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OZET
Yiksek Lisans Tezi

PROTEAZIN URETIMINI ARTTIRMAK ICIN KIMYASAL MUTAGENEZ (ETiL
METAN SULFONAT, EMS) YOLUYLA BACILLUS SUBTILIS E6-5'DEN MUTANT
SUS GELISTIRILMESI VE URETIM ORTAMININ OPTIMIZASYONU

Kiibra OZDEMIR

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisu
Biyoloji Anabilim Dal1

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu ¢alismada EMS ile muamele edilen Bacillus subtilis E6-5 susundan proteaz iireten
82 adet mutant elde edilmistir. Bu mutantlar icerisinde en biiyiik zon ¢apina (15 mm)
sahip olan mutant sus se¢ilerek bu sus Bacillus subtilis KE20 seklinde adlandirilmastr.
Elde edilen mutantin sivi ortamda enzim {iretim kapasitesi test edilmis ve mutant sus
ana sustan 9.2 kat daha fazla enzim tretmistir. En ylksek enzim Uretimi 48. saatte elde
edilmistir. Fiziksel ve besinsel faktorlerin enzim iiretimi {izerine etkileri incelenmistir.
Besinsel faktorler i¢in farkli karbon ve azot kaynaklarinin, metal iyonlarinin etkileri
incelenmistir. En iyi karbon kaynagi olarak misir nisastasi (560 IU/mL), en iyi azot
kaynagi olarak skimmilk (624 1U/mL) ve metal iyonu olarak CaCl, (196 U/mL) elde
edilirken, fiziksel parametreler icinde en iyi sonuclar 30°C’de, pH 8.0’de, ¢alkalama
hiz1 olarak 100 rpm, inokiilasyon miktar1 %3 ve inokiilim yas1 3 giin olarak elde
edilmistir.

Proteaz iiretimini artirmak amaciyla, ¢alismada besinsel ve fiziksel kosullarin optimize
edilmesi ile olusturulan modifiye ortamda EK20 mutant1 temel besi ortamina gore
%79’luk bir artisla enzim Uretimi gostermistir. Ana sus (60 U/mL) ile kiyaslandiginda
mutant KE20 modifiye ortamda (992 U/mL) 16.5 kat verim artis1 saglamistir. Elde
edilen mutant susun endiistriyel 6lgekte proteaz iretimi, blylk bir potansiyele sahip
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Proteaz, Mutasyon, EMS, Besinsel Faktorler, Fiziksel
Faktorler
2018, ix+ 75



ABSTRACT
MSc Thesis

MUTANT STRAIN IMPROVEMENT FROM BACILLUS SUBTILIS E6-5 BY
CHEMICAL MUTAGENESIS (ETHYL METHANE SULFONATE, EMS) FOR
ENHANCED PRODUCTION OF PROTEASE AND OPTIMIZATION OF GROWTH
MEDIUM

Kiibra OZDEMIR

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, the parent strain Bacillus subtilis E6-5 was exposed to EMS by
classical mutation procedure, and 82 mutants were obtained. Among of these
mutants, a mutant strain was selected based on its ability to produce highest zone
formation (15 mm), and strain was named as Bacillus subtilis KE20. Obtained
mutant was tested for enzyme production capacity in the liquid media, the mutant
KE20 showed 9.2 fold increase in protease production over the parent strain Bacillus
subtilis E6-5. It was found that mutant strain produced protease on maximum level at
48th hour. In addition, the effects of nutrional andphysical factors on enzyme
production were examined. For this purpose, the effects of major medium ingredients
(different carbon sources, nitrogen sources and metal ions) on the production of the
enzyme were used. The best carbon source was found to be corn starch (560 1U/mL).
Among the organic nitrogen sources, the highest enzyme production was obtained in
the presence of skimmilk (624 IU/mL), CaCl> (196 U/mL) was detected as effective
as metal ion. In the physical parameters, the best results was obtained at 30°C, pH
8.0, 100 rpm asagitation rate, 3% as inoculum size and 3 days as inoculum age.

A new medium was obtained by optimizing the incubation conditions (nutrional and
physical factors) of protease production from KE20 mutant. In this medium, enzyme
yield was enhanced 79% compared to basal medium. The production of protease by
KE20 was inreased 16.5 fold compared to the parental strain. The mutant strain
produced may have a prominent potential for protease production on an industrial
scale.

Key words: Bacillus, Protease, Mutagenesis, EMS, Nutritional Factors, Physical
Factors
2018, ix+ 75
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GIRIS

Enzimler bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarin yasami i¢in temel olan protein
yapisinda biyomolekiillerdir ve metabolik yollara ve siireclere katkilarindan dolay1
yogun bir sekilde calisilmaktadir. Enzimler gilinlimiizde endiistriyel uygulamalarda
6nemli yer tutmaktadir ve enzim teknolojisi adi altinda yeni bir teknoloji dogmustur.
Enzim teknolojisi; ekonomik, etkili ve biyoteknolojik tekniklere olan biylk ihtiyac
nedeniyle 6nem kazanmustir. BOylece yeni tir enzimlerin blylk o6lceklerde ve
ekonomik Uretilmesi saglanmistir. Bir enzimin endiistride kullanilabilir olmasi igin
maliyet bakimindan ucuz olmasi, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilmesi ve en 6nemlisi de
alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamas1 gerekmektedir (Ozdemir 2013). Endustriyel
uretim sireclerinde, kimyasal yontemler yerine cevre dostu bir yoéntem olarak

enzimlerin kullanilmasi enzim teknolojisinin 6nemini arttirmaktadir.

Mikroorganizmalardan elde edilen ekstraselltler enzimler endistride bircok amag icin
kullanilmaktadir (Appak 2006). Ekstraselliller enzimler hiicre icinde sentezlendikten
sonra digar1 salinarak buradaki gida molekiillerinin ayrismalarini ve hiicre duvarindan
gecebilecek dlzeye inmelerini katalize ederler. Bu tarz aktivite gosteren enzimler
baslica proteazlar (peptidaz, jelatinaz, kollajenaz, kazeinaz, fibrinolizin), karbohidrazlar

(selltilaz, amilaz, maltaz, laktaz, siikraz, hiyalurinidaz), lipazlar ve niikleazdir.

Proteaz enzimi, tiim canli varliklarda bulunan, bliylime ve ¢ogalma icin gerekli olan bir
enzimdir. Proteazlar; proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimdir
(Salleh ve ark 2006). Proteinlerin hidrolizinde spesifik olarak katalitik rol oynayan,
fizyolojik ve ticari agidan oldukca 6nemli enzimlerden biridir (Taylor ve ark. 1979).
Proteazlar bioteknoloji ve endustrinin bircok sektériinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle farmasotik, gida, tekstil, deri ve yem endiistrileri gibi ¢esitli sektorlerde genis
kullanim potansitellerine sahiptir. Diinya genelinde endistriyel enzim pazart 1.4 milyar
USD dolayinda olup, yilda %10’un {izerinde pazar ag1 artis1 ve % 4-5 oraninda satig
artis1 ile Oonemli bir pazar payma sahiptir. Proteazlar, toplam endustriyel enzim

ticaretinin yaklasik %60’ 11 olusturmaktadir (Kiran ve ark. 2006).



Genel olarak mikroorganizmalardan yuksek miktarda enzim verimi elde edilebilmesi
icin ya mutasyona ugratilarak yeni suslar olusturulmakta ya mikroorganizmalar
dogrudan izole edilmekte ya da iretim ortaminin degistirilmesi gibi islemler
gerceklestirilmektedir. Ozellikle besin ortaminda var olan karbon ve nitrojen
kaynaklarinin, inorganik tuzlar ve diger biiylime faktorlerinin, bakterilerin enzim Gretim
verimi Uzerinde onemli etkisi bulunmaktadir (Khalil ve ark. 2003). Klasik mutasyon
yontemleriyle yeni mutantlarin elde edilmesi ve bu sayede ana sustan daha verimli
enzim dretimi yapilmast mimkiindiir. Cogu arastirmaci endistriyel 6neme sahip olan
proteaz enzimini yiiksek verimde Uretebilen yeni suslar elde edebilmek amaciyla gesitli

mutajenleri mutasyon etkeni olarak kullanilmiglardir.

Bu c¢alismada Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve
Biyoteknoloji Laboratuvarinda daha onceden proteaz enzimi iiretimi i¢in topraktan
izole edilmis ve adlandirilmis olan Bacillus subtilis E6-5 susu kullanilarak, kimyasal
mutajen kaynagi olan EMS ile verimli mutant suglarin eldesine gidilmistir. En verimli
bir adet mutant sus secilerek bu susun proteaz enzim iiretimi lizerine farkli karbon, azot
ve metal iyonlar1 gibi besinsel faktorler, sicaklik, pH, rpm, inokiilasyon yasi ve
inokulasyon miktar1 gibi fiziksel faktorlerin etkisi arastirilarak lireme ortami optimize

edilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1 Enzimler

Enzimler, tepkimeye girerek aktivasyon enerjisini diisiiren ancak kendisi etkilenmeden
¢ikan biyolojik katalizorlerdir. Enzimler canli hiicreler tarafindan meydana getirilen,
ancak etkisini gosterebilmesi i¢in hiicrenin varlifini gerektirmeyen, 1stya dayaniksiz

maddelerdir (As1 1999).

Metabolizma reaksiyonlarinin pek c¢ogunu hizlandiran protein yapisinda biyolojik
katalizorler olarak da tanimlanan enzimler; besleyici molekiillerin yikildigi, kimyasal
enerjinin depolandigr ve seklinin degistirildigi, basit prekiirsorlerden biyolojik
makromolekullerin olusturuldugu metabolik yollarda, yuzlerce reaksiyon basamagini
katalizlerler. Hiicrelerde 6nemli faaliyetler ¢esitli metabolizma reaksiyonlart enzimlerin

katalitik etkisiyle miimkiin olmaktadir (As1 1999).

Enzimler, binlerce yildir i¢ecek, ekmek ve peynir yapimi gibi islemlerde varligi ve
gorevi bilinmeden kullanilmustir. Ik bulgular eski Misir’a kadar dayanmaktadir. Yakin
tarihte ise dogu iilkelerinde bir¢ok gida fermentasyonu icin ipliksi mantarlar enzim
kaynagi olarak kullanilmigtir. Batida 1896’da ger¢gek modern mikrobiyal enzim
teknolojisi ‘takadiastase’in ticareti ile baglamistir. Bu dogudan bati toplumuna 6nemli

bir teknolojik transferdir (Smith 1996).

Enzim terimi ilk kez W. Kiihne tarafindan ‘in yeast’ (maya i¢inde) anlaminda
kulanilmistir.  Insanlar ¢ok eski tarihlerden beri enzimatik reaksiyonlardan
yararlanmiglardir ve sarap, ekmek, yogurt, boza vb. Uretimleri yapmislardir. Ancak, bu
maddeleri Uretebilmek icin enzimleri ve enzimlerin katalitik etkilerinin nasil oldugunu
bilmeden faydalanmiglardir. Ik kez 1833 yilinda Payen ve Persoz alkol kullanmak
suretiyle malt ekstresinden nisastayr sindiren enzimi presipitasyon (¢okelme) yolu ile
ayirt etmis ve buna Diyastaz adin1 vermislerdir. 1836' da Schwan mide suyundan Pepsin
enzimini elde etmistir. Fakat kristal halde bulunan ilk enzim olan Ureaz ancak 1926
yilinda Summer tarafindan izole edilmistir. 2000 kadar enzimin identifikasyonu
yapilmis bunlardan 250 kadar1 da kristal halde elde edilmistir (As1 1999). 1930’larda 80



adet enzim taninirken, 1968’lerde bu rakam 1.300°e 1982’de 2.000’e yiikselmistir.
Gunimduzde 25.000 enzimin oldugu bilinmektedir ve yine enzimlerle ilgili ¢alismalar
hizli bir sekilde devam etmektedir (Kiran ve ark. 2006).

Enzimlerin kimyasal katalizorlerden en onemli farki 6zgiil (spesifik) olmalaridir.
Enzimler spesifik aktiviteye sahip proteinler olduklari i¢in, enzimin bu ozelligi
substratla gecici olarak enzim-substrat kompleksini kurmasina olanak saglar. Bu gecici
kompleks sayesinde triinler olusur, daha sonra enzim substrattan ayrilarak tekrar eski
haline geri doner. Substratin enzimin iizerinde baglandigi aktif bolgeye ise katalitik
bolge denir. Substratin enzime baglanmasi anahtarin kilide uymasi gibi bir uyum
gosterir. Enzimler substratlarina ¢ok yiksek 6zglnlik gosterdikleri icin kendine uyumlu
tek bir substratla baglanarak tek bir {irin olustururlar (Chaplin ve Bucke 1990).
Enzimler protein yapisinda ve kolloidal karakterde olduklarindan, fiziksel (1s1, pH, UV-
1sinlar, osmotik basing, vs.) ve kimyasal (asit, alkali, metabolitler, mineraller, vs.)

faktorlerden etkilenirler.

Katalitik RNA hari¢ biitiin enzimler protein yapisindadirlar. Enzimler, proteinlere ait
olan tiim yapisal 6zellikleri gosterirler. 12.000 kDa’dan 1.000.000 kDa {izerine kadar
molekiiler agirliklara sahiptirler. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, dogal protein
konformasyonlariin biitiinliigline baghdir; bir enzim denatiire edilirse katalitik
aktivitesi yok olmaktadir. Enzim proteinlerinin primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner
yapilari, katalitik aktiviteleri i¢in esastir (Anonim 2017). Bazi enzimler aktivite i¢in,
protein yapiy1 olusturan aminoasit kalintilarindan baska kimyasal bilesenlere ihtiyac
duymazlar. Bazi enzimler ise kofaktor (metaller) veya koenzim (vitaminler) seklinde
adlandirilan kimyasal bilesenlere gereksinim duyarlar. Kofaktort ile birlikte tam,
katalitik olarak aktif bir enzim, holoenzim seklinde isimlendirilmektedir. Holoenzimin
protein kismi apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilir. Koenzimlerin enzim
proteinine kovalent olarak bagli olan ve enzim proteininden ayrilmayanlar prostetik
grup olarak adlandirilmaktadir. Koenzimlerin enzim proteinine nonkovalent olarak bagl
olan enzim proteininden ayrilabilenleri ise kosubstrat seklinde isimlendirilir (Anonim
2017).



Enzimlerler tarafindan katalizlenen, tepkimeye giren kimyasal molekiillere substrat adi
verilir. Birgok enzim, substratlarinin admi veya aktivitelerini tanimlayan bir kelime
veya sozciikgubuna “az” son eki eklenerek adlandirilirlar. Ureaz, amilaz, arjinaz,
proteaz ve lipaz, substrati tanimlayan; DNA polimeraz, laktat dehidrojenaz ve adenilat
siklaz, tepkimeyi tanimlayan adlandirmalardir. Karigik isimlendirmelerden dolay1 bazen
ayni enzim i¢in iki veya daha fazla isim kullanilabilirken; bazen de iki farkli enzim igin
ayni isim kullanilma yoluna gidilmistir. Béyle belirsiz anlamsizliklar ve yeni kesfedilen
enzimlerin sayisinin siirekli artmasit nedeni ile uluslarasi enzim birligi tarafindan
enzimlerin isimlendirilmesi ve smiflandirilmast igin yeni bir sistem benimsenmistir
(Anonim 2017)

Enzim komisyonunun raporuna gore enzimler katalizlemis olduklar1 reaksiyonlara gore
6 ana smifa ayrilmaktadirlar. Bunlar;

1. Oksidorediiktazlar: Bu siniftaki enzimler Oksidasyon-rediksiyon (ytkseltgenme-
indirgenme) reaksiyonlarini katalize ederler.

2. Transferazlar: Bir fonksiyonel grubun (6rnegin fosfat ya da metil grubu) transferini
saglayan enzimlerdir.

3. Hidrolazlar: Hidrolitik reaksiyonlarin katalizini saglayan enzimlerdir.

4. Liyazlar: Bu sinifta yer alan enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki mevcut baglar
okside ya da hidroliz reaksiyonlarindan farkli sekilde kirarlar. Kirilan atomlar arasinda
cift bag olustururlar.

5. Izomerazlar: Optik veya geometrik izomerlerin rasemizasyonu tepkimelerini katalize
eden enzim grubudur.

6. Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C atomlar1 arasinda bag olusturulmasini
katalize eden enzim sinifidir. Bu sinifta yer alan enzimler ¢ogunlukla ATP'deki veya

diger trifosfatlardaki pirofosfati hidrolizleyerek iki molekiiliin baglanmasini saglarlar.

Enzimler sistematik adlandirmada enzim komisyonu (Enzyme Commission: EC)
tarafindan verilmis dort rakamdan olusan kod numarasi (EC 1.2.3.4) ile
isimlendirilmektedir. Bunlar;

1. Ik rakam, enzimin alt1 sinifindan hangisinde bulundugunu gésterir,

2. Ikincisi, enzimin alt sinifin1 (Subclass) belirtir,



3. Uclincii rakam, ikinci alt gubunu (Sub-Subclass),
4. DOrdiincu rakam ise enzimin sub-subclass igindeki seri numarasini gosterir (Anonim
2017).

Ornegin Bacillus sp.’deki proteaz enziminin kod numarast EC 3.4.21.14 ile ifade
edilmektedir (Anonim 2017).

Enzimlerin dokulardaki ve hiicrelerdeki derisimi ¢ok diisiik miktarlarda oldugundan
Ol¢timiinii saglamak oldukga giigtiir. Bu yizden enzimin katalitik aktivitesini 6lgmek en
dogru yoldur. Bu nedenle enzim miktari, enzim derisimiyle dogru orantili bir sekilde
olusan iriin miktarmin 6lgiilmesiyle saptanir. Biyolojik reaksiyonlarda gorev alan
bircok enzim "Enzim Unitesi" birimiyle ifade edilmekte ve Uluslararst Unite =IU
seklinde gosterilmektedir. Enzim 0nitesi 1 mikromol substratin normal sartlar altinda
degismesini katalizleyen enzim miktar1 seklinde ifade edilir. Enzimlerle yiratilen
endiistriyel islemler daha hesapli ve nitelikli Urlin olusmasini saglamaktadir. Bugiin,
endiistriyel alanda kullanimi olan bircok enzim mikrobiyal koékenlidir ve ekonomik
olarak da hesaplidir. Bundan dolay: endistriyel enzim Uretiminde mikroorganizmalarin
kullanilmas: yayginlagsmistir. Biyoteknolojik gelismelerle orantili olarak iiretimde
zamandan kazang saglanmasi, yonlendirilmis mutasyonlar1 basit ve hizlica yanitlamalari
ve daha kaliteli enzim dretebilmeleri sebebiyle mikroorganizmalar kusursuz enzim
kaynaklaridir. Ozellikle son yillarda rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak enzim
uretiminde oldukga yiiksek boyutlara ulasilmis ve kullanimi da hizla yaygmlik
gostermistir (Aehle 2004).

Baz1 arastirmacilar yeni enzimlerin dogal kaynaklardan saflagtirilmast ve
karakterizasyonu ile ilgili ¢alismalar yiiriitiirken, bir grup arastirmacilar da enzimlerin
dinamik dretimi ve kullanildig: alanlarla ilgili ¢alismalara yonelmektedirler. Enzimler
biyokimya dalinin 6nemli c¢alisma alanlarindan biri oldugundan dolay1 bilhassa
biyokimyacilar tarafindan fazlaca calisilmakta, bununla birlikte glnimuzde farkl
alanlarda da 6nem kazanmaktadir. Bu alanlardan bazilari tekstil miihendisligi, kimya
miihendisligi, gida miithendisligi, biyomuhendislik, kimya, biyoloji, mikrobiyoloji ve

biyoteknolojidir (Celep 2010). Ticari olarak kullanilan enzimlerin %60°1 proteazlar,



%28’1 karbohidrazlar, %3t lipazlar ve %10’u ise diger enzimlerdir. Kiresel enzim
pazar1 2015 yilinda 8.2 milyar dolar olarak saptanmistir. Proteaz enzimleri en 6énemli
endustriyel enzimlerdir ve tahmini degeri 2016-2024 yillar1 arasinda % 6.6 CAGR (The
compound annual growth rate: Bilesik yillik biiyiime orani1 ) ile 16.9 milyar dolara
ulagacagi tahmin edilmektedir. Enzimin smnurlt enerji tiiketimi ve katalitik dogas1 (daha
lyi substrat aktivitesi) nedeniyle maliyet disiislerinin pazar blyumesi i¢in 6nemli bir
faktor olarak kalmasi beklenmektedir (Anonim 2018), (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kiiresel enzim pazarinin 2015- 2024 yillar1 arasindaki degisimi (Anonim
2018)

2.2. Mikrobiyal Enzimler

Tarihsel gelisim streci yoninden bakildiginda enzimlerin ¢ok farkli kaynaklardan elde
edildigi goriilmektedir. Bunlar bitkisel, hayvansal ya da endiistriyel anlamda ihtiyact
karsilayabilen mikrobiyal kaynakli enzimler seklindedir (Gupta ve ark 2003).

Endiistrinin ~ neredeyse  her  alaninda  kullanilan  enzimler  cogunlukla
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Bunun sebebi mikroorganizma kaynakl
enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere gore katalitik aktivitelerinin gok
yiiksek olmasi, istenmeyen yan {iriin olusturmamalari, daha stabil ve hesapli olmalari,
fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Kiran ve ark 2006). Bazi 6zel uygulamalar icin
bitkisel ve hayvansal kaynakli enzimler 6zel onemlerini korumakla birlikte son 30
yildan beri teknik uygulamalar i¢in mikrobiyal kaynaklar agirlik kazanmaya baslamistir

(Tosun 2006).



Mikroorganizmalar, biyokimyasal ¢esitlilikleri ve genetik yonlendirmelere uygunluklari
gibi nedenlerden dolayr miikemmel bir enzim kaynagi olarak degerlendirilmektedir
(Rao ve ark 2009).

Glinlimiizde endiistride kullanilan enzimlerin yaklasik %90’1 mikroorganizmalarin
fermantasyonu ile Uretilmektedir (Godfrey ve West 1996). Mikrobiyal enzimlerin
kaynaklar1, dogal ortamlarindan izole edilmis olan organizmalardir. Bu organizmalar
aynt zamanda birden farkli enzim iiretme yetenegine sahip olabilirler. Bu
mikroorganizmalar sadece enzim iiretimlerine bakilarak degil ayn1 zamanda toksik veya
patojen Ozellikte olmamalarina gore de segilirler. Bu sebeple de endistriyel alanda
kullanilacak suslarin, mutant 6zellikte olmalar1 ve yeteneklerini uzun siire korumalari
arzu edilir. Ticari 6éneme sahip olan enzimler genellikle hidrolazlardir ve bunlar da
mikrobiyal kokenlidir. Bu enzimler genellikle ekstrasellller sekilde bulunur ve yiliksek
molekiiler agirliga sahip olan substratlarla ¢alisirlar. Ekstraselltler enzimler, besiyeri ve
hiicre duvarmin dis1 ile baglantili olan enzimler diye gegerler (Kiran ve ark. 2006).
Mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin tiim diinya genelinde yillik kullanim
oranlarina bakildiginda % 25 alkalin proteaz, % 21 diger proteazlar, % 18 amilaz, % 10
renin, % 3 tripsin, % 3 lipaz, % 10 diger karbohidrat parcalayan enzimler (seliilaz ve
ksilenaz gibi) ve % 10 kadar ise analitik ve farmasotik enzimlerdir (Rao ve ark. 1998).
Bu enzimlerin endiistriyel kullanimda farkli alanlara yonelik dagilimina bakildiginda, %
29’unun gida sektoriinde, % 15’inin hayvan yem sektoriinde, % 56’sinin ise genel
teknik alanlarda kullanim1 oldugu saptanmaktadir (Kirk ve ark. 2002, Schallmey ve ark.
2004). Endistriyel alanda kullanilan enzimler farkli biyolojik kaynaklardan
tiretilmektedirler. Bunlarin yaklasik % 60’1 filamentdz fungi, %24°l bakteriler, %6’s1
hayvanlar, %4’ mayalar ve %2’si Streptomyces tarafindan iretilmektedir (Lowe,
2001).



2.3. Proteazlar

Proteazlar, polipeptit veya protein zincirlerinin hidrolizini katalizleyen, proteinaz ya da
peptidaz seklinde tanimlanan enzimlerdir. Proteazlar, proteinin polipeptit zincirindeki
amid baglarin1 hidrolize ederek parcalanmasini saglar. Proteazlar, sindirim sistemi
icerisinde fazla miktarda var olmasi sebebiyle ilk kesfedilen enzimlerin arasindadir

(Fersth 1998), (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Proteazlarin katalitik mekanizmasi (Polgar 1989)

Farkl1 hidroliz islemlerine gére proteazlar farkli etkinlik gdstermektedirler. Ornegin, bir
aspartil proteaz hidroliz islemini genel asit-baz mekanizmasiyla gergeklestirir ve su
direkt tepkimeye katilirken, sistein proteazlarin aktivite gosterebilmeleri agilasyon-

deagilasyon mekanizmalarina baglidir (Bell 2006).

Proteazlarin peptid bagini hidroliz etmeleri sirasinda gergeklesen ii¢ olay mevcuttur.
Birincisi, amid nitrojeninin karbonil grubuna elektron transfer ederek oldukca kararh
amid bag1 olusturmalaridir. Ikincisi, genel baz mekanizmast ile zayif bir niikleofil olan
suyu aktive etmeleridir. Uglinciisii ise proteazlarin amin grubunu yapidan ayrilmadan

once protonize etmeleridir (Hedstrom 2002).

Proteazlarin degisik kaynaklardan izole edilebilen bazi smiflarinin, nétral pH’nin
tizerindeki baz1 pH degerlerinde de kataliz etme yetenekleri endistriyel alanda 6nem

kazanmalarina neden olmustur (Kumar ve Takagi 1999).



Proteazlar lizerinde ilk ¢alismalar, 1783 yilinda, Spallanzani ile baglamistir. Bu arastirici
mide sivisinin protein pargalama oOzelliginde oldugunu saptamistir (Aunstrup1973).
1836 yilinda ise Schwann, pepsinin de benzer etkiyi gosterdigini ortaya koymus ve bu
enzimi yiiksek oranda saflastirabilmistir. Ayni yillarda c¢esitli kaynaklardan proteolitik
enzimler izole edilmis ve mide sivisindan elde edilene ‘pepsin’, pankreastan salgilanan
‘tripsin’, bagirsak mukozasindan elde edilene ise ‘erepsin’ adi verilmistir. 1913 yilinda,
Boidin ve Effront, bir Bacillus subtilis spp.’den amilaz ve ¢ok az da proteaz igeren
enzim preparati hazirlamiglardir. 1930’larda Bergman ve arkadaslari, proteinlerin peptid
baglarinin enzimlerle par¢alandigini bildirmislerdir. 1940-42 yillarinda ise, enzimlerin
spesifikligi lizerine yapilan ¢alismalarda, her enzimin belirli etkileri oldugu agiklanmig
ve pepsin, tripsin, kimotripsin, papain gibi hayvansal ve bitkisel orjinli proteazlarlar
saflagtirma ¢alismalar1 yapilmistir. Bacillus ve Aspergillus sp.’ler tarafindan sentezlenen
mikrobiyal proteazlar ise, 1950-52 yillar1 arasinda izole edilmistir (Bulut 2007). Proteaz
sentezinin hiicresel kontroliinde sorumlu mekanizma hentiz tam olarak bilinmemekle
birlikte proteazlarin iiretimi aminoasit veya amonyum gibi hizli bir sekilde metabolize

edilebilen azot kaynaklari ile baskilanmaktadir (Yildirim 2010).

Endiistriyel talepler, arastirmacilar1 proteolitik enzimlerin; spesifik ve kararli sekilde
devam eden, metal iyonlarina, yiiksek sicakliga, yiiksek pH’a, organik ¢oziiciilere
dayanikli yeni enzim kokenleri arastirmaya tesvik etmektedir. Bu beklentiler
dogrultusunda; yiiksek alkali sartlarda kararli ve yiiksek aktiviteye sahip, yiiksek
sicakliklara dayanikli olan biyomiihendislik ve biyoteknoloji i¢in uygulanabilir enzim
gubu olan proteazlar karsimiza ¢ikar (Yagci 2007). Toplam endiistriyel enzim
ticaretinin  %59’unu kapsayan proteazlarin 1994 yilinda 400 milyon dolar olan
endustriyel enzim gelirinin 112 milyon dolarlik kismini deterjan katki maddesi olarak
kullanilan proteazlar olusturmustur (Kumar ve Takagi 1999). Bu rakam 2009 yilinda
220 milyar dolara ulagmistir (Rao ve ark. 2009).
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2.3.1. Proteazlarin siniflandirilmasi

Proteazlar siniflandirilirken hidroliz igin goreceli segicilik esasi lizerinden daha genis
kapsamli siniflandirilmaya gidilmistir. Bunlar; iki biiyliik sinif olan endopeptidazlar
(biiyiik proteinlerin uglarindan uzaga atak yapanlar) ve ekzopeptidazlara (polipeptidin
ucuna atak yapanlar), iki kiigiik smif olan oligopeptidazlar (kii¢iik proteinlerin
uclarindan uzaga atak yapanlar) ve omega-peptidazlara (proteinlerin uglarina hareket
edenler) ayrilmiglardir. Bu iki biliylik smf etkinlik gosterme sekillerine, etki
mekanizmalarma ve etkinlik saglanan bolgeye gore ayrilirlar (Barrett 1998).
Siniflandirmanin yapilis sekli Enzim Komisyonlar1 Adlandirma Komitesi (IUBMB)

tarafindan ileri stiriilmistiir (Anonim 1994).

Bu terminolojinin genel detaylar1 Sekil 2.3” de verilmistir (Ather 2009).

Peptidazlar
EC 3.4

Endopeptidazlar Oligopeptidazlar Omega Peptidazlar Ekzopeptidazlar

EC 3.4.21-25, 99 EC 3.4.21-25, 99 EC 3.4.19 EC 3.4.11-18
— |
|
Dipeptidaz
EC 3.4.13
Serin Endopeptidaz
— EC 3.4.21 =
N-terminale atak C-terminale atak
yapan Peptidazlar yapan Peptidazlar
Sistin Endopeptidaz
.
EC 3.4.22
Aminopeptidaz Peptidil dipeptidaz
Aspartik Endopeptidaz I EC 3.4.11 — EC 3.4.15
EC 3.4.23
. Dipeptidil-peptidaz Serin karboksipeptidaz
Metallo Endqp_epl:ldnz EC 3414 TEEsTe
EC 3.4.24
Tripeptidil-peptidaz Metallo karboksipeptidaz
Treonin Endopeptidaz — EC 3.4.14 — EC 3.4 .17
— EC 3.4.25
Sistin karboksi tidaz
Atanmamis Endopeptidaz [ . [_l;c-;_.l__ ;E;ep
1 EC 3.4.99

Sekil 2.3. Proteazlarin siniflandirilmasi (Ather 2009)

Proteazlar katalitik etkinlikleri géz Oniine alinarak Endoproteazlar ve Ekzoproteazlar
seklinde kisimlara ayrilirlar. Ekzoproteazlar bir peptit substrati ile bollinmiis oldugu
ucuna gore aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar seklinde incelenirken,
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Endopeptidazlar substrata ait peptit zincirini u¢ kisimdan uzaktaki bir yerden
ayirmaktadirlar. Ekzopeptidazlarin etkinligini; polipeptid uclarinda yer alan spesifik
amino asitler, ayrilacak olan peptid baginin yakininda bulunan polipeptid zincirinin
sahip oldugu konformasyon ve peptidin sahip oldugu uzunluk belirlemektedir (Chaplin
ve Buckle 1990).

Aminopeptidazlar, polipeptid zincirindeki serbest amino grubunun hidrolizini katalizler
ve tek bir amino asitin, dipeptidin veya tripeptidin ayrilmasini saglar. Aminopeptidazlar
cogunlukla bakteri veya mantar ihtiva eden mikrobiyal tiirlerde bulunmaktadir. Farkli
bakteri tlrlerinden elde edilmis olan aminopeptidazlar, farkli molekiil kiitlelerine sahip
olabilirler ve gereksinimleri olan optimum pH dereceleri ve hassaslik gosterdikleri

iyonlar da farkliliklara sahip olabilmektedir (Rao ve ark. 1998).

Karboksipeptidazlar polipeptid zincirindeki serbest karboksi grubundan hidroliz
reaksiyonunu gergeklestirirler ve tek bir aminoasitin ya da bir dipeptidin ayrilmasini
saglar. Karboksipeptidazlar (CP) ; serin, metalloproteaz, sistein, dipeptidil dipeptidaz ve
dipeptidaz seklinde alt simiflara ayrilmaktadirlar (Duran ve ark. 2007). Serin
karboksipeptidazlar karakteristik olarak bulunan ve aktif bolgelerinde yer alan; Ser, Asp
ve His amino asitlerinden meydana gelmis katalitik tgcliyii icerirken metallo
karboksipeptidazlar ise yapisina gii¢lii bir sekilde baglanmis olan ¢inko atomuna
sahiptirler (Raksakulthai ve ark. 2003).

Endopeptidazlar polipeptid zincirindeki belli peptit baglariyla hidrolize olmaktadirlar
(Flores ve ark 1999). Katalitik etkinlikleri baz alinarak serin proteaz (E.C.3.4.21),
sistein proteaz (E.C.3.4.22), metallo proteazlar (E.C.3.4.24) ve aspartik proteaz
(E.C.3.4.23) seklinde smiflandirilmaktadirlar (Cizelge 2.1.).
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Cizelge 2.1. Katalitik mekanizmalarina gore proteaz siniflar1 (Shimogaki ve ark. 1991)

Simaf Katalitik kasim ornek

Serin Ser (His"'. Asp' ) kimotripsin, tripsin. elastaz, trombin.

proteinaz 3, faktor Xa. katepsin G.

Sistein Sis™ (His>) katepsimn B.L.S
Aspartik  Asp *? (Asp™) pepsin HIV proteaz. rennin, katepsin D
Metallo Zn~ anjiotensin déniistiiriicii enzim (ACE) .

MMP-21. MMP-9

2.3.1.1. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar polipeptit zinciri i¢ tarafindaki peptit baglar1 {lizerine etkileri veya
polipeptit zincirindeki N ucu ve C ucuna uzaktaki peptit baglarina olan etkilerine
bakilarak gruplandirilmaktadirlar. Enzim etkinliklerine negatif etki eden faktorlerden

biri ortamda serbest halde bulunan amino ya da karboksil gruplari olmasidir.

Endopeptidazlar; serin proteaz, sistein proteaz, aspartik proteaz ve metalloproteazlar

seklinde dort alt gruba ayrilarak incelenmektedirler.

2.3.1.2. Serin proteazlar (EC 3.4.2.1)

Aktif bolgelerinde serin grubu varligina sahip olmalariyla karakterize edilmektedirler.
Virisler, bakteriler, 6karyotlar hem ¢esitli ve hem de yaygin sekilde bulunmalarindan
dolay1 organizmalar agisindan fazlasiyla 6nemli olduklari disiintiliir. Serin proteazlar 20
adet familyaya ayrilirlar ve bunlar 6 farkli klana ayrilmaktadir. Bu gruplandirma serin
proteazlarin yapisal benzerlikleri g6z oniine alinarak yapilmaktadir. Kimotripsin (SA),
subtilisin (SB), karboksipeptidaz C (SC) ve Escherichia D-Ala-D-Alapeptidaz A (SE)
klanlarina mensup canlilar arasinda akrabalik yoktur. Yani serin proteazlarin evrimsel
kokeninde en az dort ayrim mevcuttur. (Deshpande ve ark. 1998). Serin proteazlar 3,4-
cischloroisocoumarin (3,4-DCI), L-3-carboxytrans 2,3-epoxypropyl-leuclamido (4-

guanidine) butane (E.64), phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) ve tosyl-L-lysine
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chloromethyl ketone (TLCK) ile geri doniisiimii olmayan sekilde inhibe olmalar ile de
bilinirler. Serin proteazlar ¢ogunlukla pH 7.0-11.0 arasinda aktiflik gostermektedirler.
Izoelektrik noktalar1 pH 4.0-6.0 arasinda farkliik gostermektedir. Alkali pH
degerlerinde etkinlik gosteren serin alkalen proteazlar ve subtilisinler iki dnemli serin

proteaz grubudur (Deshpande ve ark. 1998).

2.3.1.3. Sistein/Tiyol proteazlar (EC 3.4.22)

Sistein proteazlar prokaryot ve Okaryot canlilarin her ikisinde de mevcuttur. Yaklasik
olarak 20 adet familyaya sahiptirler. Sistein proteazlarin tiimiiniin katalitik etkinligi
histidin ve sistein aminoasitlerini ihtiva eden katalitik diadlar zerindedir. Sistein ve
histidin aminoasitlerinde Cys-His ya da His-Cys seklindeli siralama familyalarin
farkliliklara sahip olmasina neden olur. Sistein proteazlardan en iyi sekilde bilineni
papaindir. Cogunun optimum aktivitesi nétral pH degerinde iken, az bir kismi
(lizozomal proteazlar gibi) da asidik pH seviyelerinde aktiflik gosterirler (Deshpande ve
ark. 1998).

2.3.1.4. Aspartik proteazlar (EC 3.4.23)

Aspartik proteazlara diisik pH degerlerinde de aktiflik gosterebildikleri igin asit
proteazlar da denilmektedir. Ilk isimlendirilen ve en iyi bilinen aspartik proteaz
pepsindir (Fersht 1998). Aspartik proteazlar, aspartik asit koklerine etki eden katalitik
etkinlige sahiptirler. Aspartik proteazlarin aktiviteleri genellikle pH 3.0-4.0 araligindaki
diisiik pH degerlerinde degiskenlik gosterir. Sahip olduklar1 molekiiler agirlik 30-45
kDa arasindadir. Aspartik proteazlar pepstain ile inhibe edilebilirler. Diazoacetyl-DL-
norleucine methyl ester (DAN) ve 1,2-epoxy-3-(pnitrophenoxy) propane (EPNP)
tarzinda bakir iyonu ihtiva eden diazoketon seklindeki bilesiklere karsi hassas
olabilmektedirler. Mikrobiyal olan aspartik proteazlar Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus ve Neurospora tarafindan iiretilmekte olan pepsin benzeri enzimlerdir ve
Endothia ve Mucor spp.’ nin irettigi renine benzeyen enzimler seklinde iki biiyiik
gruptan olusmaktadirlar (Deshpande ve ark.1998).

14



2.3.1.5. Metalloproteazlar (EC 3.4.24)

Aktivitelerini gdsterebilmeleri i¢cin divalent metal iyonlari ihtiyag duymaktadirlar.
Cinko proteazlar seklinde de adlandirilmaktadirlar. Metalloproteazlar noétr pH
degerlerinde aktiviteye sahiptirler (Fersht 1998).

Metalloproteazlar yiiksek yapili canlilarda kollogenaz, yilan zehirinde bulunan
hemorhagic toksini ve bakterilerdeki termolizin gibi proteazlar seklinde genis bir
yayilima sahiptirler. Metalloproteazlarin yaklasik olarak 30 adet familyaya ayrildigi
saptanmistir. Bu familyalardan 17°si endopeptidaz, 12’si ekzopeptidaz ve 1 tanesi de
hem endo- hem de eckzopeptidaz familyalarina aittir. Metalloproteazlar gruplara
ayrilirken metal baglanma bolgesi ile birlik olusturmus olan aminoasit kokii baz alinur.
Etkinliklerine gore metalloproteazlar nétral, alkali, Myxobacter | ve Myxobacter Il
seklinde dort farkli gruptan olusmaktadirlar. Notral olan metalloproteazlar hidrofobik
aminoasitlere karsi etkinlik gostermektedirler. Alkalen olanlar ise genis bir substrat

farkliligina sahiptirler (Deshpande ve ark. 1998).

2.3.2. Oligopeptidazlar

Oligopeptidazlar smifit proteinlerden kiigiik olan substrat yiizeylerine karsi aktivite
gostermeye meyillidirler. Ornegin; Thimet Oligopeptidaz (Barrett, Brown ve ark. 1995,
Knight, Dando ve ark. 1995).

2.3.3. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar yalnizca peptit zinciri Sonunda bulunan kisimlara etkinlik
gostermektedirler. Peptit ve proteinlerin N ve C ucundan etkinlik gostermelerine goére
sirayla, aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar seklinde sinifa ayrilarak incelenirler
(Barrett, Brown ve ark. 1995, Knight, Dando ve ark. 1995).

2.3.3.1. Aminopeptidazlar

Peptid zinciri tzerinde serbest olan N-ucunu etkileyerek tek bir amino asit, dipeptit ya
da tripeptidin ¢ikarilmasini katalizlerler. Aminopeptidazlar farkli bakteri ve fungus
tirlerinden dretilmektedirler. Aminopeptidaz grubu enzimleri gogunlukla hiicre iginde

aktivite gosterirler (Deshpande ve ark. 1998). Streptomyces griueus’tan izole edilen
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ticari degeri olan enzim Pronaz endopeptidaz, aminopeptidaz ve karboksipeptidaz
aktivitelerini iceren bir enzimdir. Pronaz, genel olarak, proteinlerin hatasiz ve tam bir
sekilde hidrolizini elde edebilmek amaciyla laboratuvarlarda kullanilmaktadir (Reed
1993).

2.3.3.2. Karboksipeptidazlar

Polipeptit zincirindeki C- ucunu etkileyerek tek bir aminoasit ya da dipeptitin
cikarilmasin1 katalize ederler. Karboksipeptidazlar aktif bolgelerinde var olan
aminoasitlere gore serin karboksipeptidaz, sistein karboksipeptidaz ve metallo
karboksipeptidazlar seklinde {i¢ gruba ayrilmaktadirlar. Serin karboksipeptidazlarin
Penicillium spp., Saccharomyces spp. ve Aspergillus spp. gibi farkli tiirlerden
ayrigtirtlmas1 ve substrat egilimlerinin benzemesine ragmen maksimum aktivete
gosterdikleri pH degerleri, stabiliteleri, molekiiler agirliklar1 ve inhibitorlerin etkisi gibi
yonlerden ise farkliliklar1 olabilmektedir. Saccharomyces spp. ve Pseudomonas spp.’nin
rettigi  metallokarboksi peptidazlarin etkinlikleri i¢in Zn®" ya da Co?‘iyonlarina

ihtiyaglart oldugu bilinmektedir (Deshpande ve ark.1998).

2.3.4. Omegapeptidazlar

Omegapeptidaz grubundaki enzimler substratlarin serbest bulunan N veya C terminal
ucuna ihtiya¢ duymamaktadirlar. Fakat terminal uca yakin bulunan hareket bolgelerinde
aktivite artis gozlenir (Sekil 2.4). Hareket bolgeleri alfa karboksilin alfa amino grubuyla
yaptig1 bag haricindeki bolgededir. Bundan dolay1 endopeptidaz ve ekzopeptidazlardan
tamamen farkliliklar1 mevcuttur. Omegapeptidazlar siklize terminal kalintilar iizerine ya
da izopeptid baglarla bagl kisimlara hareket edebilmektedirler. izopeptid baglar: alfa
karboksilin alfa amino grubuyla yaptig1 baglarin disindaki peptit baglaridirlar (Tanksale
2001)

Omega peptidaz

(34.19) O-0-0O-0OWh-<
> A-HO-0-0-0

Sekil 2.4. Omega peptidazlarin etki mekanizmasi (Tanksale 2001)
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2.4. Proteaz Kaynaklar:
2.4.1. Bitkisel proteazlar

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanilmasini, bitkinin yetistigi iklim sartlar1 ve
kiiltivasyon topragiin uygunlugu gibi farkli faktorler etkilemektedir. Bitkisel kaynakli
proteazlar Ozellikle tropikal bitkilerden elde edilmektedir. Bitkisel kaynakli
proteazlardan en yaygin olarak bilinenleri papain, bromolein, fisin ve keratinazdir (Rao
ve ark. 1998). Papain, Bat1 ve Orta Afrika ile Hindistan’in tropikal bolgelerinde yetisen
Carica papaya meyvesinin 6z suyundan izole edilmistir. Katalitik yapisi sistein 25,
histidin 159, asparajin 158’ten olusurken, molekiil kiitlesi 23 kDa’dur. pH 5.0-9.0
arasinda aktiftir ve 80-90°C sicaklikta kararliligin1 koruyabilen bir proteaz tiirtidiir.
Endiistriyel olarak en ¢ok et endiistrisinde etin yumusatilmasi i¢in kullanilmasinin yani
sira, hayvan derisinin islenmesi, ilag iiretimi, mesrubatlarin berraklastirilmasi ve aciligin

giderilmesi gibi yaygin kullanim alanina sahiptir (Anonim 2017).

1892°de, ananas Oz suyunda proteolitik enzim varligmin kesfi ile ‘bromelain’
bulunmustur. Bromelain ilk kez terapotik destek olarak 1957°de tanitilmig (Anonim
2017) ve o zamandan beri pek ¢ok bilimsel literatiirde yerini alarak c¢esitli hastaliklara
karst Onemli faydalari oldugu kanitlanmistir. Bromelainin viicuttaki proteinleri
ayristirict ve sindirici bir enzim oldugu fark edilmis dolayisiyla enzimin sindirimi veya
hazmi1 kolaylastiran bir molekiil oldugu kanitlanmistir. Bu yiizden gida sanayinde ve
baz1 kiiltiirlerde et yumusatici olarak kullanilmaktadir. Bunlarin yani sira bromalein,
mide asidine yardimci olmakla kalmayip, bagirsaklardaki alkalen ortamda olumlu
tesirleri bulunmaktadir. Enzim, bir sistein proteaz olarak karakterize edilir ve pH 5.0-9.0
arasinda aktiftir. Inaktivasyon sicakligi 70°C olup papainin inaktivasyon sicakligindan

daha diisuktir (Rao ve ark. 1998).

Fisin, ylkstz ve aromatik aminoasitler igeren baglara etki eden, optimum pH’1 6.5
olmasimin yan sira pH 4.0 -9.5 arasinda aktif olan bir enzimdir. Endiistride ise biracilik,
et, yem ve deniz Urunlerinde kullanilmaktadir. Fisin enzimi, incirden izole edilen ¢ok

yuksek proteaz aktivitesine sahip papain ve bromalaine benzer bir siilfhidril proteazidir.
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Enzimin, antik ¢agda peynir mayast olarak siitlin pihtilastirilmasinda kullanildig:
bilinmektedir. 10-15 g bitkiden 100-150 mg fisin elde edilebilmektedir (Uhling 1998).
Sac1 ya da killar1 agartan keratinaz enzimi ise bazi bitkiler tarafindan tretilir. Sa¢ ve
yunun parcalanmasi lizin gibi esansiyel aminoasitlerin iiretilmesi agisindan 6nem tasir.
Bu nedenle bu enzimin kozmetik sanayinde kullanimi yaygindir. Atik su sistemlerinde
bulunan bu tiir dogal atiklarin pargalanmasi agisindan da bu enzim 6nemlidir (Rao ve
ark. 1998).

2.4.2. Hayvansal proteazlar

Hayvansal kaynakli proteazlardan en bilinenler pankreatik tripsin, Kimotripsin, pepsin
ve rennindir. Cizelge 2.2’ de hayvansal proteazlarin 6zgiinliik gosterdigi peptid baglari

gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Hayvansal proteazlarin 6zgiinliigii (Rao ve ark. 1998)

Enzim Spesifik oldugu bag

Tripsin Lys (yada Arg)———

Kimotripsin Trp (yvada Tyr, Phe, Leu)-——--

Pepsin Phe (yada Tyr,Leu)---Trp (yada Phe Tyr)
Eennin Kiucuk notral residiiler (Ala, Gly, Val)

Noktali gizgiler proteazin erki entigi bélgeyvi gdsterir

Katalitik ti¢lii yapist serin, histidin ve aspartattan olusan Tripsin (EC.3.4.21.4) molekil
kiitlesi 23,3 kDa olan ve gida proteinlerinin sindirimi i¢in kullanilan pankreas kaynakli,
ince bagirsakta proteinleri parcalayan; temel bir hayvansal proteazdir. Optimum pH’s1
8.0 ve optimum sicakligi da 37 °C’olan enzim, serin proteaz grubuna dahildir.

Kimotripsin (EC.3.4.21.1), 23,8 kDa molekll Kkitlesine sahiptir. Proteolizi
gerceklestirebilen hayvansal pankreatik ekstraktlarinda bulunan sindirim enzimidir.
Peptid baglarin1 fenilalanin, tirozin ve triptofan rezidiilerinden sonraki karboksil
gruplarindan hidrolizleyen bir serin proteazdir. Kimotripsinin optimum pH’st 8.0-9.0;
optimum sicakligr 40-45°C’dir. Saf kimotripsin pahali bir enzim olmakla birlikte
yalnizca diagnostik ve analitik uygulamalarda kullanilir. Siit protein hidrolizatlarinin

deallerjenasyonunda sik kullanilir.
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Pepsin, 1836°’da Theodor Schwann tarafindan kesfedilen ilk hayvansal enzimdir. 34,5
kDa molekiil kiitlesine sahip olan pepsin (EC.3.4.23.1) gida proteinlerini peptidlere
parcalamak icin hemen hemen tim omurgalilarin midelerinde ana hiicreler tarafindan
salgilanan asidik proteazdir. Pepsin pH 1.0-2.0 arasinda optimum aktivite gosterir ve pH
6.0’nin lizerinde inaktive olur. Bu enzim iki hidrofobik aminoasit arasindaki peptid
baglarinin hidrolizini katalizler (Rao ve ark. 1998).

Renin, anne siitiinii sindirmek icin memelilerin midesinde iiretilen siitii pihtilastiran
dogal, kompleks bir enzimdir. Yeni dogan, siitle beslenmis buzaginin kesilen sirdeni
hayvansal bazli renin (rennet) icin en yaygin kaynaktir. Renin, biitiin siit veren
memelilerin midelerinde inaktif pro-renin olarak bulunur. Pepsin isleviyle ya da kendi
kendine katalizle aktif renine doniisiir. Siit endUstrisinde sut kazeininin ¢okturulmesinde

ve lor tiretiminde sik¢a kullanilmaktadir (Rao ve ark. 1998).

2.4.3. Mikrobiyal proteazlar

Enzimoloji ¢alismalarinin en basindan giliniimiize biitliniiyle arastirilan hidrolitik
proteazlarin en 6nemli grubunu mikrobiyal proteazlar olusturmaktadir. Bu enzimler
hiicresel metabolik aktivitelerde dnemli olmasinin yaninda endiistriyel alanlarda da
onem kazanmasi sayesinde ilgilenilen bir konu haline gelmistir. Mikrobiyal enzimler
1914 yilindan beri deterjanlara eklenerek bu endistri alaninda yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Hiicre i¢i proteazlar hiicresel ve metabolik yollarda farklilagma,
sporulasyon, protein katlanmasi, enzimlerin olgunlagmasi gibi ¢ogu metabolik
aktivitede dneme sahiptirler. Hiicre dis1 proteazlar ise hiicrenin etkin durumda oldugu
cevresel sartlarda proteinlerin hidrolizini Kkatalizleyerek absorbe edilmesinde ve
bunlardan faydalanilmasinda rol oynamaktadirlar (Kalizs 1988). Ayrica hiicre disi
proteazlar ¢ogu endustriyel etkinlikte proteinlerin pargalanmasinda ticari olarak dneme
sahiptirler (Kumar ve Takagi 1999). Glinlimlzde en fazla kullanim alanina sahip olan
proteaz kaynaklarini, bakteriyel, viral ve fungus kokenli mikrobiyal proteazlar
olusturmaktadir. Mikrobiyal kaynakli proteazlar bitkisel ve hayvansal kaynakl
proteazlara gore daha fazla tercih edilmektedir. Cunkl biyoteknolojik uygulamalarda
mikroorganizmalar istenilen yonde yonlendirilebilmekte, daha saf elde edilebilmekte ve
uygun bir kiltir ortaminda fretilebilmektedir (Kiran ve ark. 2006). Mikrobiyal

proteazlarin siniflandirilmasinda aktif merkezleri goz oniine alinmaktadir. En dnemli
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mikrobiyal proteaz gruplari; serin-, metallo- ve karboksil proteazlardir. Ayrica
literatiirde  ‘jelatinaz’, ‘keratinaz’, ‘kazeinaz’ seklindeki smiflandirmalar da

yapilmaktadir (Novel ve ark. 1963).

Mantarlar fungus orjinli proteazlar iiretirler ve bakterilere gore daha genis kapsamli
enzim (reticileri olarak bilinmektedirler. Ornegin, Aspergillus oryzae nétral, asit ve
alkalen proteazlarin tamamiin Uretimini gerceklestirmektedirler. Fungal proteazlar
genis bir pH araliginda aktivite gosterirler (pH 4.0-11.0). Fakat fungal proteazlar
bakteriyel proteazlara gore daha diisiik sicaklik tolerans1 ve daha diisiik reaksiyon hizina
sahiptirler. Fungal kaynakli enzimler kati hal fermentasyonu islemleriyle elde
edilmektedir. Fungal asit proteazlar pH 4.0-4.5 araliginda maksimum aktiviteye
sahiptirler ve ayrica pH 2.5-6.0 arasinda kararlidirlar. En ¢ok peynir endstrisinde dar
pH ve sicaklik spesifisitesi ile tercih edilmektedir. Notral olan fungal proteazlar ya da
metalloproteazlar pH 7.0° de aktiflik gostermektedirler ve selatlayici ajanlar araciligiyla
inhibe olmaktadirlar. Fungal alkalen proteazlar gida proteinlerinin modifikasyonu igin
kullanilmaktadir (Rao ve ark. 1998, Uhlig 1998). Fungal proteazlar endopeptidazlar ve
ekzopeptidazlar olup, farkl ¢esitlilikte tretilebilmektedirler (Gripon 2003).

Viral kokene sahip proteazlar viral proteinlerine karsi hassas olduklari i¢in oldukga
onemlidirler. Viral proteazlar, viral replikasyon ve birlesimi ayarlamak ve diizenlemek
Uzere hareket ederler. Viral proteazlarin en dnemli noktasinin ii¢ boyutlu yapilar1 ve
sentetik inhibitorler ile olan etkilesimleri oldugu yapilan arastirmalar ile ortaya
konmustur. Farkli viriislerde serin, aspartik ve sistein peptidazlar bulunmaktadir. Tiim

virls kaynakli peptidazlar endopeptidazlardir (Babe ve Craik 1997).

Bakteriyel kokene sahip proteazlar, blylk polipeptidlerin daha kigik peptidlere ve
aminoasitlere hidrolizini saglarlar. Bu sayede onlarin hiicre tarafindan absorpsiyonunu
kolaylastirirlar. Hiicre dist enzimler onlarin depolimerlesme aktivitesinden dolay1
beslenmede biyik Oneme sahiptirler. Hucre igi proteazlar hiicrede uygun protein
doniisiimiine katkilariyla bilinmektedirler. Ornegin Echericha coli bakterisinde, lon geni
tarafindan Uretilmekte olan ATP-bagli proteaz La, anormal proteinlerin hidrolizinden
sorumlu enzimdir (Celik 2006).
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Spor olusturabilen bakteri tiirlerinde sporlarin, mayalarda askosporlarin, civik
mantarlardaki sporlarin, funguslara ait olan konidial bosalim gibi olaylarin hepsinde
dontistimleri gerceklesir. Tiim bu canlilarda proteaz enziminin sporlagsma i¢in gerekli
oldugu proteaz inhibitorleri kullanilarak ispatlanmistir. Maya diploidlerinde asko spor
olusabilmesinin proteaz A enziminin aktivitesinde meydana gelen artisa bagli oldugu

saptanmistir.

Ticari proteazlarin ¢ogunun iiretiminin notral ve alkalen seklinde Bacillus bakterileri ile
gerceklestirildigi bilinmektedir (Denizci 2004). Bakteriyel nétral proteazlar pH 5.0-8.0
arasinda, diisik sicaklik degerlerinde  aktiflik  gostermektedirler.  Gidalari
hidrolizlediklerinde olusan hidrolizatlardaki aci tadin daha az olmasi gida endiistrisinde
hayvansal proteazlara oranla tercih edilme sebeplerindendir. Termotoleranslarinin diisiik
olmasi gida hidrolizatlarinin iiretiminde reaktivite kontroliinde avantaj saglamaktadir

(Rao ve ark. 1998).

2.4.4. Proteazin kullanim alanlari

Proteazlar endistriyel enzim Uretiminin en énemli grubudur ve toplam enzim dretiminin
diinya capindaki satisinin yaklagik olarak %60’ma sahiptir (Laxman ve ark.2005).
Proteazlar ¢amasir deterjanlarinda, deri ve tekstil sanayisinde, gida, kozmetik, ilag
sanayisinde, atiklarin islenmesinde, tibbi teshis ve X 1sim1 filmleri Gzerindeki jelatinin
bozunmas1 amaciyla kullanilmaktadir. Proteaz enzimi kontak lens soliisyonlari, yiiz
maskeleri, cilt temizleyicileri, sa¢ bakim kremleri, dis temizleme macunu, peeling
Ozellikleri nedeniyle potansiyel olarak kozmetik uygulamalarinda kullanilmaktadir. Deri
endustrisinde, deriden kil gideriminde, derideki proteinleri ¢ézmede, kuruma
ozelliklerini iyilestirmek icin deri kalintilarini agmayr hizlandirmada, deriyi esnek,
yumusak ve daha temiz yapmakta kullanilir (Ather 2009). Diger yandan, Klenow
fragmentlerinin Gretimi dahil olarak, peptid sentezi, niikleik asit saflagtirmasi sirasinda
istenmeyen proteinlerin pargalanmasi, doku ayrigmasinda ve hiicre kiiltiirii deneylerinde
proteazlarin kullanilmasi, arastirilmasi, teshisi ve terapisi i¢in rekombinant antikor

fragmanlarinin hazirlanmasi, peptid sekanslart ve proteomiklerdeki proteinlerin

21



proteolitik sindirimi gibi birgok arastirmalarda proteazlarin kullanimina ihtiyag

duyulmaktadir (Tézsér ve ark. 2013).

Proteazlarin tiim diinya genelinde yillik kullanim oranlarina bakildiginda % 25 alkalin

proteazlar, % 21 diger proteazlar, % 10 renin, % 3 tripsindir (Ahmad 2013), (Sekil 2.5).

Farmas&tik
Enzimler %10

. Allcali Protearlar
Lipazlar 225
83

Diger
Karbohidrazlar
%10

Amilazlar

9418 Diger Proteazlar

%21

Renin
%10 943

Tripsin

Sekil 2.5. Proteazlarin endiistride kullanim ytzdeleri (Ahmad 2013)

Endiistriyel enzimler arasinda énemli bir pazar payr bulunan proteaz enziminin, 2019
yilina kadar pazar paymin global enzim piyasasindaki toplam yillik degeri 2.767 $
milyon olarak tahmin edilmekte ve 2014-2019 global proteaz piyasasi yillik bilesik
biiylime orant %5.3 olarak Ongoriilmektedir (Sekil 2.6). Enzim piyasast Kuzey
Amerika, Avrupa, Asya-Pasifik ve diger diinya iilkeleri gibi dnemli bolgelerdeki enzim
uygulamalar1 ve kaynaklar1 baz alinarak boliimlere ayrilmakta ve piyasa degerleri

tahmin edilmektedir (Anonim 2016).
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Sekil 2.6. Cografi olarak diinya capinda proteaz enzimi market payr 2013-2019 arasi
(Anonim 2016).
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2.4.4.1. Deterjan sanayisinde proteazlar

Diinya enzim iretiminin yaklasik %30’unu deterjan enzimi iretimi olusturmaktadir
(Horikoshi 1996). Proteazlar; protein molekdllerini parcalayarak camasirlardaki lekeleri
cikarabilecek veya deterjan igerisindeki diger maddelerle ¢Ozunebilecek hale
getirmektedir. Ideal deterjan proteazlari, yiyecek, kan ve diger viicut salgilarindan
dolay1 lekelerin biiyiik bir kisminin yok edilmesini kolaylastirmak igin, genis substrat
Ozgiilliigiine sahip olmalidir. Deterjan i¢inde bir proteazin en iyi performansi igin en
onemli faktor onun izoelektrik nokta (pI) degeridir (Celik 2006). Deterjan ¢ozeltisinin
pH’1 ile pI’s1 birbirine uyumlu ise proteazin bu uygulama i¢in ¢ok uygun oldugu kabul
edilir. Ayrica bir proteazin pl degeri ne kadar yiiksekse, o proteaz o kadar yuksek
pH’larda etki gosterebilmektedir (Celik 2006). Gunimiizde proteazlarin tim dinyada
camasir deterjanlarinda katki maddesi olarak kullanimi mevcuttur. Bu alanda proteaz
kullaniminin yiiksek olmasinin nedeni gevre ile ilgili kaygilardan kaynaklanir. Sicak
yikamalarda kullanilmak {izere iiretilmis olan deterjanlar sodyum fosfat ve 60°C izerine
cikan sicakliklarda aktiflesen beyazlatict madde olan sodyum perbonat icermektedir.
Ancak fosfat kirlenmesinin azaltabilmek amaciyla polyester kumaslarin kullaniminda
artis olmasi sebebiyle bu icerige sahip olan deterjanlar azaltilip, sonra da kaldirilmigtir

(Kasavi 2006).

Bunun sonucunda da bakteriyel kokenli enzim kullaniminda artis gozlenmistir (Orhan
2003). Yikama veriminde artis saglayan proteazlar, enzimin karakteristik 6zelliklerine
bagli olarak daha diisiik sicakliklarda ve daha disiik siirelerde daha iyi temizlige olanak
saglayabilmektedirler. Ozellikle kan ve ¢im gibi lekeleri ¢ikarmada proteazlarin oldukga
etkili olduklar1 bilinmektedir. Yiyecek lekelerinin ¢ikarilmasinda ise proteazlar amilaz
ve lipazlarla beraber kullanildiginda daha basarili sonuglar vermektedir. Ayrica, deniz
solucanlarindan elde edilen proteazlar lens yikama soliisyonlarinda kullanilmakta ve
diistik sicakliklarda kontak lenslerin temizlenmesini saglamaktadirlar (Orhan 2003,
Oztlirk 2004, Aehle 2004). Camasir deterjanlari igerisinde kullanilan enzimlerden
yuksek verim elde edilebilmesi igin, 1 saat suresince 95°C’ye kadar ¢ikan sicakliklarda
pH 9.0-11.0 araliginda etkinligini korumasi, beyazlatici ve yiizey temizleyicilerin
varliginda kararli olmasi ve de deterjan icerisinde en az 1 sene aktivitesini

kaybetmemesi gerekmektedir. Son yillarda deterjan {iiretiminde kullanilan tiim
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proteazlar Bacillus turleri araciligiyla Uretimi saglanan Serin ve alkalen proteazlardir.

Camasir deterjanlarinda  kullanilanimi  olan proteazlar; B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens veya Bacillus sp. bakterilerinden saglanmaktadir (Uhlig 1998, Aehle
2004). Bacillus suslar1 disinda ise Conidiobolus coronatus’tan elde edilmis olan bir
alkalen proteazin da Hindistan’da ticari deterjan tiretiminde kullanildigi saptanmigtir
(Maurer 2004). Endustriyel alanda etkinlik gosteren cogu firma katalitik etkinligi
artiracak yeni enzimleri kesfetmeye, onlar1 tanimlamaya ve biyik 6lgekli islemlerde
kullanmaya gayret etmektedir. Ayrica protein miihendisligi yontemleri kullanilarak ana
suglarin  Ozelliklerinin gelistirilmesiyle de deterjan sanayisi i¢in yeni proteazlarin
uretilmesi amaglanmaktadir. Birgok firma tarafindan ticari olarak iiretilen ve ticari adi

ile bilinen proteazlar Cizelge 2.3.” de verilmistir.

Cizelge 2.3. Diinya ¢apinda iiretilen enzim tabanli deterjanlar ve enzim kaynagi
olan bakteri turleri (Maurer 2004)

Ticari Adh

Uretici Firma Bakteri Kaynad:

Alcalase &

Kannase™

MNovozymes

MNovozymes

8. licheniformis

B8

FMA Ganencor 8. amwlaliguefaciens
SavinassE MNovozymes B. clausii
Purafect™ Genencor B. lentus

KA Kao 2. alkalophifus
Everlase™ MNovozymes B. clausii

Purafect Oxp™ Genencor B. lemtus
Frd< Genencor 8. lentus
BLAP S Henkel B. lentus
BLAP X Henkel B. fentus
Esperasa@® MNowvozymes B. halodurans

. clfeusii

Properase™ Genencor B. alkalophilus PB92

2.4.4.2. Deri sanayisinde proteazlar

Bakteriyel proteazlar deri sanayisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu alanlar;
derinin kollajen olmayan yapilarmin segimli hidrolizi, globulinler ve albuminler gibi
fibril yapida olmayan proteinlerin uzaklastirilmasi, deriden killarin ayristirilmasi ve
derinin yumusatilmasi gibi islemlerdir. GuUnimuizde deri ile ilgili islemler; 1slatma,
sepileme, kireglik, kire¢ giderme, sama ve kil giderme gibi bazi adimlar igerir. Fakat bu
islemler gergeklestirilirken yiksek miktarda Kkimyasal madde ve atik su agiga
cikmaktadir. Son yillarda ¢evrenin daha az kirlenmesi amaciyla ham derilerde bulunan

dogal yagin yok edilmesinde enzimlerden faydalanilmasi, isleme etkinliginin artirilmasi
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ve yag gidermede kullanilan kimyasal maddelerin azaltilmas1 yoluna gidilmistir (Oztiirk
2004). Enzimlerin zararli kimyasal maddeler yerine kullanilmasi sayesinde gevresel
kirlenmenin azalmasi, deri kalitesinin artmasi ve deri sanayisi uygulamalarinin daha
hesapli olmasi saglanmistir (Afsar 2008). Proteazlar hayvan postlarin1 deriye
dontistirmede 1slatma, kirecleme, kildan arindirma, ylinden arindirma ve ayirma
asamalarinda siklikla kullanilmakta ve yapilan arastirmalara gore kimyasal maddelere
gore daha ylksek aktivite gostermektedirler. Geleneksel sama islemi, deri {iretim
islemlerinden kire¢ giderme islemi sonrasinda alkali proteazlarin kullanimiyla
gerceklestirilmektedir. Ham deri yapisinda bulunan globiiler proteinleri parcalanmakta
ve striktlr acilimi saglanmaktadir (Mukhtar ve Haq 2008).

GunUmuzde tip, farmakoloji ve gida sanayinde biiyiikk 6l¢lide kullanimi mevcut olan
enzimler, aslinda deri sanayinde dericilik sanatinin bagladigi giinden beri kullanilmustir.
Ancak enzimlerden hazir ticari preparat seklinde faydalanilmaya 1909 yilinda Otto
Rohm’un pankreas enzimini izole etmesi ve bu preparati sama maddesi olarak
kullanimasiyla baglanmistir (Uhlig 1998). Daha sonraki donemlerde farkli canli
kilturlerinden elde edilebilen gesitli tur ve Ozellikteki enzimlerden deri sanayinde;
yumusatma, Kireglik, kil ve yag giderme, pikle ve kromlu deri stiruktiriiniin agilmasi,
etleme, kromlu deri atiklarinin saflastirilmasi ve atik sularin temizlenmesine gibi ¢ok
sayida islemde kullanilmaya baslanip giderek de yaygmlagsmistir (Uhlig 1998, Aehle
2004). Ozellikle Bacillus sp. tarafindan iiretilen proteaz enzimi ticari anlamda énem
kazanmistir ve Cizelge 2.4.’de deri sanayisinde kullanilan bazi Bacillus tirleri
gosterilmistir. Enzim uygulanmasi, derilerin dikise ve giinliik kullanimdan kaynaklanan
darbelere karsi dayanikliligini etkilediginden kullanim miktar1 ve siiresine oldukga
dikkat edilmelidir.

Cizelge 2.4. Deri sanayisinde kullanilan baz1 Bacillustirleri (Mukhtar ve Haq
2008).

Tiirler Optimum pH
Bacillus sp. (AH-101) 12.0-13.0 Dert endiistrisinde
Den sanayizmde 1=latna
e g g X
Bacillus subitilis .5 asamasmnda
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2.4.4.3. Gida sanayisinde proteazlar

Gida endiistrisinde proteaz kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanmakla beraber
giiniimiizde oldukga ¢esitli kullanim alan1 da mevcuttur. Bu alanlar; rutin olarak peynir

yapimi, firmncilik, soya hidrolizatlarinin hazirlanmasi ve et yumusatma vb. alanlardir.

Protein hidrolizatlar1 enzimler araciligiyla elde edildiginde ¢ogunlukla aci bir tada sebep
olur. Bu aciligin orant aminoasitin tiirline ve peptit uzunluguna gore degiskenlik
gostermektedir. Eger hidrofobik aminoasit igerigi fazla ise tat aci, hidrofilik aminoasit
icerigi fazla ise tatli peptidler olusmaktadir. Kazein ve hemoglobinden elde edilen
hidrolizatlar; et, balik ve jelatinden dretilen hidrolizatlardan daha aci bir tada sahip
olmaktadir (Aehle 2004).

Gida endiistrisi uygulamalarinda en ¢ok kullanima sahip proteaz enzimi ise papaindir.
Papainin en 6nemli uygulama alanlarindan biri yapay olarak etin gevreklestirilmesi,
digeri ise biranin sogukta saklanmasidir. Etin gevreklestirilmesinde enzimin eti
parcalamadan ette dagiliminin saglanmasina dikkat edilmesi gerekir. Ayrica enzim bir
veya birden ¢ok kas dokuya ait yapiy1r pargalayabilecegi ic¢in kullanilan enzim
derigiminin miktar1 iyi ayarlanmahdir (Fadiloglu ve Erkmen 2004). Bugday unu
firincilik alaninda kullanima sahip en 6nemli bilesendir. Hamurlarda kullanilan ve firn
hamurlarinin 6zelliklerini belirlemede etkin olan gluten, suda ¢oziinmeyen protein
yapisindadir. Aspergillus oryzae tiiriinden {iretimi saglanan endo ve eksoproteinazlar
smirli bir proteoliz yetenegiyle bugday gluteninde modifikasyon saglamak icin
kullanilmaktadir. Beyaz ekmek yapimi ve pogaga iiretiminde de fungal proteazlarin
verimli sekilde kullanimi mevcuttur. Eger fungal proteazlar ylksek miktarlarda
kullanilirsa ekmegin hamurumsu bir hal almasina sebep olmaktadir. Bu yuzden enzimin
kullanilmas: Ozellikle sert ve elastik haldeki hamurlar igin daha uygun olmaktadir.
Hamurun enzim ile muamelesi elle ya da makine ile iiretimde kolaylik saglar, bu sayede
daha genis aralikta {irlin elde edilir. Proteazlarin ilavesi ile artan somun hacimlerinde
karisma zamanm yaklasik %25 oraninda azaltmaktadir. Ozellikle Bacillus subtilis
proteazlar1 kek, biskiivi ve kraker yapiminda kullanim alanina sahiptir. Bu proteazlar

hamurlarin yumusamasini geciktirmek igin kullanilir ve 6zellikle kraker tretiminde ¢ok
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Onemlidir (Fadiloglu ve Erkmen 2004, Celik 2006). Ayrica bu alanda asidik mantar
proteazlarin amilazlarla beraber kullanilmasi Urlniin tadinda ve aromasinda farklilik
saglamaktadir (Uhlig 1998, Krajewska 2003). Peynir yapiminda siitiin kesilmesi veya
pihtilasmasi i¢in kullanilan sigir kimosin (rennin), aspartik proteaz grubuna dahildir.
Kaynagindan dolay1 rennin pahali bir maddedir ve buna alternatif olarak domuzdan
tiretilen pepsin de kullanilmaktadir. Ancak pepsinin yuksek proteolitik aktivitesi peynir
0z0 icin istenmeyen bir durumdur. Bu yizden, sut kesme enziminin cesitli mikrobik
kaynaklari arastirilmigtir. Sigir kimosin’in igerdigi aktiviteye yakin olan peynir
mayalarinin mikrobik kaynaklari, Rhizomucor miehei, Mucor pusillus ve Endothia
parasitica’dir. 11k iki organizma termofilik mantar tiriidr, dUcuincisi ise bir mayadir
(Orhan 2003). Soya fasiilyesinin yiiksek miktarda ve kaliteli protein icerigine sahip bir
besin kaynagi olmasi onun yiizyillardir kullanimini saglamistir. Bir¢cok soya iiriiniiniin
ve soya sosunun hazirlanmasinda proteaz enzimi kullanilmaktadir. Soya sosu
uretiminde fungal ve notral proteazlar 6neme sahip enzimlerdir. Soya proteinlerinin
proteolitik modifikasyonu onlarin fonksiyonel 6zelliklerini diizeltmeye yarar. pH 8.0
de alkalaz ile soya proteinleri muamelesi yiiksek ¢oziindrlik, iyi protein tiriinii ve diisiik
acilikta ¢oziiniir hidrolizatlar ile sonuglanmaktadir (Celik 2006). Yag eldesinde de yine
proteolitik enzimlerin kullanim alan1 mevcuttur. Ornegin Nijerya kavun cekirdeginden
yag eldesinde proteolitik enzim kullanilmaktadir. Kavun cekirdegi %30 yag, %50
protein icermekte ancak yagin tamami bilinen ¢ozgenlerle ekstrakte edilememektedir.
Gekirdeklere proteolitik enzimlerin uygulanmasi sayesinde ekstrakte olabilen yag
miktarinda artis gozlenmektedir. Ayrica proteazlar meyve sularini, alkolstiz igkileri
kuvvetlendirmede ve proteince zengin diyet yiyeceklerin tiretiminde kullanilmaktadirlar
(Celik 2006).

2.4.4.4. Kozmetik ve ilag sanayisinde proteazlar

Proteazlar, kozmetikte sa¢ bakimi iiriinlerinde, dis macunlarinda, istenmeyen tiylerin
yok edilmesini saglayan tiriinlerde ve kontak lens solusyonlarinda kullanilmaktadir. Cilt
ve sa¢ bakim friinlerinde kullanilan kolajenaz hidrolizat ve elastin maddeleri sigir
tendonlarinin proteolitik hidroliziyle elde edilmektedir (Langmaier ve ark. 2002).
Proteazlarin genis Ozglinliige sahip olmasi1 ve cesitliligi tedavi edici ajanlarin

gelisiminde blylk bir avantaj olarak kullanilir. Subtilisin ya da kollejenaz yanik ve yara
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tedavisinde, antibiyotiklerin genis bir aralikta kullanimiyla kombine edilerek
kullanilmaktadir. E. coli’den izole edilen asparajinaz lenfositik 16semilerin gesitli
formlarinda kan akisindan asparajini elimine etmek icin kullanilmaktadir (Rao veark.
1998, Kurdya ve Simonenko 1994, Gupta ve ark. 2002). Seker hastalarinda yaralarin
ge¢ iyilesmesine karsi proteaz absorban Ortl tedavisinde metalloproteaz inhibitorleri
kullanilarak, yaralarin kronik halden akut hale ge¢mesi saglanmigtir (Lobmann ve ark.
2005).

2.4.4.5. Tekstil sanayisinde proteazlar

Tekstil sanayisinde protein icerikli Grinlerin enzimatik ©on terbiyesi islemlerinde
proteazlar kullanilmaktadir. Kumas tretiminde gerekli olan maddeler ¢ok ¢esitli lif
yapilarina sahiptir. Yiin, ipek, angora, kasmir dogal protein lifleridir, soya fasulyesi,
musir lifleri ve kazein ise rejenere protein liflerindendir (Duran ve ark. 2007). Protein
esasli liflerin ozelliklerini  aminoasitlerin  cinsi, miktar1 ve yerlesme sekli
belirlemektedir. Bu 6zelliklere gére yiin esasli mamullere papain, pronaz ve pepsin ile
muamele edilerek liflerin esnekligi saglanip, dogal kirlerden arindirilmas: ve daha beyaz
bir renk elde edilmesi saglanmistir. Bu islemlerde enzimlerin kullanilmasi kimyasal
madde kullanimina gére hem zaman tasarrufu hem de daha verimli tiriin eldesi sagladigi
tespit edilmistir (Karmakar 1999). Yin gibi ipegin de tekstilde kullanilabilmesi igin
proteazlarla muamele edilmesi gerekmektedir. Ham ipek ince, kesiksiz protein esaslt bir
liftir. Ancak ham ipekte fibroin ve serisin adi verilen protein yapisinda maddeler
bulunmaktadir. Serisin maddesi ipegin kaygan ve parlak bir goériinimde olmasini
engelledigi i¢in kullanim1 istenmeyen bir maddedir ve proteolitik enzimlerle giderilmesi
gerekmektedir. Bu amagla en ¢ok pepsin, tripsin ve papain enzimleri kullanilmaktadir
(Duran ve ark. 2007).

2.4.4.6. Giimiis eldesinde proteazlar

Alkalin proteazlar, kullanilmis X-151n1 filmleri ya da fotograf filmlerinden giimiis eldesi
amaciyla gercgeklestirilen proseslerde genis kullanim alanma sahiptir. Kullanilmis
filmler jelatin tabakalarinda ortalama olarak %1.5-2 giimiis icermektedir. Giimiisiin geri
kazanilabilmesi icin ise, jelatin tabakasmmin filmden ayrilmasi gerekmektedir.

Geleneksel uygulamalarda, filmin yakilarak giimiisiin geri kazanilmasi ¢evre kirliligine
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yol agtigindan, jelatin tabakanin enzimatik hidrolizi tercih edilmekte ve bu yolla
giimiisin yaninda polyester filmin de geri kazanimi saglanmaktadir. Bu islemde

bakteriyel proteazlarin yaninda pankreatik proteazlar kullanilabilmektedir (Horikoshi
1999).

2.4.4.7. Atik isleme isleminde proteazlar

Proteazlar, gida endiistrisinden gelen ve evlerden ¢ikan atiklarin islenmesinde uygulama
alanina sahiptir. Ayrica, proteazlarin dogada atik olarak bol miktarda bulunan boynuz,
kil, tirnak ve sag gibi lifli proteinleri de yararli biyokiitle haline doniistiirebilmektedirler.
Bu konuda yapilan ¢alismalarda, 1989 yilinda Venugopal ve calisma arkadaslari B.
megaterium hucrelerini kalsiyum aljinat {izerine immobilize etmis ve immobilize
hiicrelerle hiicre dis1 proteazlari sararak balik etinin ¢oziindiirilmesini saglamistir
(Venugopal ve ark. 1989). 1992 yilinda Dalev ve Simeonova deri endustrisindeki temel
atiklar1 islem tlzere B. subtilis’ten Urettikleri alkalen proteazla, atiklardan hayvansal
tutkal gibi yararl tirtinler Uretmislerdir (Dalev ve Simenova 1992). Ayrica, Dalev 1994
yilinda B. substilis’ten iretilen alkalen proteazlarin, kiimes hayvanlarinin kesim
yerlerindeki kus tiiyti atiklarinin islenmesindeki kullanimini agiklamistir (Dalev1994).
Kimes hayvanlarinin agirhiginin %5’ini olusturan tiiyler ve sert keratin yapimin
tamamen parcalanmasi sonucu olusan iriin Onemli bir protein kaynagi olarak
degerlendirilmektedir. Bu frtin yiksek protein igerigi nedeniyle yem olarak
kullanilmaktadir (Anwar ve Saleemuddin 1997, Oztiirk 2004).

2.5. Bacillus Genel Ozellikleri

Bacillus tirt bakteriler, en basta kolay iiretilebilmeleri nedeniyle, bunun yani sira
antibiyotik, enzim, toksin Uretmesi gibi metabolik 0Ozelliklerinin endistriyel alanda

biiyiilk 6neme sahip olmasiyla dikkat ¢eken mikroorganizmalardir (Rosovitz ve ark.
1998).
Notrofilik ve alkalofilik Bacillus lar 6zellikle ylksek oranlarda alkali proteaz dreticisi

olmalar1 nedeniyle biliyiik 6neme sahiptir. Bu enzimlerin, yiliksek katalitik aktiviteleri,
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yiiksek substrat 6zgiilliikleri ve artan iirlin kapasiteleri gibi 6zelliklerinin olmasi genis

bir uygulama alan1 bulmasini saglamaktadir (Rao ve ark. 1998, Kumar ve Takagi 1999).

Bacillus tiirlerinin 6zellikle taze kiiltiirleri, gram pozitif boyanirlar. Bu tiirlerin vejetatif
formlar1 diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak veya kesik biten, yaklasik 0,5-1,2
pm boyunda basillerdir. Uzun zincirler seklinde ya da tek tek veya uzun gordlirler
(Sekil 2.7). Genellikle ¢ogunun katalaz testi pozitiftir. Bacillus'lar ¢evre kosullarinin
kotl oldugu durumlarda dis etkenlere karst korunabilmek igin spor Uretirler (Wipad ve
Harwood 1999, Gerceker 1999).

Sekil 2.7. Bacillus sp’in mikroskobik goriintust (Wipad ve Harwood 1999)

Bacillus’ lar, farkli karbon kaynaklari kullanarak, yiiksek pH ve sicakliklarda kararliligi
yuksek drlinler Gretebilirler. Bunun yani sira diger mikroorganizmalara gore genetik
olarak daha kolay izole edilebilmektedirler. Bacillus'larin ¢ogalmasi igin gereken
maksimum sicaklik 25 ile 75 °C arasinda degisirken, minimum sicaklik -5'den 45°C'a
kadar degismektedir. pH aralig1 ise 7.5-8.0'den 2.0'ye kadar degisiklik gostermektedir
(Kalender 1999).

Cogunlukla saprofit olan Bacillus tiirleri dogada yaygin olarak toprakta bulunur ve toz
partikiilleri ile sulara, bitki ve hayvan materyallerine bulasirlar. Bu cinse ait tiirlerin
cogu proteaz iiretirler ve bu da rekombinant proteinleri yikabilir. Ornegin B. subtilis 7

farkli proteaz tiretmektedir. Bunlardan 5’1 ekstraseliilerdir (Barredo 2005).

Alkali proteazlar, bakteri, kiif, maya gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilse de (Singh
2000), alkalifilik Bacillus biyoteknolojide en ¢ok kullanilan mikroorganizmadir. Ciinkii
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cesitli ortamlardan izolasyonu daha kolaydir. Ayni zamanda Bacillus, kompleks ve
sentetik ortamlarda gelisebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik Bacillus tarafindan
uretilen alkalifilik proteazlar yiiksek sicaklik ve pH’ya dayaniklidir (Aunstrup 1981,
Jhonvesly ve Naik 2001). Ayrica Bacillus tiirleri durgunluk fazlarinda da hiicre disi
proteazlar retebilmektedir (Mabrouk ve ark 1998). Bacillus lar ¢ogunlukla hiicre disi
proteaz uUreticisidirler ancak nadiren hiicre igi proteaz iireten ve saflastirilan galigmalar

da yapilmistir (Setyorini ve ark. 2006).

2.6. Bacillus Proteazimin Genel Ozellikleri

Bacillus turiindeki mikroorganizmalar, proteaz tiplerinden c¢ogunlukla alkalen serin
proteazlart tiretmektedirler. Bu nedenle Bacillus proteazlari daha ¢ok alkali 6zellik
gostermektedir. Alkalen proteazlarin optimum pH araligi pH 9.0-11.0 arasinda olmakla
beraber, optimum pH degerleri pH 11.5, pH 11.0-12.0, pH 12.3 ve pH 12.0-13.0 olan
birka¢c istisna durum da bulunmaktadir. Alkalen proteazlar yulksek izoelektrik
noktalarina sahiptirler ve genellikle pH 6.0-12.0 arasinda kararhidirlar. Optimum
sicaklik degerleri genellikle 50-70°C” dir. Alkolofilik Bacillus sp. B 18’den izole edilen
enzim istisna olarak 85°C gibi yiksek optimum sicakliga sahiptir. Bacillussp.,
Streptomyces sp. ve Thermus sp.’den izole edilen alkalen proteazlar da yiiksek
sicaklikta bir miktar termostabilite gostermekle birlikte, ortama Ca*? iyonlarmnin ilavesi

ile enzim termostabilitesinde artis gozlenmektedir (Kumar veTakagi 1999).

Alkalen proteazlarin molekiler agirliklart genellikle 15-30 kDa arasinda ise de, birkag
yayinda 31.6 kDa, 33 kDa, 36 kDa ve 45 kDa gibi daha yiksek molekiler agirliga sahip
olan enzimlerin de var oldugu bildirilmistir. Baz1 Bacillus turlerinden izole edilen
alkalen proteazlarin ¢oklu elektroforetik formlara sahip oldugu go6zlenmistir. Bu
enzimlerin ¢oklu formlar1 protein molekilundeki glutamin ya da asparagin
aminoasitlerinin geri doniisiimsiiz deaminasyonu gibi enzimatik olmayan bir yolla ya da
protein molekullndn oto proteolizi ile olusur (Kumar veTakagi 1999).

Alkalen proteazlar maksimum aktivite gosterebilmek icin Ca*?, Mg*2, Mn*?gibi iki
degerlikli katyonlara veya bu katyonlarin bir kombinasyonuna ihtiya¢ duyarlar. Bu
katyonlarin Bacillus alkalen proteazlarinin termal stabilitesini arttirdigi da bulunmustur.

Bu katyonlar enzimi termal denatiirasyona karsi korumakta ve yiksek sicakliklarda
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enzimin aktif konformasyonunu korumada dnemli bir rol oynamaktadirlar (Celik 2006).
Cesitli inhibitorlerle yapilan inhibisyon galismalart enzimin dogasi, aktif merkezinin
yapilanmasi ve enzimin kofaktor ihtiyaci konusunda bilgi vermektedir. Alkalen
proteazlar genellikle PMSF (Fenilmetilsulfonil florur) ve DFP (Diizopropilflorofosfat)
ile tamamen inhibe olurlar. PMSF aktif bolgedeki serin aminoasitlerini stlfolar 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 dogal proteinleri
hidrolizledikleri gibi bazi sentetik substratlari da hidrolizleyebilmektedir. Alkalen
proteazlarin ve subtilisinlerin kazeine karst hemoglobin ya da sigir serum albimine
oldugundan daha aktif olduklar1 bulunmustur. Alkalen proteazlar tirozin, fenilalanin
gibi aromatik ya da hidrofobik aminoasit birimlerinin yer aldigi peptid baglarinin

hidrolizine kars1 spesifiktirler (Rao ve ark. 1998, Kumar ve Takagi 1999).

2.7. Mutasyon

Mutasyon, genetik materyalde meydana gelen ve kalitsal olan degisikliklerdir. Bu
degisiklikler gamet hiicrelerinde ya da somatik hiicrelerde meydana gelebilir. Gamet
hicrelerinde meydana gelen mutasyonlar, gelecek nesillere aktarilmasi nedeniyle,
somatik hicrelerde olusan mutasyonlar ise kansere sebep olabildigi i¢in Oneme
sahiplerdir. Normal bir insan hiicresinde replikasyon sirasinda olusan hata (DNA
polimerazin yanhs niikleotid yerlestirmesi) oram1 107°, hata okuma (proofreading)
mekanizmasina ragmen ortaya ¢ikan hata orani ise 10%°dir (Debeleg ve Kantarci, 2006).
Mutasyonlar bakterilerde ilk replikasyon sirasinda baz ¢ifti basina 107-10® oraninda
spontan olarak olusur ve bu oran mutajene maruz kalindiginda biiyiik Ol¢lide artis
gosterebilmektedir. Mutajen, DNA yapisinda veya dizisinde degisim olusturabilen,

dogal veya insan yapimi olabilen, fiziksel ya da kimyasal etkenlere denir.
Fiziksel bir mutajen olan iyonize olmayan radyasyon turi Ultraviyole (UV),

mutasyonlart indiikleyen, DNA’da hasar olusturan ve en kotii ihtimal olarak tumor

gelisimine neden olan giiglii bir genotoksik ajandir.
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Kimyasal mutajenler DNA'ya dahil olan bir tabani degistirerek hidrojen-baglama
Ozgiinliigiinii degistirebilen maddelerdir. Kimyasal mutajenler, mutasyon sikligin
artirirlar ve daha kolay islenebilirler. Bu mutajenler, DNA iplikciklerindeki delesyon,
ekleme ve nokta mutasyonlar1 nedeniyle fenotipi degistirebilirler (Greene ve ark. 2003,
Flibotte ve ark. 2010).Yaygin olarak kullanilan 6nemli kimyasal mutajenler nitroz asit,

hidroksil amin ve etil metan siilfonattir.

Nitr6z asit; deaminasyon ile C—U, meC— T, A—hipoksantin doniisiimiine ve

transisyonel mutasyona neden olur.

Hidroksile edici ajanlar; hidroksilamin, sitozinin 4. pozisyonundaki amino grubuna bir
hidroksil grubu ekleyerek, G yerine A bazinin girmesine neden olur. CG yerine TA yer

degistirnis olur (transisyon mutasyon).

Alkilleyici ajanlar; niikleotitlerdeki amino ve keto gruplarina CHs- veya CH3-CH»- gibi
bir alkil grubu eklerler. Kiikirt, nitrojen, etilenoksit ve daha az toksik olan etil-metan-
stlfonat (EMS) ve etil etan siilfonat (EES) gibi baz1 alkilleyici ajanlar piirinlere alkil
gruplart ekleyerek, yanlis eslesmeye neden olabilir ve ayni zamanda piirin ve
deoksiribin arasindaki bagi destabilize eder ve apurinik bolgelerin olusumuna neden
olur. DNA replikasyonu sirasinda herhangi bir bazin sokulmas: ile hatali eslesmeye
neden olur. Bu siklikla transisyondan ziyade transversiyonlara yol acar (Debelec¢ ve
Kantarc1 2006).

Mutagenez, tesadiifi olarak bir defada sayisi ve tam yeri belli olmayan farkli bolgeleri
de icine alan rastgele mutagenez (random mutagenesis) ve sadece belirli hedef
aminoasitlerin delesyonu, insersiyonu ve degisimini gosteren bdlge hedefli mutasyonlar
ya da yonlendirilmis mutagenez (site-directed mutagenesis) seklinde ikiye ayrilabilir
(Anonim 2016).

Rastgele mutasyon; DNA’nin bir ekzojen etkenle ya da mutajenle etkilesmesi sonucu

olusur. Ayrica, DNA replikasyonundaki hatalardan da kaynaklanabilir. Rastgele

mutajenez, belirli bir DNA dizisinin ve kodlanmas iirlinlerinin ¢ok sayida yer degistirme
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etkilerini incelemek i¢in gii¢lii bir aractir (Lai ve ark. 2004). Rastgele mutagenez
yoluyla mutantlar gelistirmek i¢in rutin bir uygulamadir. Rastgele mutagenez ile sus
iyilestirilmesi basarili bir yontemdir, ancak esas olarak zahmetli islemleri iceren bir
deneme-yanilma siirecidir. Ustelik birgok durumda gelistirilmis performans bir kara
kutudur ve mekanizma kolayca tanimlanmamaktadir. Mutajenik ajanlarin (X-1ginlari,
UV-isinlari, nitrdz asit, dimetil stlfonat, etil metanstlfonat (EMS) ve akridin hardallari
ana etkisi, DNA molekulunin baz dizisinde bir lezyon veya modifikasyon yaratmaya
dayanir. Bu lezyon tamir edilmezse bir mutasyon meydana gelir. Farkh
mikroorganizmalarda rastlantisal mutasyonlar1 tanitmak icin nitrojen, hidroksilamin,
UV radyasyonu, transpozonlar ve EMS kullanilarak mutagenez dahil olmak iizere farkl
yontemler kullanilmistir. Mutajenik islemler, mutajen, doz ve sicaklik tipi agisindan
optimize edilebilir (Ribeiro ve ark. 2013).

Bolge hedefli mutasyonlar ya da yonlendirilmis mutagenez; bir gendeki 6zgul
degisimlerin yapildig1 islemlerdir. Bu teknikle protein yapisi ve gorevi ile ilgili
arastirmalar yapilmaktadir. “Site Directed Mutagenez Uygulamalar1” ile bir gendeki baz

degisimi ve dizi delesyon ve insersiyonu yapilabilir (Anonim 2006).

2.7.1. EMS (Etil Metan Sulfonat) ile Mutagenez

Etil metansilfonat (EMS) mutajenik, teratojenik ve muhtemelen kanserojen olan bir
organik bilesiktir (Sekil 2.8). EMS mutagenezi, gen fonksiyonunu analiz etmek igin 50
yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir (Axelrod ve ark.2015).

EMS Ethylmethane sulfonate CH;—CH;—0—5 —CHgy

Sekil 2.8. EMS yapisi (Anonim 2017)

Etil metansiilfonat (EMS) tek fonksiyonlu alkilleyici ajandir, nukleotitlerin kimyasal
modifikasyonunu indiikler, bu da yanlis eslesme ve baz degisikliklerine yol acar. Giiglii
olarak Guanin rezidisi (6 no’lu keto grubu) ile alkilasyon yaparak O6-etilguanin
olusturur, timinile de eslesebilir fakat sitozinle eslesemez. Cogu zaman (% 99), EMS

C’yi T’ye indiikleyerek ve C/G —T/A degisimine neden olurken, metil metansulfonat

34



T/A—G/C transversiyonuna yol agar, A/ T — G/ C transisyonuna neden olur. Diisiik bir
siklikta, EMS 7-etillguanin hidrolizi ile G/ C— C/ G'ye veya G/ C— T / A'ya
doniistimleri saglar ya da 3-etiladenin eslestirme hatalar1 ile A/ T— G/ C yer

degistirmesine neden olur (Anonim 2008).

EMS bir etil grubunu Guaninin Oe oksijenine vermekte ve Oe— etilguanin
olusturmaktadir. Boylece olusan bu baz sitozin yerine timinle baz ¢ifti yapmaktadir
(Anonim 2017), (Sekil 2.13). Hardal gaz1 (siilfiir hardal) en iyi bilinen érnektir ve 1.

Diinya savasi sirasinda kullanilmistir.

Timinde ise 4 no’lu pozisyondaki keto gruplarini alkiller. Bu etki sonucu DNA’daki
deoksiriboz bagi gevser ve baz ayrilir. Sonugta DNA’da olusan bosluga 4 bazdan
herhangi birisi gelebilir. Hem transisyon hem de transversiyon tipi mutasyon gorulebilir
(Sekil 2.9), (Erkan 1992).

HaC — GHa
by
o]
5.-;)\' ’;:' =
N---{"’ “InH N .;:f E

H

Guaning O-6-Ethylguanine Thymine
HyC — CHg
5
EMS
HC O o] -
|
BN N
*, =N TA— CG
O-H—-N
H
Thymine (-4-Ethylthyming Guanine

Sekil 2.9. EMS Gunanin ve Timin bazi iizerine etki mekanizmasi (Anonim 2017)

EMS, virlislerden memelilere kadar ¢ok cesitli genetik test sistemlerinde mutajenik
oldugu bulunan tek fonksiyonlu bir etken maddedir. Memelilerde de kanserojen oldugu
gosterilmistir. EMS ile huicresel, nikleofilik sahalarin alkilasyonu, karisik bir SN1/ SN2
(niikleofilik yer degistirme reaksiyonlar1) reaksiyon mekanizmasi yoluyla gerceklesir.
SN1 / SN2 reaksiyonu ile EMS, guaninin N7 veya O6'sinda alkilasyona neden olur ve
sitosini timin baz cifti ile degistirir (Sikora ve ark. 2012). DNA'nin etilasyonu esas
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olarak bazlardaki azot pozisyonlarinda meydana gelirken, reaksiyonun kismi SNI
karakterinden 6tiirii, EMS ayn1 zamanda guaninin O6 ve DNA fosfat gruplarindaki gibi
oksijenlerde 6nemli seviyelerde alkilasyon iiretebilir. Mikroorganizmalar kullanilarak
elde edilen genetik veriler, EMS'min hem GC'den AT'ye hem de AT'den GC'ye gegis
(transisyon) mutasyonlarina neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica EMS'nin baz
cifti ekleme veya delesyonlara ve daha genis intragenik delesyonlara neden
olabilecegine dair bazi kanitlar vardir. Daha yiksek organizmalarda, s6z konusu
mekanizmalar 1yi anlagilmamis olsa da, EMS'nin kromozomlar1 pargalayabildigine dair
net kanitlar vardir. Sikg¢a atfedilen bir hipotez, EMS ile elde edilen DNA bazlarinin
(¢ogunlukla guaninin N-7 pozisyonu) yavas yavas, stabil olmayan ve tek iplikcik
Uzerinde apurinik veya muhtemelen bir apirimidik bdlgelerin olusmasina neden
olmaktadir (Sega 1984).

Bakteriyel suslarin genetik maniplasyonu igin  kimyasal mutajenlerden en fazla
kullanilan1 ise EMS’dir (Haq ve ark. 2010). Bu mutajenik ajan, glikoz oksidaz
aktivitesini, proteaz, fitaz, pektinaz, katalaz, lipaz, lakkaz ve sitrik asit Uretimini
arttirmak i¢in farkli mikroorganizmalarda kullanilmistir (Ribeiro ve ark. 2013). EMS ile
yapilan ¢alismalarda mutant susun ana sustan 1,4 ve 3 kat daha fazla enzim {irettigi

rapor edilmistir (Pandey ve ark. 1999).

2.8. EMS Mutasyonu Tamir Mekanizmasi

Alkilleyici ajanlar; azot, stlfur hardal, metil ve etil metan stlfonat ( MMS ve EMS),
metil veya etil gruplarinin eklenmesi (alkilasyon), transisyon, transversiyon veya
cerceve kaymasi mutasyonlarina ve kromozom degisimlerine yol acan etmenlerdir. 6-O-
metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) ya da O-6-metilguanin-DNA-alkiltransferaz
olarak bilinenen transferazlar lezyonlarin dogrudan tersine g¢evrilmesinde rol alan
enzimlerdir. Dolayistyla, MGMT DNA tamirinin énemli bir enzimidir. Bu enzim grubu,
6-O-metilguanin  DNA  metiltransferaz aktivitesi ile baglantili bir N-terminal
ribonikleaz benzeri alana sahip olarak karakterize edilir. Alkillenmis DNA'nin, DNA
grubundaki oksijen atomlarindan alkil grubunun enzim {izerindeki bir sistein kalintisina
aktarilmasiyla dogrudan onarilmasini gercgeklestirir. Bu reaksiyon geri doniistimsiizdiir,

reaksiyon sonunda enzim inaktive olur, bu nedenle MGMT'nin bir "intihar" enzimi
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oldugu soylenir (Sekil 2.10). Enzimin aktif bolgesindeki -Pro-Cys-His-Arg-Val-imza
dizisi iginde aktif bolge sistein kalintisini igerir (Anonim 2017). DNA’daki lezyon,
metil grubunu O6-metilguaninden enzimin aktif bolgesindeki sistein kalintisina transfer
eden O6-metilguanin metiltrasferaz tarafindan tamir edilebilir ve orijinal guanin tamir
edilmis olur (Sekil 2.11). Bu dogrudan onarim reaksiyonu insanlar da dahil dkaryotlar
ve prokaryotlarda yaygindir (Anonim 2017).

Active Inactive

Cys—SH Cys— SH—[CI—L;

0ch~, . o
NJIN N
> - >
HzN )\N ]\i Mothyltransforasa HZN )\N l\i
R R

0% Methylguanine nucleotide Guanine nucleotide

Sekil 2.10. MGMT tarafindan katalize edilen "intithar mekanizmasi" reaksiyonu
(Anonim 2017)

O-maethrylguanine
methyliranstorase

Sekil 2.11. Hasarin dogrudan geri dondiiriilmesi (Anonim 2017)

MGMT tarafindan tamir edilen ii¢ lezyon, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG)
gibi metilasyon ajanlar1 tarafindan indiiklenen O6-metilguanin, O4-metiltimin ve
metilfosfotriesterlerdir. Enzim, daha diistik bir verimde de olsa, O6-etiluridin ve O6-

bitil-guanin gibi diger alkil guaninleri de onarir (Anonim 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Uludag Universitesi Biyoloji Boéliimii Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji
Laboratuvar'inda daha dnceden proteaz enzimi iiretimi i¢in topraktan izole edilmis ve

adlandirilmis olan Bacillus subtilis E6-5 susu kullanilmustir.
3.2. YOontem

3.2.1. Kimyasal Mutajen EMS (Etil Metansilfonat) ile Yapilan Mutasyon

Calismasi

Denemeleri ig¢in kullanilan EMS (Sigma firmasinin M-0880 katalog numarali {iriinii)

s1v1 halde satin alinmustir.

% 99 oraninda 6lume neden olan EMS konsantrasyonunu saptamak (zere 50- 500
ug/ml arast ve 4- 400 mg/ml arasi konsantrasyonlart kullamlmistir. Oliim oram

asagidaki formiil ile saptanmistir (Pellzor, 1965).
% Oliim oram1 : Kontroldeki koloni sayis1 / Mutasyon uygulamasi sonrasi koloni sayist

EMS mutajeni bakterilerin gecelik kiltirinden % 1 asilanmanin yapildigi devrede
tireme ortamina katilmistir ve bakteriler EMS' li ortamda 37° C'de, 150 rpm c¢alkalama
hizina sahip inkiibatérde 18 saat boyunca tiretilmistir. Her iki saatte bir bakteri 6rnekleri
alimmustir. Uretim sonucunda ornekler santrifiijlenmis (6000 rmp’de 10 dak.) ve
hiicrelerin bulundugu pelet kismindan EMS'nin uzaklastirilmasi i¢in pelet steril 0.04 M
Na-fosfat tamponu (pH 7.0) ile yikanmistir. Buradan % 0.85'lik steril FTS ile uygun
dilusyonlar yapilarak yagsiz siit tozlu iceren agarli petri kaplarina ekilmistir (Cizelge
3.1). Petriler 37°C'de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda
koloni etrafinda zon olusturan bakteriler proteaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen mutantlarin proteaz aktiviteleri kalitatif olarak,yagsiz siit tozu igeren agarli
ortamda zon caplar1 cetvel ile mm degerinden Olgiilerek saptanmistir. Ana sus
(kontrol)’a goére en genis proteaz zonu gosteren bir adet mutant sus sec¢ilmis ve diger

calismalarda kullanilmistir. Her bir deneme i¢in 2 paralel calisma yapilmistir.
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3.2.2. Bakteri Uretiminde Kullanilan Besiyerleri ve Bakteri Uretim Kosullar

Calismada mutant bakterilerin saklanmas1 (kiiltiir saklama), gelistirilmesi (6n
inklibasyon) ve enzim dretim kapasitelerinin 6l¢tlmesinde farkli icerikli besiyerleri
kullanilmistir. Ttim besiyerleri pH’lar1 7.0’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 120° C’de

15 dk sure ile sterilize edilmistir.

Calismada kantitatif olarak proteaz enzim aktivitesini belirlemek Uzere ¢izelge 3.1’deki

besiyeri kullanilmistir (Qadar ve ark. 2009).

Kiiltiir saklama ortamindan (Cizelge 3.1) alinan bakteri kiiltiirii 18 saat boyunca 6n
inklibasyona (Cizelge 3.1) tabii tutulmus, bu sure sonunda bakteri kulttrlerinin 600
nm’deki optik yogunluklari (OD) spektrofotometre kullanilarak steril fizyolojik tuzlu su
ile 0.3’e ayarlanmistir. Bu sekilde ayarlanan kiiltiirden, igerisinde 150 ml enzim {iretim
ortam1 bulunan 500 ml’lik erlenlere % 1 oraninda asilama yapilmis ve 37° C’de 150
devir/dk ¢alkalama hizina sahip inkiibatorde 72 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bakteri
Uremesi ve enzim aktivite tayinleri 18., 24., 32., 44., 48., 52., 56., ve 72. saatlerde
yapilarak bakterinin gelisme grafigi ¢ikarilmistir. Boylece maksimum enzim dretim

zamani Saptanmustir.

Cizelge 3.1. Bakterilerin saklanmasi, gelistirilmesi ve enzim iiretim kapasitelerinin
Olciilmesinde kullanilan besiyerleri

Besiyeri igerigi Kiiltiir Saklama Besiyeri Bakteri Gelistirme Besiyeri Enzim Uretim Besiyeri [Kalitatif Proteaz Tayin Besiyeri
(%g) (Seving 2010) (Seving 2010) (Qadar ve ark. 2009) (Qadar ve ark. 2009)
Nutrient Broth 0.8 0.8 - -
NaCl 0.8 05
Agar 20 - 2
Glukoz 0.1 -
Pepton 1.0 0.1
Maya Oziitii 0.02
MgS04 0.01
CaCl2 0.01
K2HPO4 0.05 -
Skimmilk - - - 1
pH 7.0 7.0 7.0 7.0

3.2.3. Bakteri Uremesinin ve Enzim Aktivitesinin Olctilmesi

Bakteri {iremesinin miktar1, 18 saat sivi niitrient broth besiyeri igerisinde 37°C’de 150

rpm’de Uretilen bakterilerin besiyerlerinin bulanikliligi spektrofotometrik olarak
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olgulerek bulunmustur. Inkiibasyon ortamindan alman O6rneklerin (600 nm dalga

boyunda) optik yogunluk (OD) degerleri okunarak bakteri iireme miktar1 belirlenmistir.

Bakteriler 6000 rpm.’de 10 dak. santrifiijlenerek, slipernatant enzim cozeltisi seklinde
kullanilmistir. Proteaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, substrat olarak %?2'lik kazein
cozeltisi kullanilmigtir. 2 gram kazein 20 mL 0.1 M NaOH icerisinde tamamen
cozilunceye kadar siirekli karistirilarak isitilmistir. Bu sekilde hazirlanan kazein
¢ozeltisinin hacmi 0.05 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile 100 mL’ye tamamlanmis ve
pH’s1 1/3 oraninda seyreltilmis fosforik asit ile 7.0’ye ayarlanmistir.

Deneylerde 1 adet kor tlip ve her bir enzim 6rnegi igin 1 adet 6rnek tiipi kullanilmistir.
Her bir 6rnek tiipline 1’er mL substrat ¢ozeltisi, kor tiipline ise 2 mL Triklor asetik asit
(TCA) ¢ozeltisi aktarilmis ve tiipler 37°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek
reaksiyon sicakligina getirilmistir. Daha sonra substrat i¢eren tiiplere 1’er mL enzim
cozeltisi, kor tiipe ise 1 mL fosfat tamponu (pH 7.0) ilave edilerek 37°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmigtir. Slire sonunda tepkime, ornek tupler icerisine, 2 mL 0.4 M
TCA c¢ozeltisi konarak durdurulmus ve kor tiipiine ise 1 mL substrat eklenmistir. Bu
karisim, 37°C’de 20 dakika bekletildikten sonra olusan piitiirlii yapiy1 gidermek i¢in
6000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiijlenerek siipernatant kismindan alinan 1 mL’lik
orneklere, 5 mL 0.4 M NaCOz ve 1 mL 1/3 oraninda seyreltilmis folin ¢ozeltisi
eklenmis, karisim vortekslendikten sonra 20 dakika oda sicaklifinda, karanlikta
bekletilmistir. Bu silire sonunda ¢ozeltinin optik yogunlugu, enzim aktivitesinin

belirlenmesi i¢in 660 nm’de kore karst okunmustur.

Proteaz aktivitesi Olglimlerinde, standart egri 0-60 pg/ml tirozin igeren ¢ozeltiler ile
hazirlanmistir. Yonteme gore 1 pg/ml tirozin, 2 U/mL enzim aktivitesine karsilik
gelmektedir. Enzim aktivitesi standart kosullarda, 1ug/mL tirozin agiga ¢ikaran enzim

miktari olarak tanimlanmistir (Keay ve Wildi 1970).
3.3. Enzim Uretimi Uzerine Besinsel Faktorlerin Etkisi
Bu calismada, besinsel parametrelerin (karbon, azot, metal iyonlar1) proteaz {iiretimi

tizerine etkisi aragtirilmistir. Bakteri maksimum enzim iiretiminin saptandigl saate
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kadar tretilmis ve bu saatte bakteri liremesi ve enzim aktivite deneyleri yapilmistir.
Uretim ortaminda bulunan karbon, azot ve metal iyonlarmin yerine ayni oranlarda
olmak tizere farkli karbon, azot ve metal kaynaklar1 denenmistir. Tiim deneyler 3 kez

yapilmis ve ortalama degerler alinmistir.
3.3.1. Karbon (C) Kaynaklarmn EtKisi

Mikroorganizmalarin tiremesinde karbon kaynaklarinin 6nemi goz oniine alinarak farkl
karbon kaynaklar1 ile ¢alisilmistir. Bu amagla Cizelge 3.1°de igerigi verilen enzim
tiretim besiyerinde bulunan ve karbon kaynagi olarak kullanilan glikoz yerine, ayni
oranda (%0.1) fruktoz, gliserol, sikroz, misir nisastasi, bugday nisastasi, patates
nisastasi, maltoz, bugday kepegi kullanilarak proteaz enzimi iizerine etkisine

bakilmustir.

Bakterinin agilanmasi ve tiretimi Cizelge 3.1’de belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis

olan 6rneklerde lireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir.

3.3.2. Azot (N) Kaynaklarinin EtKisi

Azot kaynaklarinin bakteri tireme kapasiteleri ve enzim Uretimi Uzerine olan etkilerinin
arastirilmasi1 amaciyla ¢esitli azot kaynaklarinin, enzim Uretimine olan etkileri
arastirilmistir. Bu amagla Cizelge 3.1°de igerigi verilen enzim iiretim besiyerinde azot
kaynagi olarak kullanilan pepton ve maya 6ziitii ¢ikarilarak yerine ayni oranda (% 1.02)
musir 1slatma suyu (corn step-liquor), tripton, yagsiz siit tozu (skimmilk), ve et 6ziiti
(meat ekstrakt), inorganik azot kaynagi olarak ise NH4NO3z, KNO3, (NH4)2SO4, NaNOs

ve NH4Cl kullanilmis ve proteaz enzimi iizerine etkisine bakilmigtir.

Bakterinin asilanmasi ve Uretimi 3.1” de belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan
orneklerde iireme ve proteaz aktivite tayinleri yapilmistir.

3.3.3. Metal iyonu Kaynaklarinin EtKisi

Besiyerinde bulunan metal iyonlarinin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesi {izerine
etkisini arastirmak amaciyla, Cizelge 3.1°de icerigi verilen enzim Uretim besiyerinde

bulunan CaCl, ve MgSOs ¢ikarilarak yerine bunlarin toplam miktarinda (% 0.02)
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LiSO4, FeSO4, KCI, NaCl, MnSO4 ve ZnSO4 kullanilmistir. Ureme ve proteaz aktivite

tayinleri yapilmigtir.
3.4. Enzim Uretimi Uzerine Fiziksel Faktérlerin Etkisi
3.4.1. Sicakhigin Etkisi

Sicakligin bakteri liremesi ve proteaz iiretimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla, besi
ortaminin sicakligi 30, 37 (kontrol) 40, 45 ve 50 °C’ gibi farkli degerlerde ayarlanmis ve

proteaz Uretimi igin optimum sicaklik degeri saptanmuistir.

3.4.2. pH’nin Etkisi

pH’nin bakteri liremesi ve proteaz iiretimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla, besi
ortamiin pH’s1 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 (Kontrol), 8.0 gibi farkli degerlerde ayarlanmis ve

proteaz liretimi i¢in optimum pH degeri saptanmistir.
3.4.3. Havalandirmanin Etkisi (Calkalama hizi)
Havalandirmanin bakteri i{iremesi ve proteaz {iretimi iizerine etkisini belirlemek

amaciyla, inkiibatoriin galkalanma hizinin 0, 50, 100, 150 (kontrol) ve 200 rpm’e

getirilmesi ile saptanmustir.

3.4.4. Inokiilasyon Miktarimin Etkisi

Bakteri liremesi ve proteaz iiretimi iizerine inokiilasyon miktarinin etkisini belirlemek
amaciyla, bakterinin ODgo = 0.3 olan 6n inklbasyon klttrtinden % 0.5, 1 (kontrol), 2,

3, 4 olacak sekilde enzim iiretim ortamina ekilmistir.

3.4.5. inokiilasyon Yasmn EtkKisi

Bakteri iiremesi ve proteaz iiretimi iizerine inokiilasyon yasinin etkisini belirlemek

amaciyla, farkli inokiiliim yags1 kullanilmistir (18 saat (kontrol), 1,2 ve 3 gun).
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3.5. Optimum Besinsel ve Fiziksel Kosullarin Birlestirilmesi ile Modifiye Ortam

Eldesi
Maksimum enzim sentezinin goriildiigii besinsel ve fiziksel kosullar birlestirilerek yeni

olusturularak modifiye ortamda enzim veriminin saglanmasi yoluna gidilecektir. Ureme

ve proteaz aktivite tayinleri yapilarak temel besiyeri ile kiyaslama yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Mutant Bakterilerin Elde Edilmesi

Mutant suslarin elde edilmesi amaciyla kullanilan EMS 50-500 upg/mL arasi
konsantrasyonlarin bakteri 6liimii {izerine bir etkisi olmadig1 tespit edilmistir. EMS 4-
400 mg/ml aras1 konsantrasyon seviyesine ¢ikarilmistir. 4 mg/ml konsantrasyasyonda
bakteri 6liimii iizerine bir etkisi olmadig1 saptanmistir. 400 mg/ml konsantrasyasyonda
ise %100 olim gergeklesmistir. 20-60 mg/ml konsantrasyasyon arasinda yiiksek 6liim
oranlar1 elde edilmistir. Mutasyon ¢alismalari her bir deneme igin iki paralel olarak
yapilmistir. Paralel ¢aligmalarda genellikle ayni sonuglar elde edilmistir. Cizelge 4.1°de
ana sus ile mutantlar kiyaslandiginda 20 mg/ml EMS varliginda elde edilen KE20 igin
%090 oraninda 6liim saptanirken, 35 mg/ml EMS varliginda elde edilen KE35-1, KE35-

2, KE35-3 mutantlarinda bu oran %94 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1. Bacillus subtilis E 6-5’in hayatta kalma orani tizerine EMS etkisi

Bakteriler Koloni Sayisi Canhlik Oram Oliim Oram
(%0) (%0)
Ana sus E6-5 50 100 0
Mutant KE20 5 10 90
Mutant KE35-1 3 6 94
Mutant KE35-2 3 6 94
Mutant KE35-3 3 6 94

4.2 Cizelgesinde en genis proteaz zon ¢apina sahip mutantlar gosterilmistir. Bacillus
subtilis E6-5 susu ile yapilan EMS mutasyonu sonucu toplam olarak yaklasik 82 mutant
sus elde edilmistir (Cizelge 4.2). Tim g¢alismalar sonucunda enzim dretimine sahip
kolonilerin etrafinda agik berrak zonlar cetvelle 6l¢iilmiis ve kontrol olan ana susa yakin
ve genis zonlu olanlar se¢ilmistir. Bu mutant suslarin zon ¢aplar1 ana susun zon ¢ap1 (8
mm) (Sekil 4.1) ile karsilastirilmis, zon ¢ap1 ana sustan biiyliik olan KE20 (15 mm),
KE35-1 (15 mm), KE35-2 (14 mm), KE35-3 (14 mm) olarak adlandirilan 4 adet mutant
sus sec¢ilmistir (Sekil 4.2).
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Zon gaplar1 birbirine yakin oldugundan dolay1 4 mutant sus enzim iiretim kapasitelerini
kantitatif olarak saptamak iizere denemeye alinmiglardir. Zon ¢api ana sustan biiyiik
olan mutant sus segilerek KE20 (15mm) olarak adlandirilmistir (Sekil 4.2). KE20 nolu
mutant, 20ul seyreltmesiz EMS dozu kullanilip, 48 saat iiremeye tabii tutulmustur.
Ardindan koloni ve zon ¢ap1 Olgiimleri yapilarak enzim Uretim kapasitesini kantitatif

olarak saptamak i¢in denemeye alinmistir.

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki EMS denemeleri sonucu elde edilen mutant
suslarin koloni ve zon ¢aplar1

EMS Doz Koloni Sayisi Koloni Capi Zon Capi
(mg/mL) (mm) (mm)
Kontrol 50 5 8
20 17 4 15
25 15 3 13
30 10 4 11
35 10 5 14-15
40 10 3 13
50 8 4 13
55 7 3 12
60 5 4 13

Sekil 4.1. Ana sus Bacillus subtilis E 6-5’in yagsiz siit tozlu ortamindaki proteaz zon
cap1 (8 mm)
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Sekil 4.2. Mutantlarin yagsiz siit tozlu ortamindaki proteaz zon ¢aplari

A:KE20 (15 mm); B:KE35-1 (15 mm); C: KE35-2 (14 mm); D: KE35-3 (14 mm)

4.2. Mutantlarin Kantitatif olarak Proteaz Uretim Kapasitelerinin Saptanmasi

Yapilan EMS mutasyon denemeleri sonucunda zon ¢aplari dikkate alinarak segilen
mutant suslarin iireme egrileri c¢ikarilmak iizere denemeye alinmistirlar. Denemeye
aliman bu mutant suslar Cizelge 3.1°deki igerigi verilen besi ortaminda 18-96 saatler
arasinda iiretilmeleri planlanmistir. Ancak, yapilan ¢alisma sonucunda en yiiksek enzim
Uretimi ana sus i¢in 32. saat, mutant suslar i¢in 48 saat sonunda elde edildiginden
Uremelere 52 saat boyunca devam edilmistir. Enzim Uretimleri ana sus i¢in 60 1U/ml ve
ureme ODsoo 0,29; mutant KE20 i¢in 553 IU/mL ve treme ODsoo 1,14; mutant KE35-1
icin 354 1U/mL ve Ureme ODegoo 1,11, mutant KE35-2 igin 88 IU/mL ve (reme
ODe00l,1; mutant KE35-3 igin de 358 IU/mL ve reme ODegoo 0,70 olarak saptanmistir
(Cizelge 4.3). Mutant KE20’de enzim veriminin ana susa gore 9.2 kat arttigi, mutant
KE35-1 ve mutant KE35-3 i¢in 6, mutant KE35-2 i¢in 1.5 kat arttis gosterdigi tespit

edilmistir.

Ana sus ve mutant suslarin iiremelerine bakildiginda {iremenin enzim {iiretimi ile birlikte
paralellik gostermedigi saptanmistir. Maksimum enzim iiretimi ana ve mutant suslarda
logaritmik fazin ortasinda elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore KE20 mutant susu
ana susa ve diger mutant suslara gore yuksek enzim aktivitesi saptandigindan deneylere

bu mutant sus ile devam edilmistir.
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Cizelge 4.3. Ana sus ve bunun mutant suslarinin proteaz iiretim kapasitelerinin zamana

bagl karsilastirilmasi

inkiibasyon Siiresi

Sekil 4.3. Bacillus subtilis E6-5 ‘in proteaz iiretim kapasitesi ve
zamana bagl degisimleri
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tireme degerlerinin

E6-5 ana susu KE20 mutant susu |KE35-1 mutant susu |KE35-2 mutant susu |KE35-3 mutant susu
Saat IU/mL | OD600 | IU/mL | OD600 | IU/mL | OD600 | IU/mL | OD600 | IU/mL | ODG600
18. 45 0,23 199 09 87 0,99 53 0,7 162 0,71
24, 48 0,33 249 1,08 176 1,05 57 0,8 243 0,99
28. 55 0,32 258 1,15 210 1,18 62 0,95 254 11
32. 60 0,29 270 1,17 336 1,23 71 1,23 260 121
44, 53 0,23 485 1,17 344 1,29 82 1,19 322 1,07
48. 51 0,17 553 1,14 354 1,11 88 11 358 0,7
52, 47 0,14 516 0,56 334 0,85 84 0,96 272 0,48
—l=aktivite == {Ireme
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Sekil 4.4. KE20’ nin proteaz iiretim kapasitesi ve lireme degerlerinin zamana bagl
degisimleri
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Sekil 4.5. KE35-1’in proteaz iiretim kapasitesi ve iireme degerlerinin zamana bagli
degisimleri
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Sekil 4.6. KE35-2’nin proteaz iiretim kapasitesi ve iireme degerlerinin zamana bagl
degisimleri
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Sekil 4.7. KE35-3’ilin proteaz iiretim kapasitesi ve iireme degerlerinin zamana bagl
degisimleri

Mutant suslardan en iyi proteaz enzim aktivitesine sahip olan sus Bacillus subtilis KE20

olarak adlandirilmistir. Calismalara bu sus ile devam edilmistir.
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4.3. Tirozin Standart Grafigi ve Hazirlanisi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda, standart egri igin 0-60 pg/mL tirozin ¢Ozeltileri
hazirlanmistir. Tirozin miktari, daha once tarif edildigi gibi spektrofotometrik olarak
Olclilmiistiir. Konsantrasyona karsi absorbans grafigi lineer regresyon analiziyle
cizilerek konsantrasyonu bilinmeyen Ornegin tirozin konsantrasyonu, standart
grafiginden elde edilen dogru denkleminin formiiliinden hesaplanmistir (Sekil 4.8).

Dogrunun denklemi y= 0,009x + 0,0161 regresyon katsayis1 R? = 0.9987"dir.

Proteaz Standart Egrisi
0.8

0.7 A

0.6 -

y =0.011x +0.0139
R? = 0.9969

OD 660 nm
o
D

0.3 -

0.2 -

0.1 -

O T T T T T T T T T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66

pg/mL Tirozin

Sekil 4.8. Tirozin standart grafigi

4.4. Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Besinsel Faktorler

Bakterilerin bulunduklar1 ortama bagli enzim iiretim kapasiteleri degisir, bu nedenle
ortam sartlariin degistirilmesi enzim iiretim miktarina etki etmektedir. Enzim iiretim
besiyerindeki karbon (C), azot (N) ve metal iyonu kaynaklar1 degistirilmis, degisen
ortam sartlarinin Bacillus subtilis KE20 mutat susunun proteaz iiretimi iizerine olan

etkileri belirlenmistir.
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Calismalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama

degerler verilmistir.

4.4.1. Karbon Kaynaklarimin EtKkisi

Ureme ortaminda bulunan karbon kaynaklarinin bakteri gelismesi ve enzim iiretimi
uzerine etkilerini belirlemek amaciyla, Cizelge 3.1°de igerigi verilen besiyerindeki
karbon kaynagi yerine ayni oranda Fruktoz, Gliserol, Siikroz, Misir nisastasi, Bugday
nisastasi, Patates nisastasi, Maltoz ve Bugday kepegi kullanilmistir. Farkli karbon
kaynag1 igeren besiyerinde mutant sus 48 saat boyunca inkiibe edilmis ve 48. saatte

alinan 6rneklerde proteaz aktivitesi ve tireme degeri tayinleri yapilmistir (Cizelge 4.4.).

Bacillus subtilis KE20’ nin enzim iiretimi agisindan karbon kaynagi tercih siralamasi
sirasiyla Misir nisastasi> Siikroz> Maltoz> Fruktoz> Patates nisastasi> Bugday kepegi>
Gliserol> Glukoz (Kontrol)> Bugday nisastasi seklinde belirlenmistir. Maksimum
bakteri Uremesinin ise sirasiyla Bugday kepegi> Fruktoz> Maltoz> Patates nisastasi>
Sukroz> Bugday nisastas1 > Misir nisastas1 > Gliserol> Glukoz (Kontrol) ortamlarinda
gerceklestigi gbzlemlenmistir. Maksimum enzim iiretiminin gerceklestigi Misir nisastali

ortamda ana susa gore 9.33 verim artig1 saptanmustir (Sekil 4.9.).

Cizelge 4.4. Farkli karbon kaynaklarinin 48. saatte, KE20’nin enzim Uretimi ve Ureme
uzerine etkileri

Enzim Aktivitesi Ureme
Karbon Kaynaklar (IU/mL) (ODso0o) Kat Artisi
Glukoz (Kontrol) 60 0,29 1
Fruktoz 303 1,34 5.05
Gliserol 67 0,35 1.12
Siikroz 456 0,96 7.6
Misir Nisastasi 560 0,81 9.33
Bugday Nisastasi 44 0,93 0.73
Patates Nisastas1 209 1,23 3.5
Maltoz 306 1,25 5.1
Bugday Kepegi 148 1,8 25
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Sekil 4.9. Karbon kaynaklarinin 48. saatte KE20’ nin proteaz iiretim kapasitesi lizerine
etkileri

4.4.2. Azot Kaynaklarimin Etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri liremesi ve enzim aktivitesi iizerine etkilerinin arastirilmasi
amaciyla kontrol ortamindaki pepton ve maya Oziitii (yeast ekstrakt) yerine sirasiyla
misir 1slatma suyu (corn step- liquer), tripton, skimmilk (yagsiz siittozu), pepton, yeast
ekstrakt ve meat ekstrakt (et 6ziitii); inorganik azot kaynagi olarak da KNO3z, NH4NOs,
NaNO3z, NH4Cl, (NH4)2SO4 kullanilmistir. Farkli azot kaynaklari igeren besiyerlerinden
48. saatte alinan Orneklerin iireme degerleri ve enzim aktiviteleri l¢lilmiistiir. Ulasilan
sonuglar grafik ve ¢izelge seklinde verilerek, en yiksek enzim aktivitesinin Skimmilk

(yagsiz siittozu) varhginda oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Bacillus subtilis KE20’nin enzim aktivitesi agisinda organik ve inorganik azot kaynagi
siras1 Skimmilk > Tripton > KNOs> Meat ekstrat > NH4NOs> Kontrol (pepton ve yeast
ekstrat)> Corn step liquer> NaNOs> (NH4)2SO4 seklindedir. En ylksek enzim
tiretiminin gergeklestigi Skimmilk ortaminda ana susa gore 10.4 kat verim artisi

saptanmistir (Sekil 4.10).

NHsNOs (71 TU/mL) varliginda kontrolden fazla aktivite gozlemlenirken, (NHa4)2SO4
varhiginda ise enzim aktivitesi gozlemlenmemistir. Organik azot kaynaklarinin

inorganiklere gore enzim iiretimi lizerinde yiiksek etkiye sahip oldugu saptanmistir.
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Cizelge 4.5. Farkli azot kaynaklarinin 48. saatte KE20’nin enzim 0retimi ve (reme
Uzerine etkileri

Enzim Aktivitesi Ureme
Azot Kaynaklari (lu/mL) (ODeo0o) Kat Artigl
Kontrol 60 0,29 1
Corn step liquer 44 1,84 0.73
Tripton 262 1,1 4.37
Skimmilk 624 0,07 10.4
Meat Ekstrat 110 1,59 1.83
KNO3 135 0,2 2.3
NH4NO3 71 1,48 1.2
NaNO3 7 0,06 0.12
NHA4CI 2 0,36 0.03
(NH4)2504 0 0,08 0
U/ m|  =—#=—0D (600nm)
700 - - 25
600 -
—_ -2
E s
2
— - 15 =
Z 400 - £
£ 300 - 1 é_
< a
E 200 - ©
g - 0,5
100 -
0 -0
d ¢ SN DL
@"“ & ,\(\Q@ S & & & & &
Q/Q 3 é&' % e;?‘
K3 \3
¢

Azot Kaynaklari

Sekil 4.10. Azot kaynaklarinin 48. saatte KE20’nin proteaz Uretim kapasitesi izerine
etkileri

4.4.3. Metal iyonu Kaynaklarimin Etkisi

Metal iyonlarmin bakteri iiremesi ve enzim {iiretimi lizerine etkisini arastirmak tizere
yapilan caligmalarda kontrol ortamindaki MgSO4+CaClo+ K;HPO, yerine sirasiyla
MgSQg4, LiSOs, FeSO4, CaCly, KCI, NaCl ve MnSOs kullanilmigtir. Farkli metal

kaynaklar1 igeren besiyerlerinden 48. saatte alinan 6rneklerde lireme degerleri ve enzim
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aktivite tayinleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar grafik ve cizelge olarak ayri ayri
verilmis olup, buralarda da goriilebilecegi gibi kontrole en yakin aktivite degeri metal

kaynagi LiSO4 varliginda elde edilmistir (Cizelge 4.6).

KE20’nin enzim iiretiminde metal kaynagini siras1 ile CaCl>MnSOs>Kontrol
(MgSO4+CaClz+ KHPO,) > LiSO4> FeSOs>NaCl > KCI > MgSOaseklinde tercih ettigi
goriilmiistiir. Belirtilen tercih siralart incelendiginde, kullanilan metal kaynaklar
igerisinde kontrol (60 IU/mL)’e gore sadece MnSO4 (1,23 kat) ve CaCl» (3,27 kat) verim
artist oldugu saptanmustir (Sekil 4.11).

Cizelge 4.6. Metal kaynaklarmin 48. saatte KE20’nin proteaz aktivitesi ve iireme
miktar1 lizerine etkileri

Enzim Aktivitesi Ureme
Metal iyonlan (lu/mL) (ODs00) Kat Artisi

Kontrol 60 0,29 1
MnSO4 74 0,48 1.23
MgSO4 32 1,53 0.53
CaCl2 196 0,73 3.27
LiSO4 52 0,96 0.87
FeSO4 50 0,68 0.83

KCI 44 1,13 0.73

NaCl 45 0,8 0.75

 U/m| === 0D (600 nm)
250 - 18

- 16
200 - 14

- 12
150 -

- 08

0D (600 nm)

100 -
- 06

50 - 04

Enzim Aktivitesi (U/ml)

- 02

3 > ™ Q & > &) ()
~ Q O [ O O
I A

Metal iyonlari

Sekil 4.11. Metal iyonlarinin 48. saatte KE20’nin proteaz Uretim kapasitesi zerine
etkileri
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4.5. Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Fiziksel Faktorler

4.5.1. Sicakhigin Etkisi

Sicakligin bakteri iiremesi ve enzim aktivitesi iizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla
30°C, 40°C, 45°C, 50°C sicakliklart kullanilarak kontrol (60 IU/mL) grubuna gore
verim artis1 incelenmistir. Mutant KE20 (487 IU/mL) susunun en verimli enzim
aktivitesini 30 °C’de 8.12 kat artis gerceklestirdigi belirlenmistir (Cizelge 4.7, Sekil
4.12).

Cizelge 4.7. Sicakligin 48. saatte KE20’ nin proteaz Uretim kapasitesi tizerine etkileri

Sicakhk Enzim Aktivitesi Ureme
°C (IU/mL) (ODe600) Kat Artisi
Kontrol (37) 60 0,29 1
30 487 1,03 8.12
40 65 0,24 1.1
45 79 0,14 1.31
50 39 0,06 0.65

s U /m| —4—0D (600 nm)

600 - - 1.2

500 - -1
£ 400 - - 08
2
= .
2 300 - - 06 g
2 g
< 3
£ 200 - - 0,4 o
= o
=
w

100 - - 0,2

30°C Kontrol 40°C 45°C 50°C
(37°C)

Sekil 4.12. Sicaklik faktoriiniin KE20 nin enzim tiiretimi lizerine etkisi
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4.5.2. pH’ nin Etkisi

pH’ nin bakteri iiremesi ve enzim aktivitesi lizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla 4.0,
5.0, 6.0, 8.0 seklinde degistirilen pH degerleri kullanilarak kontrol (pH 7.0)‘c gore
enzim tretimi gézlemlenmistir. En verimli enzim aktivitesi pH 8.0°de ana susa oranla
4,6 kat farkla gézlenmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.13).

Cizelge 4.8. pH’nin 48. saatte KE20’ ninproteaz Uretim kapasitesi Uzerine etkileri

Enzim Aktivitesi Ureme
pH (lu/mL) (ODe6o00) Kat Artisi
Kontrol (7.0) 60 0,29 1
4.0 45 0,13 0.75
5.0 172 0,21 2.87
6.0 61 0,27 1.02
8.0 275 1,13 4.6
U/ ml
350 ——0D (600 nm) L2
300 - |
T 250 -
*5. - 0,8
3200 - £
S 05 8
£ 150 =
E ~o04 ©
2 100 -
"wm i nN
0 - -0
pH 4.0 pH5.0 pH6.0  Kontrol(7.0) pHB&.0
pH

4.13. pH faktoriiniin KE20’nin enzim tiretimi tizerine etkisi
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4.5.3. Havalandirmanin Etkisi (Calkalanma etkisi)

Havalandirma sartlarinin etkisi inkiibatoriin ¢alkalanma hizinin 0 rpm, 50 rpm, 100 rpm,
200 rpm seklinde degistirilen hizlar kullanilarak kontrol (150 rpm)’e gbre enzim Uretimi
gbzlemlenmistir. En iyi ¢alkalama hizi 100 rpm olarak belirlenmistir. Bu rpm ile ana
susa oranla 5,77 kat enzim verimi artmustir (Cizelge 4.9, Sekil 4.14). Enzim Uretimi ile

bakteri tiremesinin paralel olmadigi, yiiksek ¢alkalanma etkisi altinda {ireminin arttig1

gozlenmistir.

Cizelge 4.9. Havalandirmanin 48. saatte KE20’ nin proteaz Uretim kapasitesi izerine

etkileri
Havalandirma Enzim Aktivitesi Ureme
(rpm) (IU/mL) (ODeso00) Kat artisi
Kontrol (150) 60 0,29 1
0 39 0,08 0.7
50 57 0,29 0.96
100 346 0,78 5.77
200 44 0,23 0.7
/|
== 0D (600 nm)
400 - - 09
350 - - 0,8
- 300 - - 07
£ L
3> 250 - 06
3 - 0,5 T
= 200 - c
3 04 8
- [{=]
.% 150 | 03 8
S 100 | 02
ol i m

Orpm

Sekil 4.14. Havalandirma faktoriiniin KE20’nin enzim dretimi Uzerine etkisi

50rpm

100rpm Kontrol {150 200 rpm
rpm)
Havalandirma (rpm})
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4.5.4. Inokiilasyon Miktarimin Etkisi

Bakteriler OD600 = 0,3 olan 6n inkiibasyon kiiltiiriinden % 0.5, 2, 3, 4 olacak sekilde
enzim Uretim ortamina ekilmistir. Kontrol (%]1)’e gore enzim iiretimi gézlemlenmistir.
En iyi inokilasyon miktar1 %3 olarak belirlenmistir. Bu inokiilasyon miktari ile ana
susa gore 11,6 kat enzim veriminin arttig1 saptanmistir (Cizelge 4.10, Sekil 4.15).

Cizelge 4.10. Inokiilasyon miktarmin 48. saatte KE20’nin proteaz iretim kapasitesi
Uzerine etkileri

inokiilasyon Miktari Enzim Aktivitesi Ureme
(%) (Iu/mL) (ODs600) Kat Artigi
Kontrol (1) 60 0,29 1
0,5 49 0,18 0.8
2 593 1,087 9.88
3 695 1,099 11.6
) 593 1,102 9.88
U/ ml
800 - =4—0D (600 nm) - 1,2
700 —*
-1
:E‘ 600 -
-5. - 08
Tﬁ" 500
j% 400 - L 06 'g
é 300 -+ 8
E Los
'5 200 4 (=]
)
100

0,50% Kontrol (1%) 2% 3% 4%

inokiilasyon Miktar

Sekil 4.15. inokiilasyon miktarimin KE20’nin enzim iiretimi tizerine etkisi

4.5.5. Inokiilasyon Yasinin Etkisi

Inokiilasyon yasinin enzim aktivitesi {izerine etkisinin aragtirilmasi amaciyla
bakterilerin 1, 2 ve 3 giin seklindeki inokiiliim yaslar1 kullanilarak kontrol (18 saat)’e

gbre enzim dretimi goézlemlenmistir. En iyi inokulasyon slresi 3 gin olarak

58



belirlenmistir. Bu inokiilasyon siiresi ile ana susa gore 5,85 kat enzim veriminde artis

saptanmustir (Cizelge 4.11, Sekil 4.16).

Cizelge 4.11. Inokiilasyon yasinin 48. saatte KE20’ nin proteaz iretim kapasitesi tizerine
etkileri

inokiilasyon Yasi Enzim Aktivitesi Ureme
(giin) (U/mL) ( ODs00) Kat Artisi
Kontrol (18 saat) 60 0,29 1
1 98 0,81 1.63
2 134 1,077 2.23
3 351 1,057 5.85
 U/ml —4—0D (600nm)
400 - 1,2
350
S 1
~ 300
£ - 08
3 250
.g 200 - 0,6 g
2 s
= 150 2
g r 0,4 o)
E 100 - ©
' _ Orz
ol
0 ; ; ; 0
Kontrol (18 saat) 1gln 2 glin 3gln

inokiilasyon Yasi

Sekil 4.16. Inokiilasyon yasmin KE20’nin enzim {iretimi iizerine etkisi

4.6. Maksimum Proteaz Uretimi I¢in Modifiye Ortamin Hazirlanmasi

Maksimum proteaz sentezinin saptandigi karbon, azot ve metal iyonlar1 seklinde
besinsel faktorler ve ayni zamanda sicaklik, pH, havalandirma, inokiilasyon yasi,
inokiilasyon miktar1 gibi fiziksel faktorleri iceren yeni olusturulacak bir modifiye
ortamda enzim veriminin saglanmasi yoluna gidilmistir. Modifiye ortamda en iyi
karbon kaynagi olarak elde edilen Misir nisastasi, azot kaynagi olarak Skimmilk ve

metal iyonlar1 olarak CaCly, fiziksel faktorlerde ise sicaklik 30°C, havalandirma 100
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rpm, inokiilasyon miktart %3 ve inokiilasyon yasi 3 giin seklinde kullanilmistir (Cizelge
4.12).

Cizelge 4.12. Kontrol ortami ile modifiye ortamin iireme ve enzim liretim kapasitesine
etkisi

Enzim Aktivitesi Ureme Enzim Aktivitesi Ureme
Kontrol Ortam (lUu/mL) (ODs00) Modifiye Ortam (lU/mL) (ODs00)
Glukoz Misir nigastasi
Pepton+ Yeast ekstrat Skimmilk
MgSO4+ CaCl2 + K2HPO4 CaCl2
37°C 553 1,14 30°C 992 1,2
pH 7.0 pH 8.0
150 rpm 100 rpm
1% asilama 3% asllama
on inklibasyon 18 saat on inklbe 3 giin

Modifiye ortamda kontrole gore KE20’nin bagil aktivitesi %79’luk bir artig gosterirken

ana susa gore 16.5 kat enzim iiretimi saglanmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Endustriyel Uretim streclerinde, kimyasal yontemler yerine gevre dostu biyolojik
yontemlerin kullanilmasi miimkiindiir. Enzimler kullanilarak pek cok endiistriyel
siirecin ¢evre dostu olma 06zelligi arttirilmaktadir. Enzimlerin kullanildig: siirecler daha
temiz, daha giivenli ve ¢ogunlukla da daha ekonomiktir. Biyoteknolojik yontemler ile
gelistirilen yeni iiriinlerin ¢evre iizerindeki olumsuz etkileri daha azdir (Ozgen ve ark.

2007).

Genel olarak mikroorganizmalardan yiiksek miktarda enzim verimi elde edilebilmesi
icin, ya mutasyona ugratilarak yeni mikroorganizmalar olusturulmakta ya
mikroorganizmalar dogrudan izole edilmekte ya da iiretim ortaminin degistirilmesi gibi
islemler gerceklestirilmektedir. Ozellikle besin ortaminda var olan karbon ve nitrojen
kaynaklari, inorganik tuzlar ve diger biiyiime faktorlerinin, bakterilerin enzim iiretim

verimi lizerinde 6nemli etkisi bulunmaktadir (Khalil ve ark. 2003).

Cogu arastirmaci endiistriyel 6neme sahip olan proteaz enzimini yiiksek verimde
tiretebilen yeni suslar elde edebilmek amaciyla cesitli mutajenleri mutasyon etkeni
olarak kullanilmiglardir. Cesitli mutasyon teknikleri ile de maksimum verimde enzim
iireten yeni suslar gelistirmek miimkiindiir (Chand ve ark. 2005). Rao ve arkadaslar
(1998), mutagenezin geleneksel yontemlerle veya rekombinant DNA teknolojiyle
proteaz veriminin artirilmasinda O6nemli rol oynadigini vurgulamigtir. Bakteriyel
suslarin genetik maniiplasyonu i¢in kimyasal mutajenlerden en fazla kullanilan: ise etil

metan sulfonat (EMS) dir (Haq ve ark. 2010).

Bu calismada yiliksek oranda proteaz lireten yeni bir mutant elde edilmesi amaciyla
kimyasal mutajen EMS kullanilmistir. 20 mg/ml EMS varliginda %90 oraninda 6liim
saptanan calisma sonrasi elde edilen KE20 mutantinin ana susa gore yiiksek enzim
zonuna sahip oldugu saptanmistir. Bu mutanin lireme egrisinde en yiiksek enzim
Uretiminin 48. saatte ana susa gore 9.2 kat artig gosterdigi belirlenmistir. Enzim
tiretiminde en iyi verimi almak i¢in hazirlanan modifiye ortamda ise ana susa gore 16.5

kat enzim verimi saptanmistir.
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Rakariyatham ve arkadaglart (2006) UV ve EMS ile iiretilen mutantinin stabil bir
proteaz irettigini saptamiglardir. Meraz ve arkadaslari (2005) ise Bacillus sp. mutant
susunun 60 dakikalik inkiibasyon doneminde 8 kat yiksek enzim Gretimi

gergeklestirdigini belirtmislerdir.

Wang ve arkadaslar1 (2007) Bacillus pumilus susuna gama radyasyonu uygulayarak
mutant suslar elde ederek proteaz aktivitesini incelemislerdir. Elde edilen mutant sus
ana susa oranla proteaz liretiminde 2 kat verim gostermistir. Duarte ve arkadaglari
(2011) Candida parapsilosis’den EMS ile mutant sus gelistirerek proteaz iiretiminde

verim elde etmislerdir.

Shikha ve Darmwal (2007) Bacillus pumilus ana susu iizerinde farkli zaman
araliklarinda EMS ve MMS (metil metansiilfonat) kullanilarak gelistirdikleri mutant
suslarin ana susa oranla 1.95 kat fazla proteaz irettigini saptamislaridir. Bu
aragtirmacilarin ayni mutagenez yontemi kullanilarak Bacillus pantotheneticus ile
yaptiklar1 calismada ise alkali proteaz iiretiminde ana susa gore 1.44 kat artis elde
etmislerdir. Dutta ve Banerjee (2006) UV ile mutasyona ugratilan Pseudomonas sp.’
den elde edilen mutant suslarda proteaz iiretiminin ana susa gore 2.5 Kat yuksek

oldugunu gostermislerdir.

Nadeem ve ark. (2011) Bacillus pumilus EMS uygulamasi yapilan mutant susunu
kullanarak alkalin proteaz biyosentezi ilizerine ¢alisma yapmislaridir. Calismanin amaci
kombine mutajenik tedaviler kullanilarak tiretim alkalin proteazini arttirmaktir. Ana sus
Bacillus pumilus, UV 1sinlamasina maruz birakilmis, ardindan alkali proteaz verimini
arttirmak icin EMS (Etil metan siilfonat) ve MMS (Metil metan siilfonat) eklenmistir.
Her bir muameleden sonra mutantlar en iyi proteolitik mutantin se¢imi i¢in yagsiz siit
agar plakalar1 {izerinde taranmistir. En iyi pozitif mutantin benzer kiiltiir kosullarinda
ana susun 1.95 kat daha fazlas1 enzim irettigi gozlemlenmistir. Enzim aktivitesinde
yaklasik 2.1 kat artis, %83.6 enzim geri kazanimi ile %70 doygunluk seviyesinde

baslangig kiiltiir besiyerinden elde edilmistir.
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Mukhtar ve Hag (2012) Bacillus subtilis mutant suslari tarafindan {iretilen alkalin
proteazin saflastirilmasi ve karakterizasyonu ile ilgili calisma yapmislardir. Enzim %70
doygunlukta % 81.5 verimle 2.64 kat saflastirma saglayan amonyum siilfat ¢okeltmesi

kullanilarak saflastirilmistir.

Raju (2013) proteaz iretimini arttirmak i¢in Bacillus cereus bakterisini EMS ve
Etidyum bromide tabi tuttugunda ana susa oranla 48. Saatte 2-4 kat arasi enzim

tiretiminde artis saglamstir.

Raju ve Divakar (2013) rekombinant olmayan Bacillus cereus’un fibrinolitik proteaz
tiretimi ile ilgili caligma yapmislardir. Rekombinant olmayan Bacillus cereus UV, EMS
ve EtBr kullanilarak mutasyona ugratilmistir. Mutantlar spektrofotometre kullanilarak
enzim analizine gore taranmistir. Mutasyon ¢alismalarinda ana sustan 2 kat daha fazla

proteaz liretimi elde etmislerdir.

Birgok arastiric1 endiistriyel dneme sahip olan proteaz enzimini ylksek verimde Ureten
yeni mutant suslar elde etmek i¢in ¢esitli yontemler kullanmiglardir. Kimyasal ve UV
mutasyona ugramis Bacillus pumilis ve Bacillus licheniformis proteaz uretimini
arttirmis (Nadeem ve ark. 2010). Bacillus amyloliquefaciens ayrica proteaz aktivitesini

de gostermistir (Mrunmaya ve ark. 2013).

Zeng ve ark. (2017) ultraviyole i1sinlama ve N-metil-N'-nitro-N-nitroso guanidin
muamelsi sonucu Bacillus amyloliquefaciens’den elde etikleri mutantin ana susa gore %

31.9 daha fazla proteaz iirettigini rapor etmilerdir.

Bir klasik mutasyon teknigi olan EMS ile spontan mutasyonlarin olusturulmasi
onemlidir. Spontan mutasyon siklifi organizmalar arasinda biliylik farklilik
gostermektedir. Ayni tir icinde bile spontan mutasyon sikligt genden gene
degismektedir. Organizmalar arasindaki bu degiskenlik, onlarin hata okuma ve onarim

sistemlerinin goreceli etkinliklerinden dolay1 olusabilmektedir.
Uretim ortam igerigi enzim iiretimi iizerinde arttiric1 bir etkiye sahiptir (Gulati, 2007).

Ciinkii kiiltiir ortaminin igerigi ve fermantasyon kosullar1 enzim iiretimini etkileyen

onemli parametrelerdendir. Ortam igeriginin optimize edilmesi amaciyla farkli kaynakl
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karbon, azot ve metal iyon kaynaklar1 kullanilmaktadir (Lan 2002). Bu amagcla elde
ettigimiz yeni mutant B.subtilis KE20’nin proteaz iiretim kapasitesini arttirmak igin
iiretim ortaminda farkli karbon, azot ve metal iyonlar1 gibi besinsel faktorler, sicaklik,
pH, havalandirma, inokiilasyon miktar1 ve inokiilasyon yas1 gibi fiziksel faktor
kaynaklar1 denenmis ve elde edilen sonuglara gore yeni bir modifiye ortam
olusturulmustur. Bu amagla yapilan ¢alismada en iyi karbon kaynaginin Misir nisastasi
oldugu belirlenmistir. Misir nisastas1 bulunan besiyerinde proteaz aktivitesinde kontrole
gore 9.33 katlik verim artis1 elde edilmistir. Organik azot kaynaklarinin en iyi olani
skimmilk olarak saptanmis ve kontrole gore skimmilkli ortamda 10.4 kat verim artisi
gozlemlenmistir. Metal iyonlari igerisinde en iyi kaynak CaClz bulunmustur ve kontrole

gore enzim Uretimi 3.27 kat artmustir.

Cesitli arastirmacilar en iyi enzim Uretimi i¢in farkli karbon, azot kaynaklar1 ve metal
iyonlar1 kullanmiglar ve bu arastirmalar neticesinde birbirinden farkli sonuglara

ulagmislardir.

Mehrotra ve ark. (1999) mutant Bacillus sp. susunun glukoz, Mabrouk ve ark. (1999) da

laktoz ve glukoz varliginda en yiiksek seviyede proteaz {iretimi rapor etmislerdir.

Mukhtar ve Haq (2007) alkali proteaz iiretimini arttirmak amaciyla Bacillus subtilis
susunu EMS mutasyonuna maruz birakmislardir. Pozitif mutasyon gdsteren 14 adet en
giiclii mutantlar1 izole edip enzim iiretimini gézlemlemislerdir. Soyu unu, polipepton,
maya 0zl, glukoz, NHsSO4 ve Na2COs kullanilarak yaklasik %100 verim elde

etmislerdir.

Yousaf ve ark. (2010) Aspergellus oryzae’de gergeklestirdikleri EMS mutasyonunda
elde ettikleri mutantlarin proteaz liretiminde hemen hemen tiim organik azot takviyeleri
enzim Uretimini desteklerken, sukrozun en iyi karbon kaynag oldugunu

kanitlamislardir.

Sivakumar ve ark. (2011) kimyasal mutajenler kullanarak elde ettikleri Bacillus cereus

mutantinin glukoz ve fruktozlu ortamda proteaz iiretiminin arttigini rapor etmislerdir.
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Leng ve Xu (2011) proteaz iiretimi i¢in en iyi azot kaynagini pepton olarak bulmuslardir
ve bunu soya unu ile maya 0zii takip etmistir. Fawzi (2011) ise enzim iiretiminde

organik azot kaynaklarinin inorganik azotlardan daha iistiin oldugunu saptamustir.

Afifi ve arkadaglar1 (2012) Penicillium chrysogenum ile yaptiklari ¢alismada EMS
mutasyonu uygulamiglardir ve en iyi proteaz liretimini %1 kazein ve 2,5 mM MgSO4

igeren ortamda saptamiglardir.

Raju (2013) endiistriyel olarak 6nemli proteaz {iretimini arttirmak i¢in Bacillus cereus
bakterisine rastgele mutasyon yontemi uygulamistir. Bunun i¢in UV, EMS ve Ethidyum
Bromiir kullanmistir. Calismasinda farkli karbon kaynagi, azot kaynagi, Maksimum
proteaz Gretimini %1 fruktoz, %1 NHsNOs, azot kaynagi olarak %] pepton

ortamlarinda saptamistir.

Raju ve Divakar (2013) rekombinant olmayan Bacillus cereus’un fibrinolitik proteaz
tretimi ile ilgili ¢alismalarinda UV, EMS ve EtBr kullanarak Bacillus cereus GD55
olarak isimlendirdikleri mutantin en 1yi proteaz iiretimini karbon kaynagi olarak fruktoz,
organik azot kaynagi olarak pepton ve inorganik azot kaynagi olarak ise NH4NOs

seklinde rapor etmislerdir.

Mukhtar ve Haq (2013) Bacillus subtilis tiiriinii kullanarak su altinda (batik) ve kati
halde fermantasyonda ana ve mutant suslarin alkali proteaz iiretimi i¢in tarimsal
endiistride yan triinlerinin karsilastirilmasini gerceklestirmistirler. Batik fermentasyon
sirasinda, farkli agro-endustriyel yan Uriinler, islenmemis gidalar, guar, aycigegi, gliiten,
pamuk, soya fasiilyesi ve bugday eklenmistir. Bu 6glinlerin yanmi sira piring kepegi,
bugday kepegi ve bugday unu da proteaz iiretimi i¢in degerlendirilmistir. Enzimde

maksimum iiretime yani ana sustan mutant susa 1.7 kat artis gostermistir.

Bu calismada en iyi iiretim sicakligi 30°C olarak saptanmis ve kontrole gore enzim
Uretimi 8.12 kat artis gostermistir. Optimum pH degeri 8 bulunmus, kontrole gore elde
edilen verim artis1 ise 4,6 kat olarak belirlenmistir. Havalandirma etkisi 100 rpm
calkalama hizinda en iyi sonucu vermistir ve kontrole gore 5.77 kat verim artisi
gozlemlenmistir. Inokiilasyon miktarinda %3’liik asilama maksimum enzim iiretimini

saglamistir ve kontrole gore 11,6 kat verim artis1 gostermistir. Son olarak inokiilasyon
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yasl i¢in 3 giin en iyi sonucu vermistir ve kontrole gore yaklasik 5.85 kat enzim
tiretiminde artis olmasini saglamistir. Calismada besinsel ve fiziksel kosullarin optimize
edilmesi ile olusturulan modifiye ortamda EK20 mutanti temel besi ortamina gore
%79’luk bir artisla enzim tiretimi gostermistir. Ana sus (60 U/mL) ile kiyaslandiginda
mutant KE20 (992 U/mL) 16,5 kat verim artigi saglamistir.

Mukhtar ve Haq (2007) alkali proteaz iiretimini arttirmak amaciyla Bacillus subtilis
susunu EMS mutasyonuna maruz biraktiklari ¢alismada en iyi enzim dretimini pH

8.5’da olan ortamda yaklasik %100 verimle elde etmislerdir.

Kalpana ve ark. (2008) Aspergillus niger tarafindan iiretilen alkalin proteaz enziminin
40°C'de 60 dakikaya kadar kararli oldugunu bulmuslardir.

Nadeem ve ark. (2010) Bacillus pumilus EMS uygulamasi yapilan mutant susunu
kullanarak alkalin proteaz biyosentezi yaptiklari calismada maksimum proteaz aktivitesi
pH 10.0'da, 60°C'de elde edilmistir. Bu 0zellikler deterjan formulasyonu ve deri

islemede potansiyel uygulamasini gostermektedir.

Afifi ve arkadaslar1 (2012) Penicillium chrysogenum’u EMS mutasyonuna maruz
birakarak mutant sus gelistirmislerdir. Bu mutantlar en 1yi proteaz lretimini pH 9,

sicaklik 30 °C iken ve 7 giin inkiibasyon siiresi ile elde etmislerdir.

Mukhtar ve Hag (2012) Bacillus subtilis mutant suslari tarafindan {iretilen alkalin
proteazin saflastirilmast ve karakterizasyonu ile ilgili ¢alisma yapmuslardir. Enzim
aktivitesinin optimum pH’1 8.5 olarak belirlenmis bununla birlikte enzim 24 saatlik
inkiibasyondan sonra pH 10’a kadar stabil kalmistir. Benzer sekilde enzim aktivitesi
icin optimum sicaklik 40°C iken, biiyiik dl¢iide azaltilmis aktivite ile 90°C'ye kadar
stabil kalmistir. Alkalin proteaz kazeine karsi en yiiksek spesifite gostermistir. Proteazin
raf omrii de belirlenmis ve enzimin aktivitesinin oda sicakliginda saklandigi ikinci

haftadan sonra sona erdigi bulunmustur.

Raju (2013) endiistriyel olarak 6nemli proteaz liretimini arttirmak i¢in Bacillus cereus
bakterisini UV, EMS ve Ethidyum Bromdir ile muamele ederek rastgele mutasyon

yontemi uyguladigr calismasinda inkiibasyon siiresi, asilama, pH, sicaklik gibi
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faktorlerin enzim tiretimine etkisini incelemistir. En iyi verimi 2% asilama, pH 8, 35°C

sicaklik ve 48 saat inklbasyon sartlarinda saptamistir.

Narasimhan ve ark. (2013) Bacillus subtilis tirtind kullanarak EMS mutasyonu yoluyla
mikolitik aktiviteyi arttirmay1 amaglamislardir. Mutantlar1 meyve bitkilerinde antraknoz
hastaliginin gegici ajan1 olan Colletotrichum gloesporiodies’e karsi ¢ift plaka deneyi
Uzerindeki antifungal yetenegine gore taramislar ve 60 adet mutant bakteri izole

etmislerdir. 2 adet mutant susta aktivite artisinin en iyi sekilde oldugu bildirilmistir.

Zeng ve ark. (2017) Bacillus amyloliquefaciens ile yapilan mutasyon calismalarinda

proteazin maksimum tiretiminin 50°C’de ve pH 8’de gerceklestigini belirtmislerdir.

Latif ve arkadaglar1 (2018) Bacillus subtilis’in proteaz {iretimini arttirmak igin kimyasal
mutajenez EMS’yi kullanarak ¢alisma yapmislardir. Ayni zamanda maksimum enzim
uretimi igin gerekli ortam kosullarinda degerlendirmislerdir. Maksimum enzim
aktivitesi sartlarnm1 pH 10.0, sicaklik 35 °C, 4 ml inokulasyon miktar1 olarak
belirlemislerdir. Elde edilen sonuglar, kimyasal mutajenez tekniginin, alkali proteaz
enziminin dretimini arttirmak i¢in Bacillus'un iyilestirilmesinde Onemli bir arag

oldugunu dogrulamigtir.

Bu arastirmada calisilan proteaz enzimi, farkli endiistri dallarinda kullanimi olan ve her
gecen giin kullanim oraninda artis gozlenen bir enzimdir. Calisma sonucunda elde
edilen oldukca verimli ve yeni bir mutant olan Bacillus subtilis KE20 proteaz enziminin
endistriyel alanda kullanilabilirligi olabilir. Bu sekilde dis iilkelerden ithal edilen
proteaz enziminin, iilkemizde genis c¢apta iiretilmesi ve boylece iilke ekonomisine

katkida bulunulmasi olasidir.
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