
5.0, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 ve 9.0 pH’larda hazirlanan substrat c¢dzeltilerinde
aktivite tayinleri yapilmistir. Yapilan calismalar sirasinda kontrol olarak kullanilan
pH' da (pH 7.0) elde edilen sonug %100 olarak kabul edilmis ve diger sonuglar
buna gore % olarak hesaplanmistir. Cizelge 3.13 ve Sekil 3.18'de de goruldugu
gibi enzimin optimum pH dederinin 7.0 oldudu saptanmistir. Yapilan galismalarda
enzimin alkali taraftaki aktivitesinin asidik tarafa gore daha fazla oldugu

gozlenmistir. Ancak pH 9.0’da aktivitede % 53.3 oraninda bir kayip gorialmaustar.
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Enzim Aktivitesi
pH Degerleri (IU/mL)
4 44
5 56
6 76
6.5 94
7 169
7.5 149
8 119
9 79

Cizelge 3.13. Enzim Uzerine pH etkisinin belirlenmesi.
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—e— Enzim Aktivitesi

Sekil 3.18. Farkli pH dederlerine gére saptanan bagil enzim aktivite sonuglari.

Enzimin pH stabilitesini belirlemek amaciyla enzim pH 7.0'de 4 saat boyunca
37°C’deki su banyosunda tutulmus ve 4 saat sonunda aktivitesini %100 oraninda

korudugu saptanmistir.
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3.5.3. Cesitli metal iyonlarinin enzim aktivitesi lizerine etkisi

Proteaz enzimine metal iyonlarinin etkisini belirlemek amaciyla yapilan
galismada CaCl,, MgSO4, MnCl,, LiSO4, BaCl, CuSO, ve ZnSO, metalleri
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar igerisinde hicbir metal iyonu bulunmayan
subtrat ¢oOzeltisi ile elde edilen aktivite %100 olarak hesaplanmistir (Cizelge
3.14).

Metal iyonlari Kaba Enzim
(5 mM) (%)
Kontrol 100

Li*? 102.4
Zn*? 69.6
Mg*? 95.9
Ba*? 97.5
Mn*? 128

Ca™® 126.2
Cu*? 97.5

Cizelge 3.14. Metal iyonlarinin enzim Ulzerine etkisinin belirlenmesi.

Sekil 3.19'da gérildigi gibi Ca*? ve Mn*?" In enzim aktivitesini sirasiyla %26
ve %28 oraninda arttirdigi saptanmistir. Kullanilan metal iyonlarinin enzim
aktivitesi Uzerinde inhibitor bir etki yapmadidi saptanmistir. Elde edilen sonuglara
gbére proteaz enzimi lizerine metal iyonlarinin tercih Mn*? > Ca*® > Li*' > Ba*?
=Cu*? > Mg*? > Zn*? olarak bulunmustur (Cizelge 3.14, Sekil 3.19).



71

Metal iyonlari

140 -

120 +

< 100 -
2

s 80

% 60 -

g 40

20 4

0
(,\éo\
O
Metal iyonlan

Sekil 3.19. Cesitli metal iyonlarn varlidinda kaba enzim aktivitesinin bagil olarak

dedisimi.
3.6. Enzimin Kismi Saflastirilmasi

Enzimin kismi saflastiriilmasi ve karakterize edilmesi igin modifiye ortamda
uretilmis olan Bacillus sp. N-40 susundan elde edilen enzim ¢ozeltisi
kullanilmistir. Bu amagla sirasiyla amonyum silfat ¢oktirmesi ve diyaliz

uygulanmistir.

Amonyum sllfat ¢dktlirmesi amaciyla %75’lik amonyum silfat kullaniimis ve
1 gece siiren ¢oktlirmenin ardindan TPA tayini ve Lowry (Lowry ve ark. 1951)

metodu ile toplam protein miktar tayinleri yapilimistir (Cizelge 3.15).



72

Saflastirma | Hacim Toplam | Toplam | Spesifik | Verim* | Saflik**
Basamagi (mL) Protein | Aktivite | Aktivite (%) (kez)
(mg) (V) (U/mg)
Kultir 100 100 33800 338 100 1
Ortami
Amonyum Siilfat 50 30 13800 460 40.83 1.36
Goktiirmesi
(%75)
Diyaliz 40 14 10000 714 29.59 2.11

Cizelge 3.15. Proteaz enziminin saflastirma basamaklari.
*Verim, toplam aktivite Uzerinden hesaplanmistir.

** Saflik, spesifik aktivite GUzerinden hesaplanmistir.

Cizelge 3.15'in incelenmesinden de anlasilabilecedi gibi saflastirmanin cesitli
basamaklarinda toplam protein miktari, toplam aktivite ve % verim basamak
basamak azalmis, buna karsin spesifik aktivite ve saflik gittikge artmistir. Burada,
diyaliz sonrasi enzim 2.11 kez saflastirilabildigi halde, toplam aktivitenin
%70.4'tnln kayboldugu gozlenmistir.

3.7. Enzimin molekiiler agirhiginin tespiti

Kismi olarak saflastirilan enzim 6rnedinin molekiler agirhdini belirlemek
amaciyla, elektroforez jeline enzim 6rnedi yaninda molekiler adirhklar bilinen
standart protein gézeltisi de uygulanmis ve elektroforez islemi sonucunda olusan
bandlarin (Sekil 3.20) Rf dederlerinden yararlanilarak asadida verilen formile
gore enzim ve standart protein c¢ozeltisinin goéreceli hareketlilik dederleri

hesaplanmistir.

Rf = Proteinin aldigi yol (cm) / Izleme boyasinin aldigi yol (cm)

Molekiiler adirliklar bilinen standart proteinlerin géreceli hareketlilik degerleri
ile molekill agirliklari yar logaritmik kagida islenmis ve bdylece standart bir egri
elde edilmistir (Sekil 3.21). Elde edilen grafigin analizi yapilarak, o6rnedin

molektler agirhgr saptanmistir (Sekil 3.21).
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Sekil 3.20'de gorilebilecedi gibi koyu bir band halinde gérilen proteinin
molekiler agirhdinin yaklasik olarak 52 kDa oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.20°de
gorilen 3 no’lu kaba enzim o6rnedinde birkac band gorilmektedir. Amonyum
stlfat ve diyaliz sonrasinda ise bu bantlarin kismi olarak saflastirma ile giderildigi
ve tek band olarak elde edildigi gorilmektedir (Sekil 3.20, 2. Diyalizat).

Baslangig
1

9
10

Bitis 1 2 3

Sekil 3.20. SDS-Page sonrasi elde edilen jelde protein bantlarinin gériiniimda.
1. Standart Proteinler, 2. Diyalizat, 3. Kaba Enzim.
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Standart Proteinler Aldiklari | Goreceli Hareketlilik Molekiil Agirhig:
yol (cm) Degeri (Rf) (kDa)
1-Betagalaktozidaz 0.4 0.04 116
2-Fosforilaz-b 2.0 0.19 97
3-Albumin 2.8 0.26 84
4-Glutamikdehidrogenaz 3.3 0.31 66
5-Ovalbumin 4.3 0.40 55
6-Gliseraldehit-3-fosfat 5.8 0.54 45
dehidrogenaz
7-Karbonik anhidraz 6.6 0.62 36
8-Tripsin inhibitor 8.3 0.78 29
9-a-laktobumin 10.2 0.95 14
10-Aprotinin 10.5 0.98 6.5
Enzim Ornegi
2- Diyalizat 4.7 0.44 52
izleme Boyasi 10.7 - -

Cizelge 3.16. Standart proteinler, enzim ornekleri, gozeltilerin Rf degerleri

ve molekul agirliklari.
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4. TARTISMA VE SONUC

Enzimler, endistride hemen her alanda kullanilabilmekte ve bu alanlarin
sayisi gin gectikce artmaktadir. Endistride kullanilan proteaz kaynaklari kolay
Uretim sartlarindan dolayi genellikle bakterilerdir. Bu nedenle, bircok bilim adami
dogal kaynaklardan bakteri izolasyonuna gitmekte ve bdylece yeni tlrlerin ortaya
cikmasini saglamaktadir.

Proteaz enzimi, diinya capinda kullanim alani agisindan blytk bir potansiyele
sahip olup, cogunlukla mikroorganizmalardan ve 6zellikle de Bacillus cinsinden
elde edilmektedir. Belirli bir mikroorganizma tipi, ayni enzimi farkli ortamlarda
farkh oranlarda Uretebilmektedir. Bu nedenle, enzim lretim ortami dedistirilerek,
enzim Uretim kapasitesinin arttirilmasi yoluna gidilmesi, yiuksek enzim Gretimi igin

alternatif bir yoldur.

Yapilan galismada Turkiye topraklarindan proteaz Ureten toplam 54 adet
bakteri izole edilmistir. Bu tirlerin toplam proteaz aktivitelerine gore elenmesi
isleminde ilk olarak kati besiyerleri denenmistir. Kazeinli ve skimmed milk agarli
ortamlarda yapilan galismalarda en iyi proteaz pozitiflik tespitini gdsteren zon
olusumu, skimmed milkli agarli ortamdan elde edilmistir. Carlisle ve Falkinham
(1989), skimmed milkli, agarh plaklara Bacillus sp. kiltirlerini ‘damlatma’ ve
‘sirme’ yontemleriyle ekip, koloni etrafinda olusan zonlari milimetrik olarak 6lgip
grafiklerken, Nadeem ve ark. (2008) topraktan izole ettikleri Bacillus cinsi
bakterileri skimmed milk iceren agarh plaklara ‘yayma’ metodu ile ekerek, 37°C’
de 18 saat inklibasyona birakmis ve olusan zon cgaplarina goére, bakterilerin
proteaz aktivitesi miktarini belirlemislerdir. Calismamizda ise, bakterilerin toplam
proteaz enzimi varhdini belirlerken, skimmed milk iceren agarl ortamda ‘yayma’
metodu kullaniimis ve 18 saat 37°C’ de inklibasyon sonucu olusan zonlar cetvelle

Olgllerek, en ylksek proteaz pozitif 6zellige sahip olan 6 adet bakteri secilmistir.

Bu bakterilerin, Bacillus cinsi olup olmadidini belirlemek (zere vyapilan
calismalarda 6 bakterinin de Bacillus'un karakteristik 6zelliklerini gésterdigi,
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’e (Buchanan ve Gibbons 1974)
goére yapilan morfolojik ve biyokimyasal testler sonucunda tespit edilmistir. Sivi

besiyerinde yapilan enzimatik élcimlerde, bu 6 bakteriden en yiksek proteaz
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aktivitesine sahip olan 1 adet bakteri secilmis ve Bilecik topragindan izole

ettigimiz bu bakteri Bacillus sp. N-40 olarak adlandiriimistir.

Keay ve ark. (1972) ve Manachini ve ark. (1988) Bacillus sp. proteazlarinin
genellikle bakterilerin logaritmik gelisme evresinden sonra maksimum verime
ulastigini bildirmislerdir. Bacillus sp. N-40'in Ureme edrisine bakildiginda ise,
benzer olarak, bakterinin logaritmik fazin sonlarina dogru, tremeye paralel olarak

64. saatte maksimum enzim sentezine ulastigi gérilmustar.

Uretim ortaminin igerigi proteaz Uretimini arttirici bir etkiye sahiptir (Shaheen
ve ark. 2008). Bu amagla yeni izole ettigimiz Bacillus sp. N-40 bakterisinin
proteaz Uretim kapasitesini arttirmak igin Gretim ortaminda farkli karbon, azot ve
metal iyonlari kaynaklari denenmis ve elde edilen sonuglara gbére yeni bir
modifiye ortam tasarlanmistir. Bu amacgla yapilan calismada fruktozlu ortamin,
kullanilan diger karbon kaynaklarina gore enzim Gretiminde en iyi karbon kaynagi
oldugu ve %?24’lik bir verim artisi sagladigi belirlenmistir. Fruktozu %18 ile
stkroz ve %8 ile maltoz takip etmistir. En disik aktivite ise %61.6'lik verim

kaybi ile gliserolli ortamda gdzlenmistir.

Banna (2006) elde ettigimiz sonuca benzer olarak, Bacillus sp.’nin proteaz
Uretimi Uzerine etkili olan karbon kaynaklarindan en ylksek aktiviteyi %10
verimle fruktozun sagladidini belirtirken, Sati ve Bist (2006), farkli bir
mikroorganizma kaynadinda, Tetracladium marchalianum’ un Uretim ortaminda
cesitli karbon kaynaklarinin etkilerine bakmiglar ve en yiksek aktiviteyi %39'luk
verimle fruktozun sagdladigini belirtirken, slikrozun ikinci en ylksek proteaz

aktivitesini sagladigini ve verimin %7 oldugunu saptamislardir.

Ashnaei ve ark. (2007), Bacillus subtilis ve Pseudomonas fluorescens’in
enzim Uretimi Gzerine farkh karbon kaynaklarinin etkisine bakmiglar ve en ylksek
aktiviteyi, her iki mikroorganizma Uzerinde de yeast exract ile birlikte sikroz
varliginda aldiklarini  bildirirken, Ahmed ve ark. (2008), Streptomyces
avermectinus NRRL B-8165'un proteaz lretimi Uzerine en ylksek aktiviteyi,

Uretim ortaminda %7 oraninda slikroz varhidinda elde ettiklerini belirtmislerdir.
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Puri ve ark. (2002), alkalen proteaz Ureten bir Bacillus sp. Uzerine, igerisinde
glikoz da bulunan gesitli karbon kaynaklarinin etkisini incelemis ve en ylksek
aktiviteyi nisastanin varliginda saglamislardir. Benzer olarak Nascimento ve ark.
(2004) ve Falahatpishe ve ark. (2007), topraktan izole ettikleri Bacillus sp.'ler
Gzerine yaptiklari incelemede en ylksek proteaz aktivitesini nisasta varliginda
elde etmislerdir. Yiksekdag ve ark. (2004), B. subtilis ve B. megaterium lizerinde
yaptiklari arastirmada ise, en yilksek proteaz aktivitesi saglayan karbonun glikoz
oldugunu belirtirken, Safey ve Abdul (2004), B. subtilis ile yaptigi calismada, en
yliksek proteaz eldesini laktoz varliginda, Fincan ve Okumus (2007), yine Bacillus
sp. Uzerine yaptiklari galismada, en ylksek proteaz eldesini nisasta ve galaktoz

varlidinda elde etmiglerdir.

Buradan anlasildigi gibi karbon kaynaklarinin proteaz Uretimine olan
etkilerinin arastirildigi galismalarda kullanilan mikroorganizma cesidi ve karbon
kaynaginin, maksimum enzim {retimine ¢ok buyUk etkileri bulunmaktadir. Bu
yarglyl destekleyen baska arastirmalar da bulunmakta olup, 6rnegin Jamuna ve
Ramakrishna (1992) tarafindan yapilan bir arastirmada, stikroz kullaniimasi
halinde nisasta ve glukoza oranla daha fazla enzim olusumu saptanirken, Nadeem
ve ark. (2008)'nin alkalen proteaz Ureten bir B. licheniformis Uzerine yaptiklari
arastirmada, en ylksek proteaz aktivitesinin nisasta varliginda oldugu tespit
edilmistir. Naidu ve Devi (2005)'nin arastirmalarina gére ise Bacillus cinsinde
proteaz Uretiminde en uygun karbon kaynaklarinin laktoz, nisasta ve slikroz

oldugu saptanmistir.

Karbon kaynaklari ile yapilan galismalardan farkli sonuglarin elde edilmesi,
kullanilan mikroorganizma cesidine, karbon kaynaklarina ve ortamdaki diger
bilesenlerin etkilesimlerine baglh olarak dedismektedir. Dolayisiyla bu da
gostermektedir ki, mikroorganizmalarin kullandigi metabolik yollar farkli

olabilmektedir.

Azot kaynaklarinin bakteri Gremesi ve enzim Uretimi Uzerine olan etkilerini
arastirmak Uzere yapilan calismada organik azot kaynaklari igerisinden en yliksek
verim %43 ile skimmed milk ile saglanirken, kazeinin de enzim aktivitesini
arttirdigi  gérilmistir. Inorganik azot kaynaklarinin varliinda ise, proteaz
Uretiminin  yok denecek kadar az oldugu belirlenmistir. Organik azot

kaynaklarinin, inorganik azot kaynaklarina nazaran daha etkili oldugu ifade
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edilmistir (Shaheen ve ark. 2008). Benzer sonuglar diger bilim adamlar
tarafindan da ifade edilmistir. Bunlardan Ward (1985b), Flavobacterium
pectinovorum Uzerine yaptiklari arastirmada en yuksek aktiviteyi skimmed milk
varliginda oldugunu saptamislardir. Ferrero ve ark. (1996), Bacillus licheniformis
Gzerine yaptiklar arastirmada, kazeinin enzim Uretiminde uyarici etkisi oldugunu
ve kazeinin bakteri tarafindan hem azot hem de karbon kaynadi olarak
kullanilabilecegini saptarken, Joo ve ark. (2002) Bacillus horikoshii’nin alkalen
proteaz Uretimini en ¢ok soya unu ve kazeinin arttirdigini bildirirken, Shaheen ve
ark. (2008) da, Bacillus subtilis lzerinde yaptigi proteaz Uretiminin arttiriimasi
calismalarinda, ayni sekilde kazein ve soya unu varliginda yiksek aktivite elde
ettigini belirtmislerdir. Ahmed ve ark. (2008), alkalen proteaz (reten bir
Streptomyces avermectinus ile yaptiklari arastirmada, enzim Uretimini arttiran
azot kaynadinin soya ve budday unu oldugunu saptarlarken, galismamizda soya
ununun proteaz Uretiminde %37 oraninda aktivite kaybina neden oldugu

bulunmustur.

Gabdrakhmanova ve ark. (1999) B. intermedius igin, Kembhavi ve ark.
(1993) ise sicak su kaynaklarindan izole ettikleri B. subtilis igin, en ylUksek

proteaz aktivitesi saglayan azot kaynadinin pepton oldugunu belirtmislerdir.

Falahatpishe ve ark. (2007), Bacillus sp.’nin proteaz uretimine en blyuk
katkly! yeast extract ve cesitli aminoasitlerin sagladigini belirtirken, Safey ve
Abdul (2004), Bacillus subtilisten proteaz Uretiminde valin aminoasidinin en iyi

sonucu verdigini belirtmislerdir.

Nascimento ve Martins (2004) Bacillus sp.’nin proteaz uretiminde en etkili
inorganik azot kaynaginin amonyum nitrat ((NH;),NOs3) oldugu belirtilirken, Safey
ve Abdul (2004), en ylksek proteaz aktivitesini amonyum silfat ((NH4),S0,)
varlidinda elde etmislerdir. Calismamizda ise inorganik azot kaynadi olarak
potasyum nitrat ile amonyum sdlfat (KNOs; , (NH4),S04) kullaniimis olup,
potasyum ve amonyum tuzlar varlidinda enzim Uretiminde azalma gézlenmistir.
Yaptigimiz calismada inorganik azot kaynaklari varliginda proteaz lretiminin fazla
olmamasinin nedeni, besiortaminda bulunan diger bilesenlerle amonyum
tuzlarinin negatif etkilesime girdigi dislnulebilir. Ayrica, bu durum bakterinin
ortamdaki amonyumdan faydalanma yetenedinin olmadigini gostermektedir.

Boyle bir sonug Shaheen ve ark. (2008) tarafindan da ifade edilmistir. Tim bu
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sonuglara gbére, amonyuma spesifik represyon mekanizmasinin karmasik bir
yapisi oldugu ifade edilmektedir (Shaheen ve ark. 2008). Bu sonuglar bakteri
susunun farkli azot kaynaklari varhidinda, farkh enzim Uretim kapasitelerine sahip

olduklarini géstermistir.

Metal iyonlarinin bakteri gelisimi ve enzim uretimi lzerine etkisini arastirmak
lzere yapilan galismalarda cesitli metal iyonlarinin kombinasyonlari kullaniimis ve
metal iyonlarindan Mg*?+Ca*? kombinasyonu varliinda en yiiksek enzim Uretimi
saglanmistir. En disik enzim aktivitesi ise ortamda Cu*? iyonlar varhginda

belirlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuclara benzer olarak Gabdrakhmanova ve
ark. (1999), Bacillus intermedius Uzerine yaptiklari galismalarda en ylksek enzim
Uretimini saglayan iyonlarin Ca*?, Mg*™® ve Co*? oldugunu tespit etmislerdir.
Ayrica Qadar ve ark. (2009), vyaptiklari galismada ortama eklenen metal
iyonlarindan enzim Uretimi (izerine en etkili olanin Ca*? oldugunu saptamislardir.
Fincan ve Okumus (2007) ise Bacillus sp.’den proteaz eldesi calismalarinda en
yiksek aktiviteyi Ca*?, Ba*? ve Mg*? varliginda elde etmisler, ancak galismamizda

+2r

elde ettigimiz sonuctan farkh olarak Cu*<in enzim aktivitesini fazla etkilemedigini,

*2'nin sagladigini bildirmislerdir.

asil inhibitér etkiyi Hg

Shafee ve ark. (2005) Bacillus cereus ile yaptiklari bir galismada, proteaz
Uretimine etki eden en énemli iyonu mangan (Mn*?) olarak belirlerken, benzer
olarak Coolbear ve ark. (1992) termofilik bir Bacillus tirinde en yiksek proteaz
aktivitesi saglayan metal iyonunun Mn*? oldugunu rapor etmislerdir.
Calismamizda ise Mn*2?, enzim (retim miktarini arttirmada kalsiyum ve

magnezyumdan sonra 3. sirada bulunmaktadir.

Bircok arastirmaci, proteaz enzimi Uretimi Uzerine yaptiklari galismalarda en
disik enzim aktivitesini Cu*?, Hg*?, Ag*?, K*! ve Zn*? iyonlan varliyinda elde
etmislerdir (Dahot 1994, Nascimento ve Martins 2004, Vidyasagar ve ark. 2009).

Metal iyonlarinin kombine halde dedil de tek baslarina Gretim ortamina
katildiklarinda, enzim aktivitesi Uzerine olan etkilerini belirlemek amaciyla,

calismamizda sadece Ca*? ve sadece Mg*? bulunan ortamlarda ayri ayri proteaz
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aktivitesi tayinleri yapilmis ve sadece Ca*? bulunan ortamda Mg*? a gére %87

oraninda daha ylksek bir enzim aktivitesi saglanmistir.

Elde edilen sonuglara gére Ca*?un enzim lretimi izerinde biiyiik bir etkisinin
oldugu belirlenmistir. Bu bulguyu destekleyen bazi calismalara gore, Moravcova
ve Chaloupka (1989) B. megaterium’da proteaz olusumuna kultir ortamina
eklenen Ca*?un neden oldugu, dolayisiyla Ca**un bakteri duvarinda yer aldigi ve
hiicre duvarindaki kalsiyumun bakterinin metabolizmasi ve fizyolojisinde énemli
rol oynadigini belirtmislerdir. Ayrica Doyle ve ark. (1980) yaptiklari calismalarda
bakteri hicre duvarinin yapisinda bulunan peptidoglukan ve teikoik asit yapisina

giren kalsiyum iyonlarinin, bakteri Gremesinde artis sagladidini bildirmislerdir.

Tum bunlar gostermektedir ki, bakterilerin proteaz olusturmasi igin kultur
ortaminda bir veya birkagc etkili metal iyonunun mutlaka bulunmasi
gerekmektedir. Buna gore, hem enzim aktivitesi hem de enzimin stabilizasyonu
icin, ortamda etkili bir veya birden fazla metal iyonunun bulunmasi gerekmektedir
(Manning ve ark. 1961).

Calismamizda en yiksek enzim dretiminin gozlendigi C, N ve metal
kaynaklar kullanilarak modifiye edilen ortamda Bacillus sp. N-40 susu enzim
Uretimi acisindan degerlendirilmis olup, proteaz enziminin aktivitesi 338 U/mL
olarak bulunmustur. Modifiye ortamda yapilan enzim dretiminde, kontrole gére %

51 oraninda bir verim saglanmistir.

Calismalar sonucunda elde ettigimiz ve ylksek verim sagladigimiz modifiye
ortamda Uretilen enzimin Uzerine sicaklik ve termostabilite, pH ve pH stabilitesi
ile gesitli metal iyonlarinin etkileri arastinlmistir. Elde edilen sonuclara gére
Bacillus sp. N-40 bakterisinin Urettigi proteaz enzimi igin optimum sicaklik degeri
55°C, optimum pH dederi ise 7.0 olarak saptanmistir. Diger yandan, enzimin
alkali pH degerlerinde aktifligini korumasi sebebiyle, enzim alkalofilik bir enzim
olarak belirlenmistir. Enzimin genis bir sicaklik ve pH araliginda aktivite gostermis
olup, 55°C’de 3 saat inklibasyonu sonucunda, aktivitesinin %100’UnU korudugu
belirlenmistir. Ayrica, enzimin 80°C'de aktif olmasi enzimin termostabil

karakterde oldugunu gostermistir.
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Yossan ve ark. (2006), bir Bacillus zerine yaptiklari incelemelerde,
bakterinin optimum pH dederinin 10, sicakhk dederinin ise 45°C oldugunu
belirtirken, Qadar ve ark. (2009), bir Bacillus sp.’den elde ettikleri proteazin
maksimum aktiviteyi pH 7.0 ve 35°C’'de gosterdigini saptamislardir.

Shaheen ve ark. (2008), calistiklari Bacillus subtilis proteazinin pH 11 ve
50°C’de maksimum aktiviteye sahip iken, yine bir Bacillus subtilis ile galisan Safey
ve ark. (2004), elde ettikleri proteazin pH 7.0’'de ve 40°C'de aktif oldugunu
bildirmektedirler.

Naidu ve Devi (2005), Bacillustan elde edilen proteazin pH 9.0 ve 55°C'de
aktif oldugunu, Joo ve ark. (2002), Bacillus horikoshii’den Uretilen proteazin pH
9.0 ve 50°C'de maksimum aktivite gosterdigini, Jasvir ve ark. (1999), Bacillus
sp.” den elde etikleri proteazin pH 11.0 ve 60°C'de aktif oldugunu, Mehrotra ve
ark. (1999) ise, yine bir Bacillus proteazinin optimum pH dederinin 10.5 ve

optimum sicaklik dederinin 40°C oldugunu rapor etmislerdir.

Goraldagu gibi literatirde Bacillus tirlerinden elde edilen proteazlar ile ilgili
cok cesitli sonuglar bildirilmektedir ve bu da bize Bacillus tlrlerinin ¢ok cesitli

Ozelliklerde proteazlara sahip olduklarini géstermektedir.

pH degisimleri enzimlerin konformasyonunda degisiklige yol acmaktadir,
clnkl enzimler farkli pH’larda dedisik iyonik gruplar olustururlar (Cheetham
1995). Bu da bize, farkli pH’larda enzim aktivitesinin neden bliylk degisiklikler
gosterdigini aciklamaktadir (Sarkar ve ark. 1998). Mao ve ark. (1992) ise enzim
Uretiminin sicakhk ve pH dederleri ile belirlenip, kontrol edilebilecegini

saptamislardir.

Tarafimizdan modifiye edilen ortamda (retilen proteaz enziminin karakterize
edilmesi amaciyla, kaba proteaz enzimi (zerine CaCl,.H,O0, MgS0,4.7H,0,
MnCl,.4H,0, BaCl,.2H,0 ve ZnS0,.7H,0 metal tuzlarinin etkilerine bakilmistir.
Elde edilen sonuglara gére enzim en yiksek aktiviteyi Mn*? varlidinda

gbstermektedir.
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Calismamizda elde ettigimiz sonuca benzer olarak Griffin ve Fogarty
(1973)'nin Bacillus polymyxa’dan elde ettikleri proteaz enzimi Uzerine gesitli
metal iyonlarinin etkilerine baktiklarinda, en yiksek aktiviteyi manganin
sagladigini gdérmdisler ve aktif merkezlerinde Mn*? bulunan metallo enzimlerin
ylksek sicaklik ve pH'larda aktivite gdsterdiklerini belirtmislerdir. Akrigg (1978),
Mn*?1n 6zellikle Bacillus cinsinin sporulasyon mekanizmalarinda etkili oldugunu
bildirmektedir.

Adinaraya ve ark. (2005), Bacillus subtilisten, Yossan ve ark. (2006) Bacillus
megaterium’dan, Nascimento ve Martins (2004) ise Bacillus sp.’den elde ettikleri
proteazin Mn*?, Ca*?, ve Mg*? varlifinda yiksek aktivite gésterdigini belirtirken,
Seifzadeh et al. (2008) kalsiyumun Bacillus sp.den elde ettikleri proteaz

enziminin aktivitesi Uzerine etkisinin olmadidini rapor etmistir.

Calismamizda, kaba proteazin aktivitesi Gzerinde inhibitdr etkisi olan metal
iyonunun Zn*? oldudu belirlenmis ve genellikle inhibitér olarak belirtilen Cu*?
iyonunun enzim (zerine inhibitdr etkisinin olmadidi goéralmastir. Benzer olarak
Vidyasagar ve ark. (2009), Chromohalobacter'den elde ettikleri proteaz enziminin
Zn*? varliginda inhibe oldugunu bildirirken, Fincan ve Okumus (2007), Bacillus
sp.’den elde ettikleri enzimin Cu*? varliginda aktivitesini kaybetmedigini, ancak

Hg*? varliginda inhibe oldugunu belirtmektedirler.

Yaptigimiz calismada, Bacillus sp. N-40In modifiye ortamda Urettigi ve kismi
olarak saflastirdigimiz proteaz enziminin molekiler adirhgi 52 kDa olarak

saptanmistir.

Cesitli arastirmacilarin yaptigi calismalarda, farkh molektler adirliklara sahip
Bacillus proteazlari gorllebilmektedir. Yossan ve ark. (2006), Bacillus
megaterium’dan izole ettikleri alkalen proteazin molekiler adirhdini 27 kDa
bulurken, Seifzadeh ve ark. (2008) Bacillus sp.’den saflastirdiklari proteazin
molekdl agirhdini 47 kDa, Falahatpishe ve ark. (2007) ise yine bir Bacillus sp.

proteazinin molekdl agirligini 24.7 kDa olarak saptamiglardir.

Ayrica Moon et al. (1994) Bacillus subtilisten saflastidiklari alkalen proteazin

molekdl agirhdini 28 kDa olarak belirlerken, Banik ve Prakash (2004) Bacillus
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cereus’tan saflastirdiklari proteaz enziminin de molektl adiriginin 28 kDa
oldugunu bildirmislerdir. Oztiirk ve ark. (2009) Van Géli’'nden izole ettikleri ve
Bacillus licheniformis BA17 olarak adlandirdiklari bakteriden saflastirdiklar
alkalen proteazin molekiler agirhdini 19.7 kDa olarak belirlemislerdir.

Goruldagl gibi, proteazlari molekiler agirliklari acisindan genellemek oldukga
zor olmaktadir. Ayni tlrtn farkli varyeteleri igerisinde, farkli molekil agirhdina
sahip proteazlar olabildigi gibi, farkl tirlerde ayni molekdl agirhdina sahip

proteazlar da saptanmistir.

Sonug olarak, kendi kaynaklarimizdan izole edip Bacillus sp. N-40 olarak
isimlendirdigimiz bakteriden yliksek verimde enzim (retimi saglanmis olup, enzim
karakterize edilmistir. Bu enzimin sicaklik ve pH stabilitesinin yilksek oldugu
belirlendiginden, enzimin gesitli endistriyel alanlarda kullanim olanaklari bulacadi
ve bdylece dis Ulkelrden satin alinan proteaz enziminin Ulkemizde genis capta
Uretilmesi ve bodylece (lke ekonomisine katkida bulunulmasi mimkin
olabilecektir. Ayrica, bu mikroorganizmanin insan saghdina etkilerinin
arastirilmasi ile Bacillus sp. N-40'In GRAS (Generally recognized as safe)
mikroorganizma oldudu saptanirsa, elde edilen proteazin gida sanayisinde de

kullanilmasi 6nem kazanacaktir.
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http://www.nmpdr.org, Erisim Tarihi: 2009. Konu: Gram (+) ve gram (-)

bakterilerin gérinimd.
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TESEKKUR

Tez calismalarim sirasinda her konuda ilgi ve yardimlarini esirgemeyen,
calismalarimin tim asamalarinda beni destekleyerek yénlendiren ve bana her

konuda calisma olanagi veren danismanim Sayin Dog. Dr. Elif DEMIRKAN' a,

Calismamda kullandigim toprak érneklerini getiren bélimimiz égrencilerine,

Yetersizliklerden dolayl yapamadigimiz bazi deneyler igin imkan sadlayan ve
yardimlarini  esirgemeyen TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi (MAM),
Mikroorganizma Biyoteknolojisi Grubu’ na, 6zellikle Prof. Dr. Dilek KAZAN, Dr.
Dilek COSKUNER OZTURK ve Nurcin CELIK OZTURK’ e,

Ogretim hayatim boyunca ve dzellikle yiiksek lisans calismalarim sirasinda
beni her zaman destekleyen, maddi manevi yardimlarini esirgemeyen sevgili
annem Zehra SEVINGC ve bir yerlerde beni sevgiyle izledigini bildigim babam Saim
SEVINC' e,

Tez calismalarim boyunca manevi destegini ve gliclii motivasyonunu sirekli
hissettijim, her zaman yanimda olacagini bildigim Cihan URUT' e en icten

dileklerimle tesekklir eder, sevgi ve saygilarimi sunarim.
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