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AKTINOMISET BSU-9 SUSUNDAN PROTEAZ URETIMI VE
KARAKTERIZASYONU

OZET

Proteazlar, bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi ¢ok ¢esitli kaynaklardan
elde edilmektedirler. Bu tez ¢alismasinda alg kompost 6rneginden izole edilen ve
proteaz iireten aktinomiset BSU-9 susu kullanildi. Aktinomiset BSU-9 susu sivi
besiyerinde biiyiitiildii ve elde edilen siipernatanttan proteaz karakterize edildi.
Proteazin karakterizasyonu amaciyla optimum pH, optimum sicaklik, pH stabilitesi,
sicaklik stabilitesi ile bazi inhibitdrlerin, metal iyonlarinin, organik c¢oziiciilerin,
deterjanlarin, denatiiranlarin ve hidrojen peroksitin proteaz aktivitesi lizerine etkileri
arastirildi. Ayrica proteazin zimogram ile aktivite ¢aligmalar1 yapildi.

BSU-9 susundan ekstraselliiler proteaz liretimi gergeklestirildi. Bu proteaz pH 8-13
araliginda genis bir stabilite gosterirken, optimum pH’1 11 olarak belirlendi. Enzimin
65 °C'de maksimum aktivite gosterdigi bulundu. EDTA varliginda enzim aktivitesi
yaklagik % 44 oraninda azalirken PMSF varliginda enzim aktivitesi biiyiik oranda
inhibe edildi. Enzimin aktivitesi MnCl varliginda artarken CuCl; varhiginda azaldi.
Proteazin zimogram analizinde tek bant goriilmekte ve bu bantin molekiil agirlig
yaklasik 45 kDa olarak tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Aktinomiset, Proteaz, Enzim Karakterizasyonu
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PROTEASE PRODUCTION AND CHARACTERIZATION FROM
ACTINOMYCETES BSU-9 STRAIN

SUMMARY

Proteases are obtained from a wide variety of sources such as plants, animals and
microorganisms. In this thesis, the actinomycetes BSU-9 strain, producing protease,
isolated from algae compost sample and was used. The actinomycetes BSU-9 strain
was grown in broth medium and protease was characterized from supernatant. For
the characterization of protease; optimum pH, optimum temperature, pH stability,
temperature stability, and the effects of some inhibitors, metal ions, organic solvents,
detergents, denaturants and hydrogen peroxide on protease activity were
investigated. In addition, activity studies of the protease were performed by using
zymogram.

Extracellular protease was produced from BSU-9 strain. While this protease showed
a wide stability in the range of pH 8-13, its optimum pH was determined as 11. It
was found that the enzyme showed maximum activity at 65 ° C. While in the
presence of EDTA, enzyme activity decreased by approximately 44 %, in the
presence of PMSF, enzyme activity was largely inhibited. While the activity of the
enzyme increased in the presence of MnCly, it decreased in the presence of CuCloz. In
the zymogram analysis of the protease, a single band is seen and the molecular
weight of this band was determined to be approximately 45 kDa.

Keywords: Actynomycetes, Protease, Enzyme Characterisation



1. GIRIS

Insanlar enzimi binlerce yildan beri enzimin varligindan habersiz olarak peynir,
sarap, ekmek yapimi gibi alanlarda kullanmiglardir. Louis Pasteur’un c¢aligmalariyla
beraber fermantasyon olaymin sebebinin enzimler oldugu anlasilinca biyoteknoloji
bilinci de olugmustur (Cirakoglu, 2009). Giiniimiizde ekonomik degerinin yiiksek
olmasindan ve enzim kullaniminin gesitliliginden dolay1 enzim tretiminin 6nemi
artmistir. Ozellikle rekombinant DNA teknolojisiyle enzim iiretimi yaygimlasmustir
(Gessesse, 1998). Cesitli mikroorganizmalardan enzim tretimi miimkiindir (Walsh
ve Wright, 2005). Uretilmesi istenilen enzim yeni tekniklerle mikroorganizmalar
kullanilarak iiretilebilmektedir (Aehle, 2004). Daha kullanish enzimler iiretebilmek
icin farkli pH ve sicakliklarda aktif olan ve dis etkenlerden bagimsiz enzimler
retilebilen ¢esitli mikroorganizmalarin  tanimlanmasi 6nem kazanmis ve
mikroorganizmalarin kullanimi yayginlagsmistir. Bunda iiretim maliyetleri, zaman,

kalite ve performans gibi kriterler de baz alinir (Gupta ve ark., 2001).

Aktinobakteriler, topraktaki humatlar1 ve hiimik asitleri yavas¢a pargalamaya
yardimer olmaktadir (Reid ve Wong, 2005). Bu bakteriler, ozellikle toprakta
hemiseliiloz, kitin, nigasta gibi organik maddeleri parcalama islevi gérmektedirler
(Crawford ve ark., 1993). Topraklarda yasayan aktinomisetlerin antifungal
aktiviteleri dikkatleri ¢ekmektedir (Crawford ve ark., 1993; Lee ve Hwang, 2002).
Sadece antifungal aktiviteleri degil antibakteriyal aktiviteleri de bulunmaktadir
(Velayudham ve Murugan, 2012).

Aktinomisetler, sekonder metabolitler salgilamalariyla endiistride kullanilmaktadir.
Bunlar antibiyotik {retimi, kozmetik, enzimler, antitiimor ajanlari, enzim
inhibitorleri, vitaminler, immiin modiilatorleri ve organik maddelerin geri doniisiimii

gibi cesitli endiistri alanlarinda kullanilmaktadir (Arifuzzaman ve ark., 2010).



Proteazlar fizyolojik oldugu kadar ticari agidan da ¢ok dnemli bir enzim grubudur.
Bu enzimler deterjan, deri, gida ve ilag sanayi gibi birgok endiistri alanlarinda
kullanilmaktadir (Rao ve ark., 1998).

1.1. Aktinomisetlerin Genel Ozellikleri

Aktinomiset ismi Yunanca “aktis” (151n) ve “mykes” (fungus) kelimelerinin bir araya
gelmesiyle olusmustur (Das ve ark., 2008). Fungus gibi hifli yapilar1 mevcuttur
(Lechevalier ve Lechevalier, 1967). Aktinomisetlerin fungus ile bakteri arasinda olan
bir organizma grubu oldugu disiiniilmekteydi. Yapilan arastirmalar neticesinde
aktinomisetlerin gram pozitif bakterilere benzer hiicre duvari ihtiva ettikleri ortaya

cikmustir (Khasabuli ve Kibera, 2014).

1875 yilinda Ferninand Cohn tarafindan Streptothrix foersteri bakteri tiiriiniin teshisi
ve 1877 yilinda Carl Otto Harz tarafindan Actinomyces bovis bakteri tiirliniin
tamimlanmasi ile Actinobacteria smifi ilk kez tanimlanmistir (Hassan ve Wellington,
2009).

Aktinomisetler, bacteria domaininde en genis yer tutan, gram pozitif bakteri
grubunda yer alan ve dallanmis hiicre zincirlerinden olusan aerobik bakterilerdir.
DNA'larinda yiiksek guanin ve sitozin baz igerigi mevcuttur (Ventura ve ark., 2007;
Campbell ve Reece, 2008; Chaudhary ve ark., 2013). Peptidoglikan hiicre duvarlari
LL-diaminopimelik asit igermektedir (Lee ve Hwang, 2005).

Aktinomisetler pH’1 5-9 ve sicakligi 25-30 °C araliginda optimum biiyiime
gostermektedirler. Bunun yani sira daha yiiksek sicakliklarda biiylime gosteren

termofilik tiirleri de mevcuttur (Goodfellow ve Williams, 1983).

Aktinomisetler havasal hiflerini olusturarak tireme sporlarini iiretmektedirler (Flardh
ve Buttner, 2009; Claessen ve ark., 2014). Bu bakteriler genellikle iyi gelismis radyal
miselyumlara sahiptir. Morfolojik ve islevsel olarak ayrilan miseller havasal
misellere veya substrat misellere ayrilmaktadirlar. Substrat miselyumlari, sporlarin

biiylimesinden gelismektedirler. Bunlar aktinobakterilerin biiyiimeleri i¢in besin



absorblamaktadirlar. Beyaz, sari, turuncu, kirmizi, yesil, mavi, mor, kahverengi,
siyah veya farkli bir renkte olabilmektedirler. Havasal miseller substrat
miselyumlarindan gelismektedirler. Substrat miselyumunda dallanma ikili olabilecegi
gibi nadir durumlar olsa da genellikle tek kutuplu olmaktadirlar (Kalakoutskii ve
Agre, 1976; Li ve ark., 2016).

Aktinomisetlerin sporlar1 taksonomik agidan olduk¢a Onem arz etmektedir. Bu
bakteriler tanimlanirken sporulasyon siiregleri de baz alinmaktadir (Locci ve
Sharples, 1984). Sporlar ¢ok farkli sekillerde olabilmektedir (Sekil 1.1). Bunlar farkli
uzunluklarda, tek hiicre veya zincir seklinde, flagellaya sahip veya vezikiillere sahip
olmak iizere farkli formlarda bulunmaktadirlar (Cross ve Goodfellow, 1973).
Aktinomisetler cogu ortamda biiyliyebilmelerine ragmen spor olusumlar i¢in karbon

ve azot igerigi yiiksek 6zel ortamlara gereksinim duymaktadir (Kutzner, 1981).

e

Actinoplanes Pilimelia Spirilospora Streptosporangium

Y B

Ampullariella Dactylosporangium Planomonospora Frankia

L% iy

Micromonospora Thermomonospora Saccharomonospora Thermoactinomyces

Catellatospora Microbispora Microtetraspora Streptomyces

Sekil 1.1. Aktinomisetler tarafindan iiretilen farkli spor zincirlerinin sematik ¢izimleri (Barka ve ark.,
2016).



Aktinobakteriler kirmizi, sari, turuncu, pembe, kahverengimsi, belirgin kahverengi,
yesilimsi kahverengi, mavi veya siyah renklerde pigmentler iiretmektedirler

(Lechevalier ve Lechevalier, 1970).

Streptomyces cinsi Waksman ve Henrici tarafindan ilk kez 1943 yilinda
tanimlanmistir (Williams ve ark., 1983). Streptomyces cinsi, Actinobacteria sinifi
icindeki Actinomycetales takiminin Streptomycetacea ailesine ait bakterilerdir
(Walksman, 1943; Anderson ve Wellington, 2001; Hasani ve ark., 2014). Sporlar
yuvarlak, oval veya silindirik formlarda olabilmektedir. Spor zincirleri genellikle
spiral olarak sarilidir (Waksman ve Henrici, 1943). Genellikle havasal misellerinin
tizerinde sporlarini ihtiva etmektedirler (Williams ve ark., 1984). Streptomyces tiirleri
yavas biiyiiyen kolonilere sahiptir. Genellikle geosmin denilen ugucu metabolitleri ile
kokuya sahiptir (Jittner ve Watson, 2007; Hasani ve ark., 2014). Streptomyces
cinsleri 5,1-6,5 pH araliginda, % 9,1-13,0 nem araliginda ve % 9,1-11,0 organik

maddece zengin topraklarda yasamayi tercih etmektedirler (Lee ve Hwang, 2002).

1.1.1. Aktinomisetlerin Siniflandirilmasi

Aktinomisetler 1943°de Waksman ve Henrici tarafindan taksonomik olarak
siiflandirilmislardir  (Walksman ~ ve  Henrici,  1943).  Aktinomisetlerin
simiflandirilmas: kimyasal igerikleri, tirettikleri renk pigmentleri, sporlarin formlari,
miselyumlarin  yapist ve rRNA dizilimleri gibi birgok kriter baz alinarak
yapilmaktadir (Barka ve ark., 2016). Actinobacteria bes alt sinif, dokuz takim, elli
bes familya, iki yiiz kirk cins ve ii¢ binden fazla tiirden olusmaktadir (Goodfellow ve
ark., 2010).

Aktinomiset, Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’ye goére Nitriliruptoria,
Acidimicrobiia, Thermoleophilia, Cariobacteria, Rubrobacteria ve Actinobacteria
olmak {lizere smiflara ayrilmistir.  Actinobacteria smifi da  Frankiales,
Micromonosporales,  Bifidobacteriales, = Glycomycetales,  Pseudonocardiales,
Actinopolysporales, Jiangellales, Micrococcales, Propionibacteriales,

Streptosporangiales,  Actinomycetales,  Corynebacteriales,  Catenulisporales,



Kineosporiales, Streptomycetales ve Incertae olmak iizere 16 takima ayrilmistir

(Goodfellow ve ark., 2012; Chaudhary ve ark., 2013).

Actinomycetales takimi Actinomycineae, Actinopolysporineae, Catenulisporineae,
Corynebacterineae, Frankineae, Glycomycineae, Jiangellineae, Kineosporineae,
Micrococineae, Micromonosporineae ve Propionib olmak iizere 14 alt takima
sahiptir (Adegboye ve Babalola, 2012).

Aktinomiset subesi, Streptomycetaceae, Actinomycetaceae, Micromonosporacea,
Acidimicrobiaceae, Dermatophilaceae, Actinocoralliaceae, Streptosporangiaceae ve

Nocardiaceae olmak iizere 8 aileye ayrilmistir (Dworkin ve ark., 2006).

Streptomyces cinsi, Actinomycetales takiminin Streptomycetacea ailesine ait

bakterilerdir (Walksman ve Henrici, 1943; Hasani ve ark., 2014).

1.1.2. Aktinomisetlerin Ekolojileri

Sicaklik, pH ve toprak nemi gibi faktorler aktinomisetlerin biiylimesini
etkilemektedir. Bu bakteriler ¢ogunlukla mezofiliktir ve 25 ile 30 °C arasindaki
sicakliklarda optimal biiylime gostermektedirler. Ancak termofilik olan tiirleri 50-60
°C arasindaki sicakliklarda da biiyiiyebilmektedir (Edwards, 1993). Bu bakteriler
toprakta vejetatif bliylimesinde diisiik nem orani tercih etmektedirler. Optimum 6 ile
9 arasinda degisen pH'larda biiyiiyen ¢ogu aktinobakteri, genellikle nétr pH'a sahip
topraklarda biiyltimektedirler. Ancak bazi Streptomyces suslar1 pH’1 3,5 olan asidik
topraklardan izole edilmistir (Kim ve ark., 2003). Genellikle Streptomyces tiirleri
asidik topraktan ziyade alkali ve nétral topraklarda yasamaktadirlar. Ayrica kumlu
veya kirecli topraklart tercih etmektedirler (Madigan ve Martinko, 2010). Bununla
birlikte toprakta, tatli suda, tuzlu suda ve havada olmak iizere genis ekolojik
ortamlarda bulunmaktadirlar. Ozellikle organik maddece zengin alkali topraklarda
yayillim gostermektedirler. Hem toprak iistiinde hem de topragin 2 cm altinda

bulunabilmektedirler (Goodfellow ve Williams, 1983).



Aktinomisetler en yaygin topraklarda yayilim gostermektedirler (Das ve ark., 2008).
Bu bakterilerin ¢ogu saprofitik, toprakta yasayan organizmalar ve yar1 olgun sporlar
olmak tizere farkli yasam dongiilerine sahip olarak bulunmaktadir (Mayfield ve ark.,
1972). Aktinomisetlerin karmasik ve farkli yasamlar1 vardir. Corynebacterium,
Mycobacterium, Nocardia, Tropheryma ve Propionibacterium gibi patojen olarak
yasayanlari, Streptomyces gibi toprakta yasayanlari, Leifsonia gibi bitki parazitleri
olarak yasayanlar1 veya Bifidobakterium gibi gastrointestinal parazitleri olarak

yasayanlar1 mevcuttur (Ventura ve ark., 2007).

Aktinobakterilerin popiilasyon yogunlugu, habitata ve iklim kosullarina bagli olarak
degismektedir. Genelde gram toprak bagma 10° ila 10° hiicre yogunlugunda
bulunmaktadirlar (Goodfellow ve Williams, 1983). 1903'de Hiltner ve Stormer
tarafindan jelatin plak yontemiyle sayilan aktinomisetlerini ilk defa sayisinin
mevsime bagli olarak degistigini kesfetmislerdir. Ilkbaharda % 20, yazin % 13,
sonbaharda % 30 ve kisin % 13 oldugu sonucuna varmislardir (Hiltner ve Stormer,
1903).

1.1.3. Aktinomisetler Tarafindan Uretilen Biyoaktif Uriinler

Aktinomisetler, sekonder metabolit iireticilerinin en etkili gruplarindan biri olmalari
nedeniyle endiistriyel agidan olduk¢a oOnemlidir. Aktinomiset cinsleri arasinda
Streptomyces, Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora ve Actinoplanes
ticari agidan degerli biyomolekiillerin baglica lireticileri olarak yer almaktadir. Bu
bakteriler sekonder metabolit olarak antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitumor ve
antiprotozoal gibi aktivite gosteren bilesikler iiretmektedirler. Genellikle tarim, ilag,
endiistri sanayisinde kullanilmaktadirlar. Yaklasik 14000 mikrobiyal bilesik;
antifungal, antibakteriyel ve antiprotozoal gibi antimikrobiyal aktivite
gostermektedir. Antibakteriyal olarak eritromisin, kanamisin, streptomisin; antifungal
olarak rapamisin, ascomisin, leptomisin; antitlimoral olarak zorbamisin, himastatin,
saptomisins, retamisin; antiprotozoal olarak kalafungin 6rnek olarak verilebilir

(Solanki ve ark., 2008).



Aktinomisetler proteaz, seliilaz, amilaz, kitinaz, jelatinaz ve lipaz gibi endiistriyel
enzimler gibi sekonder metabolit liretme yetenegine sahiptir (Bredholt ve ark., 2008).
Aktinomisetler tarafindan terapotik enzimler de tiretilmektedir. Bunlara Streptomyces
sp. tarafindan fretilen L-Asparaginaz (DeJong, 1972) ve Streptomyces
olivochromogenes tarafindan iiretilen L-Glutaminaz (Balagurunatha ve ark., 2010)
enzimleri 6rnek olarak verilebilir. Streptomyces tiirleri hiicre disi hidrolitik enzimler
iiretmektedirler. Urettikleri bu enzimlerle nisasta ve selilloz gibi ¢ok sayida

polisakkariti par¢alayabilmektedirler (Madigan ve Martinko, 2010).

1.2. Enzimlerin Genel Ozellikleri

“Enzim” terimi 1876 tarihinde Kuhne tarafindan kullamilmistir (Aehle, 2004).
Enzimler, aktivasyon enerjisini diislirerek metabolik reaksiyonlart hizlandiran
biyolojik katalizorlerdir. Katalizorler, kendilerini harcamadan reaksiyon hizin

degistiren kimyasal ajanlardir (Campbell ve Reece, 2008).

Enzim proteinlerinin primer, sekonder, tersiyer ve kuarterner yapilari katalitik
aktiviteleri icin esastir (Aehle, 2004). Enzimler substratlarina 6zgiildiir. Enzimin
etkiledigi reaktanta enzimin substrati denilmektedir. Enzimin 06zgiilligi aktif
bolgenin bicimi ve substratin bigimi arasindaki uyumdan kaynaklanmaktadir.
Substrat aktif bolgeye girdiginde substratin bi¢iminde bir miktar degisiklik
olusmaktadir ve bdylece substrati daha iyi kavramaktadir. Indiiklenmis uyum olarak
isimlendirilen bu sekil degisikligi aktif bolgedeki kimyasal gruplara kimyasal
tepkimeyi katalizleme yeteneklerini artirmis olmaktadir. Enzim molekiiliiniin sadece
belirli bir bolgesi substrata baglanmaktadir. Aktif bolge bag yapan katalitik grubu
kapsayan bir cep veya oluk goriinimiindeki bolge olarak ifade edilmektedir
(Campbell ve Reece, 2008).

Enzimlerin ¢ogu, aktivitesini tarif eden kelimeye veya substratin adina “-az” son eki
getirilerek  adlandirilmaktadir.  Enzimlerin ~ sistematik  adlandirilmast  Enzim
Komisyonu (EC) tarafindan belirlenen kurala gore yapilmaktadir. Enzim Komisyonu

(EC) tarafindan, her enzime dort rakamli kod numarasi verilerek katalizledikleri



reaksiyonlara gére siniflandirilmaktadir. Ik rakam, enzimin alti simifindan birini
(Tablo 1.1); ikincisi, enzimin alt sinifini; tiglincii rakam, ikinci alt grubunu; dordiincii
rakam ise enzimin alt-alt sinif igindeki seri numarasini ifade etmektedir. Tablo 1.1°de

enzimlerin siniflandirilmasi gosterilmektedir (Nelson ve Cox, 2008).

Tablo 1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi (Nelson ve Cox, 2008).
No Simf Katalizlenen tepkime tipi

Elektronlarin transferi (Hidril atomlar1 ve H

1 Oksidorediiktazlar iyonlar1)

Grup transfer tepkimeleri
2 Transferazlar

Hidroliz tepkimeleri (islevsel gruplarin suya

3 Hidrolazlar transferi)

Cift baglara gruplarin ilavesi ve gruplarin yer

4 Liyazlar degistirilmesiyle ¢ift baglarin olugmasi

Izomerik formlar1 olusturmak iizere molekiiller

5 [zomerazlar icine gruplarin transferi

ATP'nin  ayrilmasiyla eslesmis kondensasyon

] tepkimeleriyle C-C, C-S, C-O ve C-N baglarmin
6 Ligazlar
olusmasi

Hiicrenin fiziksel ve kimyasal gevresi enzim aktivitesini etkilemektedir. Enzimlerin
caligmasint  etkileyen faktorler sicaklik, enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu, substrat yiizeyi, pH degeri, su, inhibitorler ve aktivatorlerdir (Aehle,
2004; Campbell ve Reece, 2008).

Bazi enzimler sadece enzimin protein kismiyla, bazilar1 metal iyonuna, bazilar
protein olmayan organik bir bilesige ve bazilari ise hem metal iyonuna hem protein
olmayan organik bilesige gereksinim duyarak katalizlenmektedirler. Enzimlerin
protein kismina apoenzim, sahip olduklar1 iyon veya bilesiklerine kofaktor, organik
bilesikleri iceren enzimlere koenzim, koenzim apoenzimin birlikte oldugu yapiya

holoenzim denilmektedir. Enzim saflastirma islemlerinde genellikle enzimlerin



molekiil biiytikligii, ¢ozinirlik farkliliklari, elektriksel yiikleri ve adsorbsiyon
davraniglarindaki farkliliklarina gore gerceklesmektedir (Keha ve Kiifrevioglu,
2007). Saflastirilmis bir enzimin etki mekanizmasinin anlasilmasi substratlar,
kofaktorler, iirtinler ve diizenleyicilerin hepsinin tanimlanmasi gerekmektedir.
Enzim-bagiml reaksiyon ara tirtinlerindeki gegici olus sirasi; her bir ara iiriin ve her
bir gecis durumunun yapisi; ara irlinler arasindaki doniistim hizlari; her bir ara
iirlinle enzimin yapisal iligkisi; ara iiriin kompleksleri ve ge¢is durumlarina katkida
bulunan reaksiyona giren ve etkilesen biitiin gruplarin enerjisinin bilgisi gerekli
olmaktadir (Nelson ve Cox, 2005).

Binlerce yildir enzimler, peynir yapiminda, mayalanmada ve ekmek yapiminda sans
eseri kullanilmislardir. Enzimlerin varliginin anlasilmasiyla birlikte pisirme ve
mayalanma endiistrisinde hizlica kullanimi1 yayginlasmisti. Alman kimyager Otto
Rohm kd&pek diskisinda proteaz enziminin varligini belirlemistir. Digkinin yerine
hayvan organlarinda da benzer enzimlere rastlamistir. Domuz ve inek pankreasinin
bu enzimler igin daha giivenilir kaynak oldugunu saptamistir. Sadece hayvanlarda
degil bitkilerde de enzimlerin varlif1 ortaya ¢ikmustir. Papaya bitkisinden papain,
incirden fisin ve ananastan promelain gibi proteaz enzimleri izole edilmistir.
1950'lerin ortalarinda enzim teknolojisinin gelismesiyle mikrobiyal kaynaklardan
enzimler elde edilerek karakterizasyonlar1  yapilmigti.  Enzimler %90
mikroorganizmalardan, %6 hayvanlardan ve %4 bitkilerden tiretilmektedirler (Smith,
2004).

1.3. Proteazlarin Genel Ozellikleri

Proteazlar, proteinlerin peptit baglarimi hidrolize eden katalitik bir enzim grubudur.
Bu enzimler peptidazlar veya proteinazlar olarak da ifade edilmektedirler. Proteazlar
hidrolaz smifina ait biiyiik bir enzim grubu olusturmaktadirlar. Dogada her yerde
bulunurlar, hem fizyolojik hem de ticari agidan olduk¢a 6nem arz etmektedirler (Rani
ve ark.,, 2012). Proteazlar yiikksek pH, sicaklik ve tuzluluk gibi ¢esitli stres
ortamlarina karst tolerans gosterebilen enzimlerdir (Rathan ve Ambili, 2011).

Hayvan, bitki, fungi, viriis ve bakteriler proteaz kaynaklar1 olmak iizere genis bir



yayilim gostermektedir (Barrett ve McDonald, 1986). Tablo 1.2°de gosterildigi gibi
proteazlar gesitlerine gore dzellikleri de degisiklik gostermektedir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Proteazlarin 6zellikleri (Rao ve ark., 1998; Sumantha ve ark., 2006).

Ozellikler
Proteazlar Optimum pH Optimum
Molar kiitle arahigi sicaklik arah@
Q)
Aspartik proteaz 30-45 3-5 40-55
Sistein proteaz 34-35 2-3 40-55
Metallo proteaz 19-37 5-7 65-85
Serin proteaz 18-35 6-11 50-70

Proteazlar, bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumda kritik bir rol oynamaktadir:
protein katabolizmasi, kan pihtilagmas1 gibi siirecler, hiicre gelisimi ve gocii, doku
diizenlemesi, gelisimde morfogenez, iltithaplanma, tiimor biiylime ve metastaz,
zimojenlerin aktivasyonu, mebranlardan proteinlerin gegisi, Onciil proteinlerden
hormonlarin ve aktif peptidlerin ayrilmasi gibi tiim metabolik ve fizyolojik olaylarda

onemli gorevlere sahiptirler (Rao ve ark., 1998; Rani ve ark., 2012).

1.3.1. Proteazlarin Smmiflandirilmasi

Proteazlarin smiflandirilmasinda; katalize edilen reaksiyon, katalitik bdolgenin
kimyasal yapis1 ve yapisal olarak evrimsel iliskisi olmak iizere lic ana kriter
kullanilmaktadir.  Proteazlar Kkatalitik etkilerine gore endopeptidazlar ve
ekzopeptidazlar olmak tizere iki gruba ayrilir (Barrett, 1994). Endopeptidazlar serin,
sistein, aspartat ve metallo olarak 4 gruba ayrilmaktadir (Reed, 1993).
Ekzopeptidazlar ise aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir (Tablo 1.3).
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Tablo 1.3. Proteazlarin siniflandirilmasi (Rao ve ark., 1998).
PROTEAZLAR (PEPTIDAZLAR) EC No

Ekzopeptidazlar

Aminopeptidazlar 3.4.11
Dipeptidil peptidazlar 3.4.14
Tripeptidil peptidazlar 3.4.14

Karboksipeptidazlar 3.4.16-18
Serin tip proteaz 3.4.16
Metaloproteaz 3.4.17
Sistein tip proteaz 3.4.18

Endopeptidazlar 3.421-3.4.34
Serin proteaz 3.4.21
Sistein Proteaz 3.4.22
Aspartik proteaz 3.4.23
Metaloproteaz 3.4.24

Katalitik mekanizmasi bilinmeyen

endopeptidazlar 3.4.99

1.3.1.1. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar katalitik etkilerine gore dort gruba ayrilmaktadir: serin proteaz,

sistein proteaz, aspartat proteaz ve metallo proteazlar.

a. Serin proteaz

Genellikle notral ve alkali pH'larda aktivite gdsteren serin proteazlarin optimum
pH’lar1 7-11 arasinda degisiklik gostermektedir (Calik, 1998). Kimotripsin, tripsin ve
elastaz enzimleri serin proteaz 6zelligi tasimaktadir (Hedstrom, 2002). Kimotripsin,
peptit baglarmin hidrolitik parcalanmasini katalizleyen bir proteaz enzimidir. Bu
proteaz aromatik amino asit kalintilarina bitisik peptit baglarinin par¢alanmasina
Ozgiildiir (Nelson ve Cox, 2008). Serin proteazlar sindirim (tripsin, kimotripsin) dahil

olmak iizere immiin sistemde (kompleman B, C, D), kan pihtilagmas1 (faktor Vlla,
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[Xa, Xa, XIla) ve fibroliz (iirokinaz, plazmin) gibi hayati éneme sahip fizyolojik
stireclere katilmaktadirlar (Polgar, 2005).

b. Sistein proteaz

okside edici ajanlarla ve agir metal iyonlariyla rahatca inhibe edilebilmektedir.
Sistein proteaz kaynaklar1 bitkiler ve mikroorganizmalardir (Gerze, 2003). Bu
proteazlar notral pH’larda aktiftirler ancak lizozomal proteazlar gibi bazi proteazlar
asidik pH degerinde maksimum aktivite gostermektedir. Papain en iyi bilinen sistein

proteazdir (Rani ve ark., 2012).

c. Aspartat proteaz

Diistik pH araliginda aktiftirler. Bu 06zelliklerinden dolay1 asit proteazlar da
denilmektedir (Fersht, 1998). Pepsin, rennin, kimosin gibi proteazlari igermektedir
(Benes ve ark., 2008). Maksimum aktiviteyi disiik pH araligmmda (pH 3-4)
gostermektedir. Mikrobiyal aspartat proteaz iki gruba ayrilir: pepsin benzeri enzim ve
rennin benzeri enzimler. Pepsin benzeri enzimler Aspergillus, Penicillium, Rhizopus
ve Neurospora tarafindan; rennin benzeri enzimler Endothia ve Mucor tarafindan

iiretilmektedir (Rani ve ark., 2012).

d. Metallo proteaz

Metallo proteazlarin aktiviteleri icin ¢inko gereklidir. Bitki patojeni virlislerde
bulunmaktadir (Dougherty ve Semler, 1993). Genellikle nétr pH degerlerinde
aktiftirler (Fersht, 1998). Metallo proteazlar doku morfogenezi ve farklilagsmasinda
rol oynamaktadir. Ayrica kanser hastaliklarin tedavisinde kullanilabilmektedir.

Bakterilerden elde edilen termolizin metallo proteazlardandir (Rao ve ark., 1998).
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1.3.1.2. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar sadece polipeptid zincirinin ug¢ kistmlarimi hidroliz etmektedir. (Rao
ve ark., 1998). Ekzopeptidazlar aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlar olarak

gruplandirilmaktadir.

a. Aminopeptidazlar

Bitki ve hayvanlardan elde edilen aminopeptidazlar, amino ugtaki bolgeden bir
aminoasit kesimi yapmaktadir (Rao ve ark., 1998). Aminopeptidazlar mantarlarda ve
bakterilerde genis yayilim gostermektedirler. Genellikle hiicre i¢i enzimler oldugu
bilinse de Aspergillus oryzae tarafindan iiretilen hiicre dist aminopeptidaz oldugu
rapor edilmistir. pH 7,5 ile 10,5 arasinda optimum aktivite gostermektedirler (Rani
ve ark., 2012).

b. Karboksipeptidazlar

Karboksil wugtaki bolgeden tek ve son peptid bagimi hidroliz etmektedir.
Karboksipeptidazlar, aktif bolgelerine gore sistein karboksipeptidaz, serin
karboksipeptidaz ve metallo karboksipeptidaz olmak {izere {i¢ gruba ayrilmaktadir
(Rao ve ark., 1998).

1.3.2. Proteaz Kaynaklari

Proteazlar, canlilar i¢in metabolik olarak ihtiya¢ oldugundan Tablo 1.4’te gosterildigi
gibi bitkiler, hayvanlar, mikroorganizmalar gibi ¢ok ¢esitli kaynaklarda
bulunabilmektedirler (Tablo 1.4). Genetik miihendisligi proteazlardan daha fazla
yararlanmay1 hedeflemektedir. Bitkiler ve hayvanlardan ziyade avantajlarindan

dolay1 mikrobiyal proteazlar {izerine yogunlasilmaktadir (Rao ve ark., 1998).
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Tablo 1.4. Farkli kaynaklardan iiretilen proteazlar (Naveed ve ark., 2020).
Proteaz Kaynaklari

Hayvansal Bitkisel Mikrobiyal
Tripsin Promelian Endoproteinaz
Kimotripsin Papain Subtilizm
Enterokinaz Fisin Karboksipeptidaz
Elastaz Dipaz
Trombin Kollajenaz
Factor Xa Termolisin
Katepsin C Endoproteinaz
Katepsin D TVMYV proteaz
Pepsin TEV proteaz
DAPaz WNYV proteaz
Karboksipeptidaz Rhino virus 3C
Proteinaz K

1.3.2.1. Bitkisel Proteazlar

Bitkisel proteazlar, iklim kosullarinin biiylimeye etkisi ve tarim yapilacak arazinin
kosullar1 gibi birgok faktorden etkilenmektedirler. Papain, bromelain, keratinazlar ve
fisin bitki kaynakli iyi bilinen baz1 proteazlardir (Rao ve ark., 1998). Carica papaya
meyvelerinin lateksinden elde edilen papain, Bati ve Orta Afrika ile Hindistan'in
subtropikal bolgelerinde yetisen bir sistein proteazdir. Papain pH 5-9 arasi degerlerde
aktiftir ve substratlarin varliginda 80 veya 90 °C'ye kadar stabil kalmaktadir (Rani ve
ark., 2012). Ananasin suyundan ve sapindan elde edilen bromelain, bir sistein proteaz
olarak karakterize edilmektedir. pH 5-9 arasi degerlerde aktiftir ve inaktivasyon
sicakliglt 70 °C’dir. Keratinazlar sag1 bozan proteazlardir. Bunlar, sa¢ ve yliniin
sindirilmesi, lizin gibi temel amino asitlerin iiretimi ve atik su sistemlerinin
titkanmasmin engellenmesi gibi alanlarda kullanilmaktadirlar (Rao ve ark., 1998).
Fisin, Ficus carica agacinin lateksinden elde edilmektedir. Maksimum aktiviteyi 6,5-
8,5 araliginda gostermektedir. Jelatin eldesi i¢in kolajen hidrolizi ve et yumusatma

gibi 6zellikleriyle endiistride kullanilmaktadir (Silva-Lopez ve Gongalves, 2019).
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1.3.2.2. Hayvansal Proteazlar

Tripsin, Kimotripsin, pepsin ve rennin hayvansal kaynakli iyi bilinen bazi
proteazlardir. Bir serin proteaz olan tripsin, karboksil gruplarina lizin ve arginin
kalintilarint ihtiva eden peptid baglarini hidrolize etmektedir. Bocek zararlilarinin
biyolojik kontroliinde, bakteri besiyerinin hazirlanmasinda ve bazi 6zel tibbi
uygulamalarda tripsin kullanilmaktadir. Pepsin, iki hidrofobik amino asit arasindaki
peptit baglarinin hidrolizini katalizleyen bir aspartil proteazidir. pH 1-2 gibi oldukga
diisiik asidik degerlerde aktiftirler ve pH 6'nin {izerinde inaktif olmaktadir (Rani ve
ark., 2012).

1.3.2.3. Mikrobiyal Proteazlar

Mikroorganizmalar genis bir hiicre i¢i ve hiicre dis1 proteazlar igermektedir. Hiicre igi
proteazlar c¢esitli hiicresel ve metabolik siiregclerde olduk¢a Snemlidir. Hiicre disi
proteazlar protein hidrolizi i¢in 6nem arz etmektedir. Ayni zamanda ¢esitli
endiistriyel alanlarda protein pargalanmasina yardimci oldugundan dolayr daha

degerlidir (Rani ve ark., 2012).

Bitki ve hayvan kaynakli proteazlarin istenilen talepleri karsilayamamasi lizerine ilgi
mikrobiyal kaynakli proteazlarda toplanmistir. Biyoteknolojik uygulamalar igin
mikrobiyal kaynakli proteazlar istenilen tiim ozellikleri karsilamasi sebebiyle de
tercih edilmektedir. Mikroorganizmalar, genis biyokimyasal ¢esitlilikleri ve genetik
manipiilasyona yatkinliklar1 nedeniyle enzim kaynagi olarak kullanilmaktadir (Rao
ve ark., 1998; Gupta ve ark., 2002a). Ayni zamanda bu enzimler Katalitik
aktivitelerinin yliksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha kararli ve
daha ucuz olmalari, biliyiik boyutlarda ve yiiksek saflikta elde edilmesi gibi

avantajlara sahiptir (Wiseman, 1987).
Cesitli virtislerde serin peptidazlari, aspartik peptidazlar1 ve sistein peptidazlari

bulunmaktadir (Rawlings ve Barrett, 1993). Viriis kodlu peptidazlarin timi
endopeptidazlardir. Arastirmalarda, AIDS ile miicadele edebilecek giiglii inhibitorler
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tasarlamak i¢in viral proteazlarin {i¢ boyutlu yapis1 ve bunlarin sentetik inhibitorlerle

etkilesimleri ilgi ¢cekmektedir (Rao ve ark., 1998).

Mantarlar, oldukga fazla ¢esitlilikte enzimler iiretmektedirler. Mantar proteazlari, pH
4-11 gibi genis bir pH araliginda aktiftirler ve genis substrat spesifikligine sahiptirler.
Fungal asit proteazlari, pH 4,0-4,5 arasinda aktiftir ve pH 2,5-6,0 arasinda stabildir.
Dar pH degerleri arasinda aktif olmalarindan ve sicaklik Ozelliklerinden dolay1
peynir yapimi endiistrisinde kullanilmaktadir. Fungal notr proteazlar, pH 7'de aktif
olan metaloproteazlardir. Bu proteazlar, gida proteini hidrolizatlarinin aciligim
azaltmada ve bitki, hayvan ve bakteriyel proteazlarin etkisini tamamlamaktadir.
Ayrica fungal alkali proteazlar gida proteini modifikasyonunda da kullanilmaktadir
(Rao ve ark., 1998).

1.3.3. Alkali Proteazlarin Genel Ozellikleri

Alkali proteazlar, notralden alkali pH araligmma kadar aktif olan ve cesitli
mikroorganizmalardan izole edilebilen proteazlardir. Genellikle pH 9-11 degerleri
arasinda optimal aktivite gostermektedirler. Genellikle 50-70 °C sicaklik degerlerinde
aktiftirler. Genellikle molekiil kiitlesi 15-30 kDa arasinda degismektedirler. Ca?*,
Mg?* ve Mn?* gibi divalent metallere gereksinim duymaktadirlar ve bu metallerin
varliginda maksimum aktivite gostermektedirler (Kumar ve Takagi, 1999; Sharma ve
ark., 2019).

Alkali proteazlar, deterjanlarda, gidalarda ve diger cesitli uygulamalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde alkali proteazlar olduk¢a 6nemli bir rol
oynamaktadir (Sharma ve ark., 2019). Deterjan endiistrisinde en ¢ok alkali pH
araligindaki serin proteazlar kullanilmaktadir (Gupta ve ark., 2002b).

Genellikle asit proteazlar mantarlardan, notral proteazlar bitkilerden elde edilirken
alkali proteazlar bakterilerden elde edilmektedir. Hem asidik hem de notr
proteazlarin mantarlardan ve bitkilerden izolasyonu kolay ve ekonomik degildir.

Bakteri tiirlerinden elde edilen proteazlar ise maliyetinin ekonomik olmasi,
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tiretiminin kolay olmasi, genetik manipiilasyona uygun olmasi, izolasyonunun kolay
olmasi ve sinirli alanin yeterli olmasi gibi avantajlartyla endiistrilerde kullanim

acisindan ilgi odagi haline gelmektedir (Razzaq ve ark., 2019).

1.3.4. Proteazlarin Kullanim Alanlari

Proteazlar hem fizyolojik hem ticari a¢idan ¢ok 6nemlidir. Proteazlar deterjan, deri,
gida, ilag sanayi gibi bir¢ok alanda kullanilan degerli bir enzim grubudur (Rao ve
ark., 1998).

Genetik miihendisleri genleri istenilen {irliniin {retilmesi {izerine c¢aligmalarin
stirdiirmektedir. Bunun igin endiistriyel alaninda bakteriyel enzimlerin iiretimi de

mevcuttur (Hogdson, 1994).

Gida endiistrisinde olduk¢a yaygin olarak proteaz kullanilmaktadir. Siitten peynir
iiretimi sirasinda, proteaz kappa kazeinine ilave edilerek topaklanmay1 6nlemektedir.
Besin degeri yiiksek protein hidrolizat preparasyonu, mikrobiyal alkali proteazlarin
ilavesiyle gerceklestirilmektedir. Bu hidrolizatin hazirlanmasiyla bebek mamasi
formiilasyonu, alkolsiiz iceceklerin ve meyve sularmin giiglendirilmesinde
kullanilmaktadir. Biyoaktif peptitler, ¢esitli farmasotik ila¢ olusumlarinda ve stresli
cevre kosullar1 altinda potansiyel molekiiller olarak 6nemli bir rol oynamaktadir.
(Ray, 2012; Singhal ve ark., 2012; Motyan ve ark., 2013; Singh ve ark., 2016). Gida
endistrisinde  kullanilan proteaz enzimleri undaki proteinler {izerinde etki
gostermektedir. Boylece unun yogurulmasinda yasanan giigliige ¢6ziim olmaktadir.
Biskiivi, gofret gibi unlu gidalarda kirllganligi arttirmaktadir (Suhartati ve ark.,
2008).

Deterjan endiistrisinde proteaz, 1913°’de Rohm tarafindan pankreatik ekstraktlarin
kullanimiyla baslamistir (Wiseman, 1987). Proteazlar, deterjan endiistrisinde ticari
boyutta olduk¢a Oneme sahiptir. Deterjan endiistrisinde proteaz kullanimi ev tipi
camagsir yikama, kontak lenslerin temizlenmesi veya protezlerin temizlenmesi igin

kullanilmaktadir. Toplam enzim satisinda deterjanlarda proteaz kullanimi % 20'dir
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(Razzaq ve ark., 2019). Yikama performansini arttirmak i¢in en ideal proteaz
seciminde olmas1 gereken kriterler: yikama sirasinda farkli sicaklik ve pH
degerlerinde yiiksek aktivite gdstermesi ve stabil kalmasi, deterjan bilesenleri ve
iyonik kuvvet ile uyumlulugu, lekeyi ¢ikarabilmesi, deterjan soliisyonun pH degeri

ile izoelektrik noktalarinin uyumlu olmasi ve enzimin EDTA’ya kars1 stabil olmasidir

(Gupta ve ark., 2002b; Rai ve Mukherjee, 2009).

Bacillus subtilis, Streptomyces avermectnus ve Conidiobolus coronatus tarafindan
tiretilen proteazlar, X-ray filmlerinden giimiisii basarili bir sekilde geri
kazandirmaktadir ve ¢evre dostu olmasiyla dikkatleri gekmektedir (Godfrey ve West,
1996; Wolff ve ark., 1996; Yang ve ark., 2000a).

Kimya endistrisinde su sistemindeki bazi alkali proteaz iireten Bacillus ve
Streptomyces tiirleri peptit ve organik sentez i¢in aktif adaylardir (Masui ve ark.,
2004; Jadhav ve Hocheng, 2012; Yadav ve ark., 2015).

Deri endiistrisinde elastolitik ve keratinolitik aktivitelerinden dolay1 alkali proteaz
tercih edilmektedir. Alkali proteaz derinin hazirlanmasinda rol oynamaktadir.
Istenmeyen pigmentler enzimlerle imha edilerek temiz derilerin iiretilmesine

yardimer olmaktadir (Takami ve ark., 1992; Brandelli ve ark., 2010).

Bilim insanlar1 tarafindan tip alaninda proteazlar genis Olc¢lide kullanilmaktadir.
Proteazlar, tipta, gazli bez, dokunmamis dokular ve alkali proteazlar1 igeren merhem
bilesimi gibi farkli formiiller kullanilarak umut verici bir terapotik ozellik

gostermektedir (Sen ve ark., 2011; Anbu, 2013; Awad ve ark., 2013).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Al-Dhabi ve arkadaslar1 tarafindan Suudi Arabistan topraklarindan izole ettikleri
Streptomyces sp. Al-Dhabi-49 ile proteaz ve lipaz tizerine ¢alisma yapilmistir. Bu
calismada proteazin pH 9’da ve 40 °C'de, lipaz enziminin ise pH 8’de ve 35 °C’de
maksimum aktivite gosterdigi saptanmistir. Proteaz iiretiminde Ca®*, lipaz
iiretiminde Mg?* ilave edilerek fermantasyon ortaminda iiretimin artirildigi tespit

edilmistir (Al-Dhabi ve ark., 2019).

De Azaredo ve arkadaslar tarafindan Brezilya Cerrado'dan izole edilen Streptomyces
sp. 594'iin proteaz iiretimi {izerine arastirma yapilmstir. Istatiksel deney tasarimi
kullanilarak diisiik maliyetli besiyeriyle optimize edilmesiyle maksimuma ¢ikarildig:
sonucuna varilmistir. Sonugta proteaz enzim aktivitesi arttirilmistir (De Azaredo,
2013).

Xu ve arkadaglar1 tarafindan Antartik denizden izole edilen Streptomyces sp. XE-1'in
proteaz iiretimi lizerine aragtirma yapilmistir. XE-1'e morfolojik, biyokimyasal ve
molekiiler olarak yapilan ¢aligmalar sonucu Streptomyces tiirii oldugu belirlenmistir.
Bir ¢oziicii, deterjan ve oksitleyici ajan olarak serin proteazinin XE-1 tarafindan
tiretildigi tespit edilmistir ve karakterize edilmistir. Bu enzimin pH 5-10 arasinda
stabil kaldigi, optimum pH" 8,2, optimal sicakligi da 55 °C oldugu saptanmustir.
Hidrofilik organik bir ¢6ziicii, agartma maddelerinde (hidrojen peroksit gibi) aktif ve
kararli, denaturan ajanlarda (iire ve guanidin hidrokloriir gibi) stabil oldugu kanaatine

varilmistir (Xu ve ark., 2015).

Thumar ve Singh tarafindan alkali proteazin organik ¢6ziicii toleransi iizerine ¢alisma

yapilmistir. Tuza toleransli bir alkalifilik aktinomiset olan Mit-1, Hindistan'in sahil
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bolgesi Mithapur'un Gucerat eyaletinden izole edilmistir. Streptomyces sp. % 15'e
kadar tuzda ve pH 11'de biiyiiyebildigi tespit edilmistir. % 5 tuz oraninda ve pH 9'da
optimum olarak biylidiigii sonucuna varilmistir. Ksilen, etanol, aseton, butanol,
benzen gibi bir dizi organik ¢6ziicii varliginda alkali proteazi tolere edebildigi ve
tiretebildigi; etanol ve benzenin enzimin katalizini olumsuz etkiledigi saptanmistir

(Thumar ve Singh, 2009).

Boominadhan ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada farkli kaynaklardan Bacillus
izolatlar1 izole edilmistir. izole edilen izolatlarin proteaz iiretimini gelistirmek igin
optimum biiylime kosullar1 incelenmistir. Bu ¢alismada Bacillus subtilis, Bacillus
amyloliquefaciens, Bacillus megaterium ve Bacillus licheniformis izolatlar
kullanilmigtir. Farkli kaynaklardan elde edilen dort Bacillus izolatinin da glukozu iyi
bir karbon kaynagi olarak kullandigi saptanmistir. Ayrica Bacillus licheniformis
izolatinin proteaz liretimi i¢in en iyi karbon kaynaginin nisasta oldugu saptanmustur.
Tiim testlerde sigir eti ekstratinin da iyi bir azot kaynagi oldugu belirlenmistir. Tiim
izolatlar icin optimum sicakligi 50 °C ve optimum pH’1 8 olarak bulunmustur. Soya

keki ise iyi bir enzim subtrat1 oldugu tespit edilmistir (Boominadhan ve ark., 2009).

Yum ve arkadaslar1 tarafindan, bir Streptomyces tiiriinden izole edilen alkali serin
proteazi saflastirilarak karakterizasyonu arastirilmistir. Bu ¢alismada Streptomyces
sp. YSA-130 izolat1 kullanilmistir. SDS-PAGE ve jel filtrasyonlart kullanilarak
molekiill agirhgr  Olgiilerek 19  kDa oldugu saptanmistir. Amino  asit
konsantrasyonlarina bakilarak glisin, serin, treonin ve valin amino asitlerinin yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu belirlenmistir. Amino ucundaki 15 amino asitlik
diziliminde diger bazi bakterilerin proteaz homolojileri karsilastiriimistir. Sicaklik ve
pH degerlerine bakildigi zaman optimum sicakligin 60 °C ve optimum pH’min 11,5
oldugu, 50 °C’de ve pH 11-14 arasinda stabil kaldig1 saptanmistir. Metal iyonlarinin
proteaza etkisini incelediklerinde Ag*, Hg?*, Co®" gibi metal iyonlarmin giilii bir
sekilde proteazi inhibe ettigi anlasilmistir. Kimyasallarin proteaz iizerine etkisini
arastirdiklarinda DFP, NEM, PMSF ve fenilglioksal kimyasallarinin bu enzimi giiclii
bir sekilde inhibe ettigi anlagilmistir (Yum ve ark., 1994).
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Suthindhiran ve arkadaslari, alkali proteaz iireten halofilik tiir Actinopolyspora sp.
VITSDK2, Giiney Hindistan'daki deniz tuzundan izole edip ¢alisma yapmislardir.
Proteaz, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve ardindan DEAE (dietilethanolamin) seliiloz
kolon kromatografisi kullanilarak HLPC (yiiksek performas sivi kromotografi) ile
daha fazla saflastirilmistir. Proteazin SDS-PAGE analizi sonucu 22 kDa molekiiler
agirhiginda oldugu saptanmistir. Saflagtirilan proteazin optimum pH 10°da aktif
oldugu ve pH 4-12 arasinda stabil kaldigi belirlenmistir. Sicaklik degerlerine
bakildig1 zaman optimum sicakligi 60 °C oldugu 25-80 °C arasinda stabil kaldig1
saptanmigtir. Enzim aktivitesi, Mn?*, Mg* ve Ca®** varliginda artarken Cu?
varliginda azaldigi sonucuna varilmistir. Serin proteaz oldugunu tahmin ederek
PMSF ve DFP varliginda aktivitenin inhibe oldugu ve kimotripsin benzeri serin
proteaz oldugunu diistinerek N-tosil-L-lizin klorometil keton varliginda ortadan
kalktig1 tespit edilmistir (Suthindhiran ve ark., 2014).

Rao ve arkadaslari, Bacillus circulans’dan izole etikleri ve saflastirdiklar1 alkali
proteazin deterjan ve deri endiistrisinde, ¢evre dostu ve dayanikliligin1 géstermek
amaciyla c¢alismislardir. Saflagtirilan enzimin molekiiler agirhiginin SDS-PAGE
kullanilarak 39,5 kDa oldugu tespit edilmistir. Enzimin optimum pH’1 11 ve
optimum sicaklig1 ise 70 °C olarak saptanmistir. Km degerini 0,597 mg ml?, Vmax
degerini 13825 pmol.min* olarak hesaplanmistir. Metal testinde Ca?*, Mg?*, Mn?* ve
Na® metallerinin enzim aktivitesini arttirdigi tespit edilmistir. % 1 Triton-X-100
varliginda % 15 ve Tween-20 varliginda % 20 aktivitesini arttirdigi, % 1 SDS
varliginda aktivitesinin % 75’ini muhafaza ettigi ve % 1 H20: varliginda inhibe ettigi
saptanmustir. Kimyasal kullanmadan ve lifli proteinleri hidrolize etmeden hayvan
postu i¢in leke ¢ikarma ve tily giderme 6zelligi oldugu belirlenmistir. Boylece deri
isleme endiistrisinde ¢evre dostu ve kaliteli {irlin iiretimi i¢in iyi bir uygulama
potansiyeli gosterdigi sonucuna varilmistir. Kan lekesi verilerinin stabilitesi (pH,
sicaklik ve ylizey aktif maddeler) ve hidrolizi, deterjan endiistrilerindeki dnemini de

ortaya koydugu bildirilmistir.

Yapilan bir ¢alismada Bacillus subtilis bakterisinden izole edilen proteaz enziminin

saflagtirilmasi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile Sefadeks G-200 jel filtrasyon
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kromatografisi kullanilmis ve enzim karakterize edilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda
proteazin optimum substrat yogunlugunun % 0,5; optimum pH degerinin 7; optimum
inkiibasyon siiresinin 30 saat; optimum inkiibasyon sicakliginin 30 °C; en iyi
tamponunun fosfat tamponu; en iyi karbon kaynaginin laktoz; en iyi nitrojen
kaynaginin (NH4)2SO4 oldugu sonucuna varilmigtir. Proteaz liretiminde ise en iyi

amino asitin valin oldugu tespit edilmistir (EI-Safey ve Abdul-Raouf, 2004).

Diger bir calismada; Bangalore'den dort farkli toprak ornekleri toplanmis ve bu
orneklerden bakteri izolasyonu yapilarak proteaz tireten bakteri suslari
belirlenmistir. Yagsiz siit agarda proteaz iireten izolatlar1 secilmistir. Yapilan testler
sonucunda bu bakterilerin proteaz iireten Bacillus subtilis bakterisi oldugu sonucuna
varilmistir. Enzim iretiminde bakterinin optimum biiyiime sicakhigi 37 °C ve
optimum biiyiime pH degerinin 8 oldugu belirlenmistir. Proteaza amonyum siilfat
coktiirmesi, diyaliz ve Kolon kromatografisi yontemleri uygulanarak saflastirma

gerceklestirilmistir (Das ve Prasad, 2010).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Bakteri

Bu tez calismasinda FEN-BAP-A-140316-52 nolu proje tarafindan desteklenen
“Ulva lactuca Kompostundan izole Edilen Aktinomisetlerin Biyolojik Aktivitelerinin
Arastirilmast” bashikli tez ¢alismasinda elde edilen aktinomiset BSU-9 susu
kullanildi (Y1ildirim, 2018).

3.1.2. Cihazlar

Bu ¢alismada; buzdolab1 (BEKO), calkalamali inkiibator (Julabo SW22), etiiv (Niive,
EN120), giic kaynag1 (JUNY1), dikey jel elektroforez, termoplate (WiseTherm HB-
960), Isitici-Manyetik karistirici (Heidolp), otoklav (Zealway GR85DR), pH metre
(Hanna HI12211), santrifiij (Sigma 1-14), sogutmali santrifiij (Sartorius),
spektrofotometre (MAPADA UV-6100), Vortex (Heidolp) ve -80 °C Dondurucu
(DAIHAN) cihazlar1 kullanild.

3.1.3. Kimyasallar

Calismada akrilamid (merck), APS (merck), aseton (carloerba), asetik asit
(carloerba), asetonitril (panreac), amonyum persiilfat (merck), etanol (smyras),
izopropanol (panreac), metanol (sigma), amonyum siilfat (merck), bacteriological
agar (multicell), Pepton (merck), CaCl, (merck), comassie brillant blue G-250
(merk), coomassie brillant blue R-250 (merck), CuSO4.5H.0 (sigma-aldrich), D-
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glukoz (sigma), DTT (acros), EDTA (sigma), FeSO4.7H.O (merck), gliserol
(carloerba), glisin (carloerba), H.O> (sigma-aldrich), HCI (merck), kazein (sigma),
KH2POyg (carloerba), L-tirozin (sigma), MgSOa4.7H20 (merck), MnCl; (acros), NaOH
(merck), PMSF (across), protein marker (promega), SDS (merck), TCA (sigma),
TEMED (merk), Tris Base (merk), Triton X-100 (merck), Tween 20(merk), Tween-
80 (sigma), maya ekstrakti (merck) ve ZnSQO4.7H20 (merck) kimyasallari kullanildi.

3.1.4. Kullanilan Besiyerler, Substratlar ve Soliisyonlar
Calismada aktinomiset BSU-9 izolatin1 canlandirmak i¢in Nisasta-Kazein agar
besiyeri kullanildi (Jeffrey, 2008). Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziilerek,

otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda, 121°C’de, 15 dakika siire ile steril edildi.

Nisasta-Kazein besiyeri (Litre)

— (Coziiniir nisasta 10,0¢g
— Kagzein hidrolaz 0,3¢

— KNO3 209

— NaCl 204g

— KzHPO4 2,09

—  MgS04.7H,0 0,05 g
— FeS04.7H,0 0,01g
— Agar 18,049
— Safsu 1000 ml

Petinate ve arkadaslart (1999) tarafindan belirlenen gliserol-peptone-tuz besiyeri
modifiye edilerek hazirlandi ve bu besiyeri deneylerde aktinomiset BSU-9

izolatindan proteaz liretmek i¢in kullanildu.

Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziilerek, otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda,

121°C’de, 15 dakika sture ile steril edildi.
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Gliserol-peptone-tuz besiyeri (Litre)

— Peptone 459

— KCI 0,3¢g

— MgSO4 0,59

— KoHPO4 29

— 1 ml eser element solusyonu:
CuS04.5H20 1 mg/ml
MnS0O4.7H20 1 mg/ml
ZnS04.7H0 1 mg/ml
CaCl2.2H:0 1 mg/ml

Substrat soliisyonu: Proteaz aktivitesinin kantitatif dl¢limii icin 0,65 g kazein 100

ml uygun tamponda sicaklik yardimiyla ¢oziilerek substrat soliisyonu hazirlandi.

Akrilamid soliisyonu: 29,2 g akrilamid ve 0,8 g bisakrilamid ¢oziilerek distile su ile
100 ml’ye tamamlandi (Bollag ve ark., 1996).

Amonyum persiilfat: SDS-PAGE sisteminde ayirict ve yiikleme jelin
hazirlanmasinda kullanilmak tizere 0,1 g amonyum persiilfat 1 ml distile su iginde

¢oziildi (Bollag ve ark., 1996).

Tris-HCI 1 M, pH 6,8: SDS-PAGE sisteminde yiikleme jelin hazirlanmasinda
kullanilmak tizere Tris-HCI 1 M, pH 6,8 hazirlamak ig¢in 60 g Tris Base 500 ml
distile su ile ¢ozdiirtiliir ve pH HCl ile 6,8 e ayarland.

Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8: SDS-PAGE sisteminde ayirict jelin hazirlanmasinda
kullanilmak tizere 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 91 g Tris Base 500 ml distile su ile
¢ozdiiriiliir ve pH HCl ile 8,8’e ayarlandi.

Elektroforez Tamponu: Tris 4,5 g, Glisin 21,16 g, SDS 15 ml (%10) ve dH>O 1000
ml ile hazirland1 (Bollag ve ark, 1996).
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Ornek yiikleme tamponu: SDS-PAGE sistemine yiiklenecek olan protein
orneklerinin hazirlanmasinda kullanilmak iizere 6rnek yiikleme tamponu (62,5 mM
Tris (pH 6,8), % 2 SDS, %5 B-merkaptoetanol, % 10 Gliserol ve % 0,002 Bromfenol
mavisi) hazirland1 (Zhang ve ark., 2009).

Coomassie Brillant Blue R-250: Jeli boyamak i¢in Coomassie Brillant Blue R-250
% 0,25, metanol % 40 ve asetik asit % 10 olacak sekilde hazirlandi.

Boya giderme soliisyonu: Boya giderme soliisyonu % 50 metanol ve % 10 glasial

asetik asit olacak sekilde hazirlandi.

Fiksatif soliisyon: Fiksasyon i¢in % 5 metanol ve % 7 glasial asetik hazirlandi.

Triton-X100: SDS’i uzaklastirmak i¢in % 2.5 Triton-X100 hazirlandi (Bockle ve
ark., 1995).

Tris-HCI 50 mM, pH 8: Tris-HCI 50 mM, pH 8 tamponu hazirlamak i¢in 0,6 g Tris
distile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve pH HCl ile 8 ayarlandi.

Glisin-NaOH 50 mM, pH 9-13: Glisin-NaOH 50 mM, pH 9-13 tamponlari
hazirlamak igin 0,375 gram glisin distile su ile 100 ml’ye tamamland1 ve NaOH ile
istenilen pH’a ayarlandi.

DTT: 100 mM DTT distile su ile hazirland.

PMSF: 100 mM PMSF izopropanol ile hazirlandi.

EDTA:100 mM EDTA distile su ile hazirland.

TCA: Proteaz aktivite calismalarinda kullanilmak tizere 110 mM TCA hazirlandi.

Na2COs: Proteaz aktivite aktivite ¢alismalarinda kullanilmak tizere 0,5 M Na,COs
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hazirlandi.

Folin-Ciocalteu fenol soliisyonu: Proteaz aktivite aktivite c¢alismalarinda

kullanilmak tizere 1:1 oraninda Folin-Ciocalteu fenol soliisyonu hazirlandi.
Metaller: Deneylerde kullanilmak iizere 100 mM stok metal ¢ozeltileri hazirlandi.

3.2. Yontem

Aktinomiset BSU-9 izolatindan proteaz enzimi iiretilerek karakterizasyon ¢alismalari
yapildi. Gliserol i¢inde -80 °C’de stokta bulunan aktinomiset BSU-9 susu nisasta
kazein besiyerine ekildi ve 30 °C’de, 150 rpm’de, 3 giin ¢alkalamali inkiibatorde

inkiibe edilerek canlandirildi.
3.2.1. Proteaz Aktivitesinin Kantitatif Olarak Belirlenmesi

Cupp-Enyard (2008)’1n gelistirdigi metot modifiye edilerek aktivite ¢alismalarinda
kullanildi. Bu yontemde 0,1 ml ham enzim ile 0,5 ml Tris HC1 (pH 8, 50 mM)
tamponunda % 0,65 kazein igeren substrat soliisyonu ile karistirildi. Karisim 60
°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 110 mM TCA’dan 0,5 ml ilave
edilerek reaksiyon durduruldu ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra
karigim 8000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrast 0,5 ml siipernatant
cam deney tiiplerine alind1 ve tizerine 0,5 M Na2COsz’dan 1,25 ml eklendi ve
karistirildi. Daha sonra iizerine 0,25 ml Folin-Ciocalteu’nun fenol (1:1 oraninda
seyreltilmis) ilave edilerek 30 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Olusan
mavi renk 660 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢iildii.

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda (3.1)’de verilen formiilden ve hazirlanan tirozin

standart grafiginden yararlanildi.

(3.1)

/ ml = (Salian pmol tirozin es degeri) X (Reaksiyonun toplam hacmi) X (Seyreltme faktorii)

(Reaksiyondaki 6rnek hacmi) X (Reaksiyon siiresi)
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Bir {inite proteaz aktivitesi (U), 65 °C’de, pH 11°de ger¢eklesen hidroliz reaksiyonu
sonucu enzimin substrattan bir dakikada agiga cikarttigi tirozinin umol cinsinden

miktar1 olarak ifade edilmektedir.

3.2.2. Tirozin Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Proteaz aktivitesinin hesaplanmasinda; tirozin standart egrisinin olusturulmasi
amaciyla Glisin NaOH (pH 11, 50 mM) tamponu ile 1,1 mM L- tirozin
konsantrasyonuna sahip stok ¢o6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 0,05,
0,1, 0,2, 0,4 ve 0,5 uM olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda érnekler alinarak
tizerine 0,5 M Na2COs’dan 1,25 ml eklendi ve karistirildi. Daha sonra 0,25 ml Folin-
Ciocalteu’'nun fenol (1:1 oraninda seyreltilmis) ilave edilereck 30 dakika oda
sicakliginda karanlikta bekletildi. Olusan mavi renk 660 nm dalga boyunda
spektrofotometrede Olgiildii. Elde edilen absorbans degerlerine karst tirozin

konsantrasyon egrisi ¢izilerek elde edilen grafigin egimi hesaplandi.

3.2.3. Enzim Uretimi

Aktinomiset BSU-9 susundan elde edillen proteazin o6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla ilk olarak enzim tiretimi yapildi. Bu amagla, proteaz iiretimi i¢in ilk olarak
50 ml falkon tiipii igerisinde 10 ml olarak hazirlanmis proteaz besiyerine BSU-9
susundan ekim yapildi ve falkon tiipleri 30 °C’de 150 rpm’de 3 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 bu kiiltiirden % 3 olacak sekilde 200 ml taze proteaz besiyerisi
bulunan bir litrelik erlen igerisine inokiilasyon yapildi ve 30 °C’de 150 rpm’de 3 giin
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant ham enzim olarak adlandirildi ve deneylerde
kullanildi. Ayrica elde edilen bu enzimin kismi olarak saflastirilmasi yapilarak
molekiil agirhiginin belirlenmesi i¢cin SDS-PAGE ve zimogram analizleri de

gerceklestirildi.
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3.3. Enzimin Karakterizasyonu

3.3.1. Optimum pH ve Sicaklik Belirlenmesi

Proteazin optimum pH degerinin belirlenmesi amaciyla, pH 8 i¢in 50 mM Tris-HCI
tamponu, pH 9 ve 13 i¢in 50 mM Glisin-NaOH tamponlarinda % 0,65’lik (w/v)
konsantrasyonda kazein substrati hazirlandi. Enzim aktivite ¢alismalari 60 °C'de

yapildi. Negatif kontrolde enzim yerine saf su kullanildi.

Proteazin sicaklik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla; enzim uygun tampon ile
hazirlanan % 0,65°1ik (w/v) kazein substrati ile 30-100 °C’de degisen sicakliklarda
15 dakika inkiibe edildi ve enzim aktivitesi ol¢tildii. Negatif kontrolde enzim yerine

saf su kullanildi. Aktivite ¢calismasi boliim 3.2.1°de belirtildigi gibi yapilda.

En yiiksek proteaz aktivitesinin goriildiigii pH ve sicaklik degerleri 100 olarak kabul
edildi ve enzim aktiviteleri oransal olarak kalan aktivite olarak belirlendi. Daha
sonraki calismalarda, yiiksek proteaz aktivitesinin goriildiigii pH ve sicaklik degerleri

kullanildi.

3.3.2. pH ve Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi

pH stabilitesinin belirlenmesi igin enzim 1:1 oraninda uygun tampon ile karistirild.
Bu karigim oda sicakliginda 60 dakika, 55 ve 65 °C’de 60 dakika ile +4 °C’de 24
saat 6n inkiibasyona birakildi. Enzimin aktivite ¢alismalar1 boliim 3.2.1°de anlatilan
yontem kullanilarak optimum sicaklik degerinde hesaplandi. Pozitif kontrolde 6n

inkiibasyona birakilmamis enzim, negatif kontrolde saf su ve tampon kullanildu.

Sicaklik stabilitesinin belirlenmesi amaciyla ham enzimin yiiksek aktivite gdsteren
sicakliklardaki ham enzim 15, 30, 45, 60, 75 ve 90 dakika 6n inkiibasyona birakildi.
On inkiibasyon sonrasi optimum aktivite sicakliginda aktivite ol¢iimii yapildi.
Negatif kontrolde enzim vyerine saf su, pozitif kontrolde 6n inkiibasyona

birakilmamis ham enzim kullanildi. Aktivite calismalari bolim 3.2.1°deki yonteme
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gore yapildi. On inkiibasyona tabi tutulmayan proteazin aktivitesi 100 olarak kabul
edildi ve muamele goérmiis enzimlerin aktiviteleri oransal olarak kalan aktivite olarak

belirlendi.

3.3.3. inhibitorlerin Proteaz Uzerine Etkisi

Proteazin Kkatalitik etkisini gosterdigi aktif bolgesinin belirlenmesi igin enzim
orneklerinin son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde DTT, EDTA ve PMSF’nin
proteaz inhibitorleri ilave edilerek bir saat oda sicakliginda 6n inkiibasyona maruz

birakildi. Aktivite ¢alismalar1 boliim 3.2.1°deki gibi yapildi.

Kontrol olarak muamele gérmeyen proteaza ait aktivite 100 olarak kabul edildi ve
muamele gormiis enzimlerin aktiviteleri oransal olarak kalan aktivite olarak

hesaplandi.

3.3.4. Metal Iyonlarimin Proteaz Uzerine Etkisi

Metal iyonlarinin proteaza etkisinin belirlenmesi igin enzim Orneklerinin son
konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde CaClz, CuCl,, MnClz, MgCl,, NaCl, HgCl> ve
ZnCly metal iyonlar1 ilave edilerek oda sicakliginda, 65 °C’de bir saat on

inkiibasyona birakildi. Aktivite ¢alismasi boliim 3.2.1°de belirtildigi yapildi.

Kor, metal iyonu ve saf su ile hazirlandi. Metal ile muamele edilmemis enziminin
aktivitesi 100 olarak kabul edildi, muamele edilen enzimlerin aktivitesi oransal

olarak kalan aktivite olarak hesaplandi.

3.3.5. Organik Céoziiciilerin Proteaz Uzerine Etkisi

Proteaz lizerine organik ¢oziiciilerin etkisinin belirlenmesi amaciyla 2-propanol,
aseton, etanol, DMSO ve metanol ¢oziiciilerinin proteaz ile % 10 oraninda olacak
sekilde muamele edildi ve bir saat oda sicakliginda 6n inkiibasyona maruz birakildi.

Kor her bir ¢oziicii i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi ve kontrolde enzim ile saf su kullanild.
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Aktivite ¢alismast bolim 3.2.1°de belirtilen sekilde yapildi. Organik ¢oziiciiler ile
muamele edilmemis enzim Orneginin aktivitesi 100 olarak kabul edildi, muamele

edilen 6rneklerin aktivitesi oransal olarak kalan aktivite olarak hesaplandi.

3.3.6. Hidrojen Peroksit, Deterjan ve Denatiiranlarin Proteaz Uzerine Etkisi

Proteaz lizerine hidrojen peroksit, deterjan ve denatiiranlarin etkilerinin belirlenmesi
amaciyla enzim soliisyonuna son konsantrasyon % 1 (v/v) olacak sekilde Tween 20,
Tween-80, Triton X-100 ve SDS ile % 5 olacak sekilde H20- ile karistirilarak oda
sicakliginda, 65 °C’de 1 saat 6n inkiibasyona maruz birakildi. Kor hidrojen peroksit,
deterjan ve danatiiranlar i¢in ayr1 ayr1 hazirlandi. Aktivite calismasi boliim 3.2.1°de

belirtildigi gibi yapildi.

Deterjan, denatiiran ve hidrojen peroksit ile muamele edilmemis enzimin aktivitesi
100 olarak kabul edildi, muamele edilen enzimlerin aktivitesi oransal olarak kalan

aktivite olarak hesaplandi.

3.4. Proteazin Saflastirilmasi

BSU-9 susu 30 °C’de 150 rpm’de 3 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi aktive
edilen bu kiiltiirden 1 litre erlen igerisinde 250 ml bulunan proteaz besiyerine %3
olacak sekilde inokiilasyon yapildi ve 30 °C’de 150 rpm’de 3 giin inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 6000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Elde edilen siipernatant

saflagtirma i¢in kullanildi.

3.4.1. Amonyum Siilfat ile Coktiirme

Stipernatanttaki proteazin konsantre edilmesi i¢in % 40, 50, 60, 70 ve 80
doygunlukta amonyum siilfat ile ¢oktiirme gerceklestirildi. Elde edilen siipernatant:
iceren beher, manyetik karistiric1 lizerinde buzdolabina yerlestirildi. Siipernatanta
eklenecek olan amonyum siilfat siirekli karistirilarak yavas yavas ortama birakildi.

Amonyum siilfat ilavesi bittikten sonra, yaklagik 60 dakika daha karigtirmaya devam
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edildi. Her doygunluk sonrasi 6000 rpm'de 20 dakika +4 °C’de santrifiij yapild.
Santrifiij sonrasi elde edilen pellet steril dH2O’da ¢oziildii ve aktivite galismalari

boliim 3.2.1°de belirtildigi gibi yapildi.

3.4.2. Diyaliz

Bu islem i¢in diyaliz membrani (10000 Da cut off) % 2 NaHCO3 ve % 0,05 EDTA’I1
soliisyon i¢ine birakildi ve 10 dakika kaynatildi, steril saf su ile tekrar 10 dakika daha
kaynatildi. Bu islem 2 kez tekrarlandi. Amonyum siilfat ile % 60 ¢oktiirme sonucu
elde edilen 6rnek diyaliz membrani kullanilarak saf suya kars1 +4 °C’de gece boyu
diyaliz edildi. Diyaliz islemi sonrasi Ornegin aktivite calismasi bolim 3.2.1°de

belirtildigi gibi yapildi.

3.4.3. Jel Filtrasyonu

Jel filtrasyon kromotografisi i¢in 27 cm uzunlugunda 2,5 cm ¢apinda cam kolon igine
Sephadex G-50 maddesi dolduruldu. Kolon dH2O ile yikanarak 6rnek yiiklemeye
hazir hale getirildi. Doldurulan kolonun iist yilizeyine 2 ml diyaliz 6rnegi yiiklendi.
Akis hiz1 peristaltik pompa yardimi ile 1 ml/dk olacak sekilde ayarlandi ve dH20
elisyon olarak kullanildi. Elde edilen fraksiyonlar yaklagik 1 ml olacak sekilde
ependorf tiiplerine alindi. Daha sonra fraksiyonlarin proteaz aktivitesi boliim 3.2.1°de
belirtildigi gibi 6l¢iim yapildi. Olgiim sonuglarinda pik veren fraksiyonlar
birlestirilip, SDS-PAGE analizi igin hazirlandi.

3.5. SDS-PAGE ve Zimogram Analizi

SDS-PAGE yoOntemi saflastirma basamaklar1 sirasinda alinan 6rneklerin molekiil

agirliklarinin belirlenmesi i¢in kullanildi.

Kismi saflastirma isleminden elde edilen proteinler % 0,1 jelatin igeren % 10’luk
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) ile analizi yapildi. Enzim &rnek yiikleme boyasi ile

karistirilarak, 5 dakika kaynatildi. Zimogram analizde kullanilan 6rnek yiikleme
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boyasi igine B-merkaptoetanol ilave edilmedi. Ayrica zimogram i¢in hazirlanan

orneklere kaynatma iglemi uygulanmada.

Hazirlanan ornekler jele yiiklendi. Yiikleme islemi ardindan proteinler 6nce 50 V’da

daha sonra 100 V’de yiiriitiild.

Yiirlitme isleminden sonra jel iki kisma ayrildi. Marker iceren kistm coomassie
brilliant blue R-250 boyasi ile yaklasik 2,5 saat boyandi. Boyama islemi sonrasi
yikama 1 soliisyonunda yaklasik 6-8 saat bekletildi. Jel yikama 2 soliisyonuna
alinarak degerlendirildi. Jelin diger kismi % 2,5°lik Triton X-100’de 1 saat
bekletildikten sonra pH 8 tamponu i¢inde oda sicakliginda yaklasik 12 saat
bekletildi. Inkiibasyon sonras1 coomassie brilliant blue R-250 ile yaklasik 2,5 saat
boyama islemi gerceklestirildi. Daha sonra yikama 1 soliisyonuna alinarak yaklasik 2
saat bekletildi. Beyaz bantlarin goriinmesi proteaz i¢in pozitif olarak degerlendirildi

ve fotografland.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Proteaz Uretimi ve Aktivitesi

Ekstraseliiler proteaz iiretmek igin aktinomiset BSU-9 izolati 200 ml proteaz
besiyerine ekildi ve 30 °C’de 3 giin 150 rpm’de ¢ogaltildi. Inkiibasyon sonrasi elde
edilen siipernatanttaki proteaz aktivitesi boliim 3.2.1°de anlatilan yonteme gore
Olclildii. Tirozin standart grafigi elde edilen sonuglara gore ¢izildi ve dogrunun egimi
proteaz aktivite hesaplama ¢aligmalarinda kullanildi (Sekil 4.3). Aktinomiset BSU-9
izolatindan elde edilen ham enzimin 60 °C’deki aktivitesi 2,35 U/ml/dak olarak

hesaplanda.
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Sekil 4.1. Tirozin standart grafigi
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4.2. Enzimin Karakterizasyonu

4.2.1. Optimum pH ve Stabilite

Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen proteazin optimum pH’sini tespit etmek
icin farkli pH degerlerindeki Tris-HCI (pH 8, 50 mM) ve Glisin-NaOH (pH 9-13, 50
mM) tampon ¢oOzeltileri kullanildi. Enzimin aktivite gosterdigi pH degerleri sekil
4.2'de verilmistir. Proteazin optimum aktivite gosterdigi pH degeri 11 olarak

bulundu.
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Sekil 4.2. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzime farkli pH’larin etkileri.

Proteazin pH stabilitesini belirlemek i¢in farkli sicakliklarda ve farkli inkiibasyon
stirelerinde aktivite ¢aligmalar1 yapildi. Deney sonuglart sekil 4.3’de verilmektedir.
Farkli pH’larda stabilite ¢alismalarinda 55 °C’de enzimin kalan aktivitesi % 80

uzerinde bulundu.
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Sekil 4.3. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzimin farkli sicaklik ve farkli inkiibasyon
siirelerinde pH stabilite degerleri.

4.2.2. Optimum Sicaklik ve Stabilite

Proteazin optimum sicakligin1 belirlemek amaciyla enzim, 30-100 °C arasindaki
sicakliklarda aktivitesine bakildi. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen proteazin
optimum sicakligin1 belirlemek amaciyla 30°C ile 100°C arasindaki sicakliklar
kullanildi. Elde edilen sonuglar sekil 4.4 ve 4.5°te gosterildi. Enzimin optimum

aktivite gosterdigi sicaklik 65 °C olarak tespit edildi.
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Sekil 4.4. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzim iizerine farkli sicakliklarin etkileri.
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Sekil 4.5. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzim iizerine farkli sicakliklarin etkileri.

Proteazin yiiksek aktivite gosterdigi 55, 60 ve 65 °C’deki sicakliklarda stabilite
calismalar1 yapildi (Sekil 4.6). Proteazin 55 °C’deki 45 dakika 6n inkiibasyon sonrasi
kalan aktivitesi yaklasik % 83 oraninda korundugu bulunurken, 65 °C’de yaklasik %

48 oraninda korundugu saptandi.
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Sekil 4.6. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzim {izerine farkli sicakliklarn stabilite
degerleri.
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4.2.3. inhibitorlerin Proteaz Uzerine EtKkisi

Proteaz aktivitesi uizerine bazi inhibitorlerinin etkisini belirlemek amaci ile PMSF,
EDTA ve DTT kullanilmistir. PMSF varliginda enzim aktivitesi biiyliik oranda

kaybolmustur. EDTA varliginda enzim aktivitesi yaklasik % 44 oraninda azalmistir
(Sekil 4.7).

120

100

; u I I
DTT

EDTA PMSF Kontrol

[}
o

N
o

Kalan Aktivite (%)
(@]
o

N
o

Sekil 4.7. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzim iizerine inhibitorlerin etkileri.

4.2.4. Metal Iyonlarinin Proteaz Uzerine Etkisi

Proteaz aktivitesi ilizerine metal iyonlarmin etkisini belirlemek igin CuClz, MgCly,
MnCl;, CaCl,, NaCl, ZnCl, ve HgCl> iyonlar1 kullanildi. Proteazin son
konsantrasyonu 5 mM olacak sekilde ilave edilen metal iyonlarinin etkisi incelendi.
Elde edilen veriler sekil 4.8’te verilmistir. 65 °C’de bir saat 6n inkiibasyon sonrasi
CuCly varliginda enzim aktivitesi yaklasitk % 61 oraninda azalirken, MnCly

varliginda ise enzim aktivitesi yaklasik % 53 oraninda artmustir.
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Sekil 4.8. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzim iizerine metal iyonlarmin etkileri.

4.2.5. Organik Coziiciilerin Proteaz Uzerine Etkisi

Proteaz iizerine organik c¢oOziiciilerin etkisi Sekil 4.9’ta verilmektedir. Metanol,
asetonitril ve izopropanol varliginda 65 °C’de 1 saat on inkiibasyon sonrasi enzim
aktivitesi yaklasik % 30-37 oraninda azalmistir. DMSO varliginda 65 °C’de 1 saat 6n

inkiibasyon sonras1 enzim aktivitesinde bir miktar artis gézlendi.
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Sekil 4.9. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzim {izerine organik ¢oziiciilerin etkileri.
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4.2.6. Hidrojen Peroksit, Cesitli Deterjan ve Denatiiranlarin Proteaz Uzerine
Etkisi

Bu calismada proteaz lizerinde etkilerini belirlemek icin % 1-5’lik
konsantrasyonlarda SDS, Tween 20, Tween-80, Triton X-100 ve H202 (v/v)
kullanild1. Ayrica 1 M iirenin proteaz iizerindeki etkisi arastirildi. Proteaz iizerine
hidrojen peroksit, deterjan ve denatliranlarin etkisi Sekil 4.10°da verilmektedir. Oda
sicakliginda bir saat 6n inkiibasyon sonrasi1 % 5’lik H202 varliginda az miktarda

kayip gozlenirken, Tween 80 ve lire varliginda bir miktar artis gézlemlendi (Sekil
4.10).

140
120

[
o
o

[el)
o

N
o

— W (QOda sicakligi
— 65 °C

Kalan Aktivite (%)
(o))
o

N
o

Sekil 4.10. Aktinomiset BSU-9 susundan elde edilen ham enzim tizerine hidrojen peroksit, ¢esitli
deterjan ve denatiiranlarin etkileri.

4.3. Proteazin Saflastirilmasi
Aktinomiset BSU-9’dan proteaz saflagtirilmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi

yapildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrast diyaliz edilen 6rnek jel filtrasyonuna

tabi tutuldu.

40



4.3.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Jel Filtrasyonu

Ekstraseliiler proteazin kismi olarak saflastirma isleminde amonyum  siilfat
coktiirmesinde en yliksek enzim aktivitesi % 60 doygunlukta elde edildi ve enzim
aktivite degeri 9,85 U/ml olarak bulundu. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme ile elde
edilen % 60 doygunluktaki ornek, saf suya karst +4 °C’de gece boyu diyaliz edildi.
Diyaliz sonrasi elde edilen 6rnegin enzim aktivite degeri 8,47 U/ml olarak belirlendi.
Diyaliz 6rnegine jel filtrasyonu kromatografisi yapildi. Kromotografi siiresince
toplamda 37 fraksiyon elde edildi ve 660 nm’de absorbans degerleri sekil 4.11°de
verildi. Absorbans 6l¢iimii sonucu 15 ve 21. fraksiyonlar arasinda en yiliksek enzim

degerleri elde edildi. Bu fraksiyonlar bir araya getirildi ve ultrafiltrasyon yapildi.
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Sekil 4.11. Aktinomiset BSU-9’dan izole edilen proteazin, jel filtrasyon kromatografi kolonundan elde
edilen enzim absorbans degerleri.

4.3.2. SDS-PAGE ve Zimogram Analizi

Aktinomiset BSU-9’dan elde edilen proteazin, % 60 doygunlukta amonyum siilfat,
diyaliz ve jel filtrasyon 6rnekleri SDS-PAGE ve zimogram analizlerinde kullanildi ve
sekil 4.12 gorintiisii elde edildi. SDS-PAGE c¢alismalarinda enzime ait bant tespit
edilemedi ancak zimogram analizde yaklasik 45 kDa civarinda tek bir aktivite banti

tespit edildi.
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Sekil 4.12. SDS-PAGE ve zimogram sonuglari. M: marker, 1:Diyaliz 6rnegi, 2: Jel Filtrasyon 6rnegi,
3: Amonyum siilfat 6rnegi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismada FEN-BAP-A-140316-52 nolu proje kapsaminda izole edilen ve proteaz
tiretme yetenegine sahip aktinomiset BSU-9 susu kullanildi. Aktinomiset BSU-9
izolatindan elde edilen proteazin karakterizasyonu amaciyla optimum pH ve sicaklik
degerlerinin tespit edilmesi, pH ve sicaklik stabilitesinin belirlenmesi, inhibitorlerin,
metal iyonlariin, organik ¢oziiciilerin, hidrojen peroksit, deterjan ve denatiiranlarin
proteaz enzim aktivitesi tlizerine etkisi arastirllmistir. Ayrica proteaz kismi

saflagtirilmas1 yapilarak zimogram analizi yapilmistir.

Bu tez calismasinda elde edilen proteazin alkali pH 8-13 araliginda aktivite
gosterdigi ve optimum aktivitesinin pH 11 oldugu saptandi. Alkali proteazlar genel
olarak pH 9-11 degerleri arasinda optimal aktivite gostermektedirler (Kumar ve
Takagi, 1999; Sharma ve ark., 2019). Deterjan endiistrisinde en ¢ok alkali pH
araliginda proteaz kullanilmaktadir (Gupta ve ark., 2002b). Xu ve arkadaslar1 (2015)
tarafindan Antartik denizden izole ettikleri Streptomyces sp. XE-1'in proteaz
aktivitesi tizerine yaptiklar1 arastirmada pH 5-10 arasinda stabil oldugu, optimum
pH'in ise 8,2 degerinde oldugu saptandi. Suthindhiran ve arkadaslari (2014)
tarafindan, Actinopolyspora sp. VITSDK2’den saflastirilan alkali proteazin optimum
pH 10°da aktif oldugu ve pH 4-12 degerleri arasinda stabil kaldig1 belirlenmistir. Rao
ve arkadaslar1 (2008) tarafindan, Bacillus circulans’dan izole ettikleri alkali
proteazin pH 11’de optimum aktivite gdsterdigi tespit edilmistir. Naidu ve Devi
(2005) tarafindan yapilan calismada topraktan Bacillus suslari izole edilmistir. Izole
ettikleri K-30 susundan alkali proteaz iiretilmis ve optimum pH degeri 9 olarak
saptanmistir. Shimogaki ve arkadaslarinin (1991) alkalofilik Bacillus tiirlerinden
alkali proteaz eldesi calismasinda, optimum pH degeri 10-12,5 arasinda, pH
kararlilig1 ise 6,5-13 degerleri arasinda oldugu belirlenmistir. Adinarayana ve
arkadaglar1 (2003) tarafindan, Bacillus subtilis PE-11°den alkali serin proteaz

saflastirilmig ve optimum pH’in 10 oldugu, pH kararliliginin ise 8-10 degerleri
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arasinda korundugu saptanmistir. Al-Dhabi ve arkadaslar1 (2019) tarafindan, Suudi
Arabistan topraklarindan izole edilen Streptomyces sp. Al-Dhabi-49 ile proteaz ve
lipaz {izerine yapilan ¢alismada prolitik enzim pH 9 degerinde maksimum olarak
tiretildigi bulunmustur. El-Safey ve Abdul-Raouf (2004) tarafindan, Bacillus subtilis
bakterisinden izole edilen proteaz enziminin optimum pH degerinin 7 oldugu tespit
edilmistir. Das ve Prasad (2010) tarafindan yapilan calismada, Bacillus subtilis
bakterisinden izole edilen proteaz enziminin optimum pH degerinin 8 oldugu

sonucuna varilmistir.

Enzim karakterizasyonu i¢in gerceklestirilen ¢alismalardan bir digeri de sicaklik
degerinin belirlenmesidir. Bu c¢alismada 30-100 °C’de degisen sicakliklarda enzim
aktivitesi 6l¢iildii. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakligin 65 °C oldugu tespit
edildi. Proteazin 65 °C 6n inkiibasyon kosullarinda aktivitesini 45 dakika boyunca
yaklagik % 48 korudugu saptandi. Literatiirde de proteazlarin sicaklikla ilgili birgok
caligmast  bulunmaktadir. Suthindhiran ve arkadaslar1 (2014) tarafindan,
Actinopolyspora sp. VITSDK2’den izole edilen alkali proteazin optimum
sicakliginin 60 °C oldugu ve 25-80 °C degerleri arasinda stabil kaldigi tespit
edilmistir. Rao ve arkadaglar1 (2008) tarafindan yapilan c¢alismada ise, Bacillus
circulans’dan izole ettikleri alkali proteazin optimum sicakligt 70 °C olarak
belirlenmistir. Xu ve arkadaglar1 (2015) tarafindan Antartik denizden izole edilen
Streptomyces sp. XE-1'in proteaz {izerine yaptiklari aragtirmada proteazin optimum
sicakligt 55 °C oldugu tespit edilmistir. Yum ve arkadaslari (1994) tarafindan yapilan
calismada kullandiklar1 Streptomyces sp. YSA-130 izolatindan saflastirdiklart alkali
serin proteazinin optimum sicakligi 60 °C oldugu belirlenmistir ve 50 °C’de ise stabil

kaldig1 saptanmastir.

Enzim karakterizasyonu icin gerceklestirilen g¢alismalardan biri de inhibitorlerin
proteaz lizerine etkisinin arastirilmasidir. Proteaz {izerinde DTT, EDTA ve PMSF’nin
proteaz inhibitorlerinin etkileri incelenmistir. PMSF varliginda enzim aktivitesi
biiylik oranda kaybolurken EDTA varliginda enzim aktivitesi yaklasik % 44
azalmistir. PMSF varliginda enzimin inhibe olmasi enzimin serin proteaz ailesinden

oldugunu diisiindiirtmektedir. Suthindhiran ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan
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calismada, Actinopolyspora sp. VITSDK2 izolatindan izole edilen proteazin PMSF
ve DFP varliginda aktivitenin inhibe oldugu ve N-tosil-L-lizin klorometil keton
varliginda ortadan kalktig1 tespit edilmistir. Kim ve arkadaslar1 (2006) tarafindan,
Bacillus subtilis TP-6’dan saflastirilan fibronilitik subtilisin benzeri alkali proteaz
enziminin 1 mM PMSF (% 53), 1 mM EDTA (% 36) ve % 10 B-merkaptoetanolde
(% 46) inhibe oldugu; %1 ve %10’luk etanol, metanol ve izopropanol varliginda ise
enzimin kararli oldugu bildirilmistir. Yum ve arkadaslar1 (1994) tarafindan
Streptomyces sp. YSA-130 izolatindan saflastirilan alkali serin proteazinin DFP,
DTNB, iodo asetat, NEM, PMSF ve fenilglioksal varliginda enzim aktivitesini inhibe

ettikleri saptanmistir.

Metal iyonlarinin proteaz iizerine etkisinin belirlenmesi i¢in CaClz, CuClz, MnCl,,
MgClz, NaCl, HgCl, ve ZnCl> metal iyonlar1 kullanildi. 65°C’de 1 saat 6n
inkiibasyon sonrasi CuClz varliginda enzim aktivitesi yaklasik % 61 azalirken,
MnCl, varliginda ise enzim aktivitesi yaklasik % 53 oraninda artig gdstermistir.
Alkali proteazlar, Ca?*, Mg?* ve Mn?* gibi divalent metallere gereksinim duyarak bu
metaller varliginda maksimum aktivite gosterirler (Sharma ve ark., 2019; Kumar ve
Takagi, 1999). Das ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yapilan ¢alismada balik pulu ve
balik atiklar1 {izerinde biiyliyen mutant Aspergillus niger AB100’den izole edilen
proteaz enziminin metal testinde Ca?*, Mg?*, Fe?*, Zn?* ve Mn?" ile aktivite oldugu
Hg?" varliginda ise inhibe oldugu saptanmustir. Suthindhiran ve arkadaslar1 (2014)
tarafindan, Actinopolyspora sp. VITSDK2’den izole ettikleri proteazin enzim
aktivitesi, Mn?*, Mg®" ve Ca?" varhiginda artarken Cu?* varliginda azaldig
bildirilmistir. Bejar ve arkadaglar1 (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus
pumilis CBS’den izole edilen alkali proteazin Ca*? ve Mg*? metalleri varliginda
enzimin aktivitesini artirdigi, Mn?*, Ba?*, Cu?* metallerinin varliginda nétr olarak
etkiledigi ve Hg?*’nin ise inhibe ettigi bildirilmistir. Yang ve arkadaslar1 (2000b)
tarafindan Bacillus subtilis tiirinden proteaz iiretimi ve saflagtirma caligmalarinda
Mn?*, Fe?*, Zn?*, Mg?* ve Co?" iyonlar1 varliginda enzim aktivitesi artis gosterirken,
Hg?*" iyonu ile tamamen inhibe oldugu sonucuna varilmstir. Adinarayana ve
arkadaglar1 (2003) tarafindan yapilan c¢alismada, Bacillus subtilis PE-11’den

saflagtirilan termostabil alkali serin proteazinin Ca?*, Mg®" ve Mn?" iyonlari
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varliginda yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yum ve arkadaglart (1994)
tarafindan yapilan ¢alismada Streptomyces sp. YSA-130 izolatindan saflastirilan
alkali serin proteazininin Ag*, Hg?* ve Co?" gibi metal iyonlarmin gii¢lii bir sekilde
proteaz1 inhibe ettigi anlasilmistir. Rao ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan
calismada, Bacillus circulans’dan izole edilen ve saflastirilan alkali proteazin Ca?*,

Mg?*, Mn?* ve Na* metallerinin enzim aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir.

Proteaz {lizerine organik ¢Oziiciilerin etkisinin belirlenmesi amaciyla 2-propanol,
aseton, etanol, DMSO ve metanol ¢oziiciilerinin proteaz ile muamelesi sonucu enzim
aktivitesine bakildi. Metanol, asetonitril ve izopropanol varliginda 65 °C’de 1 saat 6n
inkiibasyon sonrasi enzim aktivitesi yaklasik % 30-37 kayboldugu tespit edilirken
DMSO varliginda 65 °C’de 1 saat 6n inkiibasyon sonrasi enzim aktivitesinde artig
oldugu goézlendi. Thumar ve Singh (2009) tarafindan alkali proteazin organik ¢6ziicii
toleransi iizerine ¢alisma yapilmistir. Tuza toleransh bir alkalifilik aktinomiset olan
Streptomyces sp. Mit-1, ksilen, etanol, aseton, butanol, benzen gibi bir dizi organik
¢oziicli varhiginda alkali proteazi tolere edebildigi ve tiretebildigi; etanol ve benzenin

enzimin katalizini olumsuz etkiledigi tespit edilmistir.

Proteaz tlizerine etkilerini belirlemek i¢in hidrojen peroksit, Tween 20, Tween-80,
Triton X-100 ve SDS ajanlari kullanildi. Oda sicakliginda 1 saat 6n inkiibasyon
sonras1 % 5’lik H202 varliginda azalma gozlenirken Tween 80 ve iire varliginda artis
gozlemlendi. Bejar ve arkadaslari (2008) tarafindan yapilan g¢alismada Bacillus
pumilis CBS’den izole edilen alkali proteaz enziminin % 5 Tween-80, % 1 SDS, %
15 ire ve % 10 H202 varliginda 40 °C’de 24 saat sonra aktivitesini korudugu
sonucuna varilmistir. Rao ve arkadaslarinin (2008) tarafindan yapilan ¢alismada,
Bacillus circulans’dan izole ettikleri alkali proteazin % 1 Triton-X-100 varliginda %
15 ve Tween-20 varhiginda % 20 aktivitesini arttirdigi, % 1 SDS varhiginda
aktivitesinin % 75’ini korudugu ve % 1 H»O varliginda inhibe oldugu sonucuna

varilmistir.

Proteaz enziminin saflastirmasi sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve jel

filtrasyon islemleriyle yapilmistir. Zimogram analizi sonucuna gore beyaz bantlarin
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gorliinmesi proteaz enzimi icin pozitif olarak degerlendirildi. SDS-PAGE
caligmalarinda enzime ait bant tespit edilememistir ancak zimogram analizinde
yaklasik 45 kDa civarinda tek bir aktivite bant1 goriilmektedir. I[lmiah ve arkadaslari
(2018) tarafindan Bacillus licheniformis F11.1’den firetilen proteaz {izerine
calismalar yapilmistir. Calismalarinda orneklerdeki protein miktar1 595 nm’de
Bradford yontemi kullanilarak belirlenmistir (Bradford, 1976). SDS-PAGE ve
zimogram Kullanilarak molekiiler agirhigr 32,90-35,16 kDa oldugu tespit edilmistir.
Thu ve arkadaslar1 (2019) tarafindan serin proteazinin fibrinolitik aktiveleri tizerine
calisma yapilmistir. Yapilan calismada karides kabugundan izole edilen Bacillus.
subtilis C10 susundan serin proteaz amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismen
saflastirilmis zimogram analizi ile molekiiler agirliklar1 yaklasik 69, 67, 39 ve 36
kDa olan dort fibrinolitik enzim varligi gosterilmistir. Kim ve arkadaslar1 (2006)
tarafindan yapilan ¢alismada, Bacillus subtilis TP-6’dan izole edilen fibrinolitik
subtilisin benzeri alkali proteaz enziminin amonyum siilfat, Octyl Sepharose, SP
Sepharoz tekniklerini ile % 26 verimle 200 kat saflastirilmis ve molekiil kiitlesi SDS-
PAGE ile 29 kDa oldugu saptanmistir. Suthindhiran ve arkadaslar1 (2014) tarafindan
yapilan ¢aligmada, halofilik tiir olan Actinopolyspora sp. VITSDK2’dan izole edilen
alkali proteazin, saflagtirma islemi sonrasi yapilan SDS-PAGE analizi sonucu 22 kDa

molekiiler agirliginda oldugu tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak yapilan calismada BSU-9 susundan ekstraselliiler proteaz iiretimi
gerceklestirildi. Aktinomiset BSU-9°dan elde edilen proteazin pH 8-13 araliginda
genis bir stabilite gosterirken optimum pH’1 11 olarak belirlendi. Enzimin 65 °C'de
maksimum aktivite gosterdigi tespit edildi. Calisilan proteazin 65 °C’de 45 dakikada
yaklasik % 48 aktivitesini korudugu saptandi. PMSF varliginda enzim aktivitesi
azalmistir. EDTA varhiginda enzim aktivitesinde yaklasik % 44 azalma tespit
edilmistir. 65 °C 'de 1 saat sonunda CuCl, varliginda enzim aktivitesi yaklasik % 61
azalirken MnCl; varlifinda ise enzim aktivitesi yaklasik % 53 artis gostermistir. 65
°C’de 1 saat sonra metanol, asetonitril ve izopropanol varliginda enzim aktivitesi
yaklagik % 30-37 azaldigr gozlenirken DMSO varliginda artis oldugu gozlendi.
Enzimin aktivitesinde 65 °C’de Triton X-100 ve Tween 20’de artis oldugu saptanda.

Aktinomiset BSU-9’dan proteaz saflagtirlmasinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi
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yapildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrast diyaliz edilen 6rnek jel filtrasyonuna
tabi tutuldu. Zimogram analizinde yaklagik 45 kDa civarinda tek bir aktivite banti

saptandi.
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