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OZET

Bacillus Subtilis Megatherium Bakteri Tiirtinden Proteaz Enziminin Saflastirilmasi

ve Ozelliklerinin Iincelenmesi

Enzimler canli organizmalar tarafindan {iiretilen, 6nemli biyolojik reaksiyonlarin
calisma hizim1 etkileyen biyokatalizorlerdir. Enzim teknolojisi giiniimiizde hizla
gelismekte olup, c¢ikan {iriinlerin ¢esitliligi ve ekonomik degerlerinin yiiksek olmas1
sebebiyle hizla 6nem kazanmaktadir. Bu alanda kullanilan en 6nemli enzim proteazdir.
Proteazlar deterjan, gida, ilag ve deri sanayisinde ¢ok sik kullanilmaktadir. Enzimlerin
%60’ 1indan biiylik bir pay1 mikroorganizma kaynaklidir. Calismamizin amaci Bacillus
subtilis megatherium bakterisinden proteaz enziminin saflastirilmasi ve 6zelliklerinin
belirlenmesidir. Calismanin ilk basamaginda enzimin uygun sartlarda iiretimi
saglanmugtir. Saflagtirma icin diyaliz, amonyum siilfatla ¢oktiirme ve DEAE-Sefaroz
iyon degisim kromatografi yontemleri yapilmistir. Islemler sonrasinda ham homojenat
spesifik aktivite 10.2 U/mg bulunmustur. %80’lik ¢oktiirme isleminden sonra ¢ozelti
spesifik aktivitesi 12.9 U/mg’ dir. Doyurma sonrasi 1.2 kat saflastirma saglanmistir.
Proteaz enziminin optimum sicaklik, sicaklik kararhiligi, optimum pH ve pH
kararlilig1; reaksiyon iizerine inhibitdr ve aktivator etkisi, reaksiyonun siiresine ve
substratm etkisine bakilmis olup molekiil agirlig1 tayini yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alkaline proteaz, Bacillus subtilis, Saflastirma.



ABSTRACT

Purification and Analysis of the Properties of the Prosthese Enzymes from Bacillus

Subtilis Megatherium Bacteria

Enzymes are biocatalysts produced by living organisms that affect the working speed
of important biological reactions. Enzyme technology is developing rapidly today and
is gaining importance due to the diversity of products and economic values. The most
important enzyme used in this field is protease. Proteases are used very frequently in
the detergent, food, pharmaceutical and leather industries. More than 60% of the
enzymes are sourced from microorganisms. The aim of our study is to purify the
protease enzyme from Bacillus subtilis megatherium bacteria and to determine its
properties. In the first step of the study, the production of the enzyme was provided
under suitable conditions. For purification, dialysis, precipitation with ammonium
sulfate and DEAE-Sepharose ion exchange chromatography methods were performed.
The crude homogenate specific activity was found 10.2 U / mg after the procedures.
After 80% precipitation, the solution specific activity was 12.9 U / mg. 1.2 times
purification was achieved after saturation. Protease enzyme's optimum temperature,
temperature stability, optimum pH and pH stability; the inhibitory and activator effects
on the reaction, the duration of the reaction and the effect of the substrate were

examined and molecular weight was determined.

Keywords: Alkaline protease, Bacillus subtilis, Purification.
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1. GIRIS

Enzimler, yasayan canlilarda olusan tepkimelerin uygun sartlarda
gerceklesmesini saglayan ve bu tepkimeleri diizenleyen, c¢ogunlukla protein
yapisindaki 0zellesmis biyokatalizorlerdir. Hiicrelerin yapisinda dnemli metabolik
gorevleri olan enzimler uzun yillardan beri insanlar tarafindan kullanilmaktadir.
Ornegin; ekmek, sirke, boza, sarap, yogurt imalatinda organizmalarin Urettigi
enzimlerden yararlanilmaktadir. Enzimler; gida iiretiminde, temizlik malzemelerinde
ve tibbi tan1 ve tedavi asamasinda kullanilmaktadirlar (Godfrey ve West, 1996; Oztiirk,
2007).Enzimler, cevre kirliligine daha az yol agmalar1 ve ekonomik olarak
gerceklestirebilmelerinden dolayr bir¢cok sanayi alaninda kimyasal siire¢lerin yerini
almaktadir. Alkalen proteaz enzimleri %60°lik oranla endiistriyel enzimler arasinda
payi biiyliktiir (Genckal ve Tari, 2006).Enzimlerin sanayi ve teknolojide kullanilmalar1
icin Oncelikle saflagtirilmasi gerekmektedir. Mikroorganizmalar, kolay iireyebilmeleri
ve iirettikleri enzimlerin daha kolay saflastirilmalarindan dolay1 enzim kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Enzimlerin ¢cogunlugunun diisiik 1sida ve dar bir pH araliginda
calismasi, sanayi alaninda kullanilan genis pH araligi ve yiiksek 1s1 kosullarinda
kullanilamamalarina neden olmaktadir. Bu sebepten dolay1 endiistrinin ihtiyacini
karsilayabilecek Ozellikte yeni enzimlerin ve bu enzimleri {iretebilecek
mikroorganizmalarin bulunmasini tesvik etmektedir. Mikroorganizmalar enzimlerin
elde edilmesinde 6nemli bir kaynaktir (Anvar ve Saleemuddin, 1998; Niehaus ve ark.,
1999; Oztiirk, 2007). Bacillus cinsinin de i¢inde bulundugu ekstremofil 6zellikte
bircok mikroorganizma mevcuttur ve Bacillus genusu tiirleri proteaz liretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Kumar ve Takagi, 1999).Deterjan sanayii basta olmak
lizere saglik, gida ve deri endiistrilerinde kullanilmaktadir. Ayrica tiiy ve sa¢ gibi
proteinlerin hidrolizinde ve bu proteinlerin kullanish biyokiitleler haline getirilmesi
gibi bir¢ok endiistri alaninda kullanilmaktadir. (Anvar ve Saleemuddin, 1998; Kumar
ve Takagi, 1999). Calismamizin amaci Bacillus subtilis megatherium bakteri tiirtinden

proteaz enziminin saflastirilmasi ve 6zelliklerinin belirlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Enzimler

Enzimler, canli organizma bilesiminde az miktarda bulunan, bu organizmada
olusan tepkimelerin gerceklesmesini saglayan, diizenleyen, genellikle protein ana
yapidaki 6zellesmis biyokatalizorlerdir. Protein yapisinda olduklarindan, enzimlere
metabolik proteinler denilmektedir. Canli organizmanin tiim islemleri enzimlerle
yapildigindan; enzimler i¢in enzimatik tepkimeler biitiinii denilebilmektedir (Eren
Kiran, 2006). Diger katalizorler gibi enzimler de reaksiyon hizini arttirarak ¢aligirlar.
Katalizoriin olmadig1 reaksiyon oranma gore enzim katildiginda reaksiyon hizi bir

veya birka¢ milyon kat daha yiiksek olmaktadir (Uludag, 2000).

Yapilarinda bulunan aminoasitlerin dizilimi ve buna bagl olarak edindikleri ti¢
boyutlu yap1 enzimlerin kataliz gorevini yapabilmelerini saglayan en 6nemli etkendir
(Onat ve Emerk, 1997).Enzimler biyokimyasal siireclerde ana merkez durumundadir.
Diizenli tepkime olaylarindaki aktiviteleriyle besinsel molekiillerin parcalandigi
tepkime basamaklarinin yiizlercesini katalizler, kataliz sirasinda kimyasal enerji
korunur, dontiistiiriiliir ve basit dnciillerden biyolojik makromolekiiller iiretilir. (Nelson

ve Cox, 2005).

Enzim kavrami ilk olarak kelime anlami1 eski Yunanca'da, ilk kez mayalardan
elde edildigi i¢in, “mayada bulunan” (in yeast) anlamin1 tastyor olsa da, glinlimiizde
enzimler yasayan tiim hiicrelerden; hayvanlardan, bitkilerden ve 0Ozellikle de
mikroorganizmalardan elde edilebilmektedir (Polaina ve MacCabe, 2007).Enzimler,
metabolik gérevlerinin yani sira artik hayatimizin her alaninda karsimiza ¢ikmaktadir.
Tipta teshis ile tedavi siirecinde, siit ve mamiilleri iiretiminde, gida liretiminde ve
temizlik malzemeleri iiretiminde biiylik miktarlarda kullanimi mevcuttur. Bu alanlar

disinda da ¢ok ¢esitli kullanim amaglar1 bulunmaktadir.

Enzimlerin genis capta kullanilabilir olmasinin sebepleri; maliyetinin diistik

olmasi, in-vitro sartlarinda aktif Ozellikte olmasi, c¢esitli alanlarda kullanilma



ozelligine sahip olmas1 ve en donemlisi de enzimin zararh etkiye sahip olmamasidir
(Wiseman, 1987).Endiistriyel iirlinlerin c¢esitli alanlarda kullanimi ve ekonomik
degerlerinin yiiksek olmasina bagl olarak enzim teknolojisinin giderek gelismesi,
endiistriyel enzimler ile ilgili alanlardaki arastirmalarin onem kazanmasma neden
olmaktadir. Giiniimiizde degerini artiran rekombinant DNA teknolojisinden
faydalanarak, enzim {iiretiminde artis olmus ve kullanimi giderek yayginlasmistir

(Gessesse, 1999).

Baz1 gida iirlinlerine ve temizlik maddelerine katilan enzimlerin, yiiksek
sicakliga dayanikli olmasi, deterjanlarmn yapisindaki kimyasallara karsi yapismni
korumasi ve uzun siire stabil kalabilmesi gerekmektedir. Dogal yasamda bu 6zelliklere
sahip olamayan enzimler, rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak istenilen hale
getirilmeye calisilmaktadir. Endiistri alaninda enzimlerin diinyadaki pazar pay1 1,6
milyar dolar1 gegmektedir (Ottrup ve Jorgensen 2002; Schallmey ve ark., 2004;
Zakaria, 2006). Deterjan, gida ve nisasta endiistrileri, endiistriyel enzim iiretiminin
%75’ ni kullanmaktadir ve proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz, pektinaz gibi hidrolazlar, en
yaygm kullanilan enzim gruplaridir (Topal ve ark., 2000). Endiistriyel alanda
kullanilanlarin %80°1 hidrolazlardir (Kasavi, 2006). Endiistriyel enzimler arasinda ise
%60’l1ik pazar payi ile en biiyiik grubu proteazlar olusturmaktadir (Gengkal ve Tari,
2006). Bunu %28 ile karbohidrazlar, %?2 ile lipazlar ve %10 ile diger enzim gruplar1
izlemektedir (Dingbas, 2009). Giinlimiizde proteaz gibi birgcok mikrobiyal enzim,
onemli bir yere sahip olup, diinyanin her yerinde iiretilmeye, sanayi ve endiistri

alaninda kullanilmaya baslanmistir.

2.1.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzim terminolojisi ve smiflandirilmasi i¢in dnceleri sadece substrat isimlerine
gore “az” eki ilave edilerek tek grupta toplanirdi. Simdi ise 1000°den fazla ¢esidinin
oldugunun bilinmesi bu smiflandirmanin yetersizligini ortaya koymaktadir. Yetersiz
smiflandrma  yliziinden  uluslararast  bilimsel  smiflandirma  yapilmistir.
Smiflandirmaya gore; bir enzim ECS x.x.x.x seklinde bir numara almaktadir. Ornegin,
glikoz transferaz enziminin tanimlanmasi “ECS 2.7.1.1” seklinde yapilmaktadir. Ismin

sonundaki “az” eki enzim oldugunu; “2” transferaz oldugunu; “7” fosfotranferaz



oldugunu; “1” hidroksil grup tasidigini; “1” bir fosfat grubunu D-glikoza verdigini
ifade eder. Bu sistemde enzimler katalizledikleri reaksiyona gore 6 smifa ayrilir ve

proteazlar hidrolazlar sinifindadir.

Oksido-rediiktazlar: Bu sinif, elektron transferi yapan enzimlerdir. Redoks
tepkimeleri kataliz eden tiim enzimleri icine alr yani oksidasyon-rediiksiyon

reaksiyonlarmi katalizler.

Transferazlar: Bu sinif, gruplar arasi transfer yapan reaksiyonlari katalizler. Hidrojen

hari¢ atom veya atom grubunun bir molekiilden digerine aktarilmasini saglarlar.

Hidrolazlar: Asitanhidrit, eter, glikoz, peptid, ester, C-O, C-N, C-C bag kisimlarini
hidrolize ederler. Kompleks yapidaki molekiillerin baglarini sindirim reaksiyonlarinda

oldugu gibi su ile parcalarlar.

Liyazlar: Susuz ortamdaki bir grubu koparirlar. Ornegin C-C bag1 aldolaz enzimiyle

yikilabilir. Ayrica, C-O ve C-N bagini yikan tiim enzimler de bu gruba dahildir.

Izomerazlar: Molekiil ici gruplar arasi transfer yapan enzimlerdir. Molekiillerde

yapisal veya geometrik olarak ayarlamalar1 yeniden katalize eder.

Ligazlar: Bu smif enzimler, dehidrasyon reaksiyonlarini katalizlerken ATP yikimi
meydana getiren enzimlerdir. Substrat molekiillerinin birbirine baglanmasmi enerji
kullanarak yapar; Ornek verecek olursak aminoasitlerin ve yag asitlerinin

aktiflesmesini soyleyebiliriz.

2.1.2. Proteazlar

Hiicre metabolizmasinda bir¢cok reaksiyon meydana gelmektedir. En onemlisi
hidroliz reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlar i¢in en dnemli enzim proteazdir. Proteazlar,
proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimler olup proteinaz veya
peptidaz olarak da bilinirler. Dogada hayvansal, mikrobiyal ve bitkisel artiklarin

par¢alanmasinda rol oynarlar ve bu sebeple besin dongiisii saglamaktadirlar. Sindirim



sisteminde bol bulunan bir enzim olup genellikle pankreas ve midede iiretilmektedirler

(Aoki ve ark., 1995; Fersht, 1998).

Diger enzimler gibi proteazlar da protein yapisindadirlar ve belli pH ve sicaklik
araliginda verimli olarak ¢aligmaktadirlar. Proteazlar enzimlerin kompleks bir grubunu
olusturular ve farkli fizikokimyasal ve katalitik Ozelliklere sahiptirler. Proteaz
enziminin sentezinden sorumlu olan hiicresel kontrol mekanizma tam olarak
bilinmemekle beraber alkali proteazlarn iiretimi amino asit veya amonyum gibi hizli
bir sekilde metabolize edilebilen azot kaynaklar1 ile baskilanmaktadir. Kiiclik sekerler
ve mineraller de enzim sentezini etkilemektedir. Endiistriyel islemlerin maliyetini
digirmek i¢in potansiyel proteaz kullanomi ve maksimum enzim iiretimi

amaglanmaktadir (Fersht, 1998; Kaur ve ark., 2001).

Proteazlarim kullanim alanlar1 genis olup camasir deterjanlarmin iiretimi,
fotografcilik, deri, bira, et, siit, ilag, organik sentezler ve atik muamelesinde
kullanilmaktadir (Kiran ve ark., 2006). Proteazlar, gogunlukla mikroorganizmalardan
elde edilirler. Bitkisel, hayvansal ya da kimyasal olarak iiretilen enzimlere gore
mikrobiyal enzimler 6nemli avantajlara sahiptirler. Mikrobiyal enzimlerin katalitik
aktiviteleri ¢ok yiiksektir, istenmeyen yan {iriinler olusturmazlar, daha istikrarli ve
ucuzdurlar, ayrica tek bir {liretim siirecinde ¢ok fazla miktarda iiretmek miimkiin

olmaktadir (Zeman ve Mcrea, 1985).

Proteazlarm karsilastirilmasinda bakteriyel proteazlarin, hayvansal ve fungal
proteazlardan daha etkin oldugu goriilmiistiir (Banerjee ve ark., 1999). Maya, kiif ve
bakteri gibi kaynaklardan elde edilen proteazlar, ayrica da Bacillus cinsi bakteriler
tarafindan iiretilenler biyoteknolojide daha c¢ok tercih edilmektedir (Kalisz, 1988;
Singh ve ark., 2000). Ciinkii farkli farkl alanlardan izolasyonlari ¢ok daha kolaydir.
Bununla birlikte Bacillus, hem kompleks hem de sentetik besi ortaminda
gelisebilmektedir. Ayrica Bacillus tiirleri post-eksponansiyal ve durgunluk fazlarinda
da ekstraselliiler proteazlar iiretebilmektedir (Mabrouk ve ark., 1998; Singh ve ark.,

2000).



Enzim verimini en iyi sekilde elde etmek icin, ya mutasyonla yeni mutantlar
elde edilmekte ya mikroorganizma dogrudan izole edilmekte ya da iiretim ortaminin
degistirilmesi yoluna gidilmektedir. Ozellikle besin ortaminda bulunan inorganik
tuzlar, karbon ve nitrojen kaynaklar1 ve diger biiylime faktorleri, bakterilerin enzim

tiretme kapasiteleri izerinde onemli etkiye sahiptir (Khalil ve ark., 2003).

Proteolitik enzimler diinyada deterjan endiistrilerinde en cok kullanilan
enzimlerdir. lyi bir deterjan enzimi oksitleme ajani ve agarticilarla birlikte mevcut
durumunu koruyabilmelidir. Ticari olarak kullanilan enzimlerin biiylik bir kismi bu
ozellige sahip degildir. Bu nedenle deterjanlarin bu 6zelligi i¢in rekombinant DNA
teknolojisi kullanilmaktadir. (Yang ve ark.,2000; Oberoi ve ark., 2001). Bir¢ok
endiistriyel alanda kullanilmakta olan alkali proteazlar genis pH ve sicaklik

araliklarinda kararlidir. Proteazin yillik kullanim oranlar1 su sekildedir:

Tablo 2.1. Proteazlarin yillik kullanim oranlar1

Enzim Pazar pay1 (%)
Alkali Proteazlar 25
Diger Proteazlar 21
Amilaz 18
Reninler 10
Analitik enzimler 10
Karbohidrolazlar 10
Lipaz 3
Tripsin 3

Proteazlar, reaksiyonlara gore ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar olmak iizere
iki tiirdiir. Bu iki grubun 6zellikleri enzimlerin substratta etkili olduklar1 bolgedir
(Mahler ve Cordes, 1966). Proteazlar katalitik mekanizmalarina gore; serin proteazlar,
sistein proteazlar, aspartik proteazlar ve metallo proteazlar seklinde ve aktivite
gosterdikleri pH araligina gore de asidik proteazlar, ndtral proteazlar ve alkali
proteazlar olarak smiflandirilmiglardir  (Singh ve ark.,2000). Proteazlarin

smiflandirmadaki yeri Tablo 2.2.’de verilmistir.



Tablo 2.2. Proteaz smiflandirilmasi

Proteaz E.C. sayis1
Ekzopeptidaz 34.11
Aminopeptidaz Dipeptidil peptidaz 34.14
Tripeptidil peptidaz 34.14
Karboksipeptidaz Serin proteaz 3.4.16-3.4.18
Metaloproteaz Sistein proteaz 3.4.16
Peptidil dipeptidaz 3.4.17
Dipeptidaz 3.4.18
Omega peptidaz 3.4.15
Endopeptidaz Serin proteaz Sistein 3.4.13
Protez
Aspartik proteaz 3.4.19
Metalo proteaz 3.4.21-3.4.34
Endopeptidaz (bilinmeyen katalitik 3.4.21
mekanizmanin) 3.4.22
3.4.23
3.4.24
3.4.99

2.1.2.1. Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar, aminopeptidazlar (amino ug¢ baglarini hidroliz eden) ve
karboksipeptidazlar (karboksil u¢ baglarini hidroliz eden) olmak iizere ikiye ayrilir
(Gheorghiu Alpan, 2008). Aminopeptidazlar ve karboksipeptidazlardan baska iki
ekzopeptidaz ~ grubu daha tanimlanmaktadir. Bunlar  dipeptidazlar  ve

omegapeptidazlardir (Silverthorn, 2004; Rao ve ark., 1998).

Aminopeptidazlar: Aminopeptidazlar, polipeptid zincirinde bulunan serbest N ucuna
atak yapmaktadirlar. Mikroorganizmalarin genelinde bulunmaktadir. Hiicre i¢i enzim
olarak bilinirler fakat A. oryzae tarafindan {iretilen aminopeptidaz hiicre digidir.
Bakteri ve funguslardan iiretilen aminopeptidazlarin substrat spesifisiteleri, hidroliz
tiriinlerinin profilleri temel alindiginda farkli olabilmektedir. Ornegin, E. coli’den
tiretilen aminopeptidaz I 400 kDa’luk biiyiik bir proteazdir. Optimum pH’s1 7.5-10.5

2+ >

arasindadir ve optimum aktivite igin Mg** ya da Mn** ’a ihtiyag duyarlar. Bacillus



licheniformis aminopeptidazin ise, molekiil agirligi 34 kDa’dur ve aktivitesi Co**
iyonlar1 varliginda artar. Diger taraftan, B. stearothermophilius aminopeptidaz II bir
dimerdir ve molekiil agirligi 80-100 kDa arasinda olup, Zn** , Mn** ve Co** iyonlar1

tarafindan aktive olmaktadir (Rao ve ark., 1998; Gheorghiu Alpan, 2008).

Karboksipeptidazlar: Karboksipeptidazlar enzimlerin aktif bolgesindeki aminoasit
cesitlerinin yapisima gore ii¢ ana gruba ayrilirlar. Bunlar; serin karboksipeptidazlar,
metallo karboksipeptidazlar ve sistein karboksipeptidazlardir. Penicillium sp.,
Saccharomyces sp. ve Aspergillus sp.’den izole edilen serin karboksipeptidazlarin
substrat spesifisiteleri aynidir fakat optimum pH, stabilite, molekiiler agirlik ve
inhibitorlerin etkisi gibi diger 6zellikleri farklhidir. Saccharomycessp.,ve Pseudomonas
sp.’den izole edilen metallo karboksipeptidazlar aktiviteleri i¢in Zn>* ya da Co**
iyonuna ihtiya¢ duyarlar. Sistein karboksipeptidazlar, aktif bolgelerinde sistein
aminoasidi icerirler (Rao ve ark., 1998; Szecsi ve ark., 1992). Baz1 ekzopeptidazlarin
tepkime mekanizmalar1 tam olarak agiklanamadigindan alt grup olarak da
smiflandirilmiglardir. Farkh 6zelliklerde omegapeptidazlar gruplari da vardir. Bunlar;

ubiquitinil hidrolazlar, piroglutamil peptidazlar ve gama-glutamil hidrolazlardir.

2.1.2.2. Endopeptidazlar

Endopeptidazlar mekanizmalarina gore dort gruba ayrilirlar; sistein proteazlar
(E.C. 3.4.22), aspartat proteazlar (E.C. 3.4.23), serin proteazlar (E.C. 3.4.21) ve
metallo proteazlar (E.C. 3.4.24). Endopeptidazlar i¢ kisimlarda bulunan peptit
baglarini hidroliz ederler (Tanksale, 2001).

Serin proteazlar: Serin proteazlar, alkalin pH civarinda maksimum aktivite gosteren
proteazlardir. Bu 6zelliklerinden dolay1 ¢ok farkli endiistriyel alanlarda uygulamaya
tabil tutulan enzimlerdir. Serin proteazlar DFP (diizopropilflorofosfat) ve PMSF
(fenilmetilsulfonilflorid) ile baskilanan enzimlerdir. Molekiil agiriliklar1 18-35 kDa
araliginda ve alkali pH civarinda maksimum diizeyde aktiftirler ve substrat ¢esitliligi

fazladir (Rao ve ark., 1998).



Sistein proteazlar: Tiyol poteazlar olarak da bilinen bu grup serin protezlar gibi
ozellik gosterirler. Bu grup hiicresel proteinlerin doniisiimiinde gorev alan hiicre igi
proteazlardir. Sistein proteazlar agir metal iyonlar1 ve okside edici ajanlarla etkisi

baskilandigindan 6nemli enzimlerdir (Kenny, 1999).

Aspartat proteazlar: Asit proteazlar olarak bilinen bu grup diisiik pH degerlerinde
aktiftirler. Reaksiyon mekanizmalar1 karmasiktir. Molekiil agirliklar1 30-45 kDa
arasindadir. En bilinen 6rnegi pepsin olup katepsin D ve E ile renin aspartat

endopeptidazlar diger bilinen 6rnekleridir (Szecsi ve ark., 1992).

Metallo proteazlar: Etki mekanizmalari farklilik gésteren enzimlerdir. Cinko proteaz
olarak bilinirler. Aktivite gosterebilmeleri icin divalent katyonlara gerek duyarlar.

EDTA gibi, selat yapici ajanlar tarafindan inhibe edilirler (Tanksale, 2001).

2.1.3. Proteaz kaynaklar

Proteazlar, bitkilerden, hayvanlardan ve mikroorganizmalardan elde
edilebilmektedirler. Bu nedenle kaynaklarina gore; bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal

olmak tizere ii¢ farkli yoldan elde edilebilirler.

2.1.3.1. Bitkisel kaynaklar

Bitki kaynakli tiim proteazlar ayni1 gruba aittirler ve aktif merkezlerindeki
sulfidril gruplar1 ile karakterize edilirler. Bu sulfidril gruplar1 enzimlerin
aktivitesinden sorumludur (Uhlig, 1998). Genellikle bu proteazlar tropikal bitkilerden
elde edilmektedir. Papaya (Carica papaya), ananas (Anana sativa), bazi Ficus tiirleri
(F. carica, F.glabrata), enginar (Cynera cardunculus) ve soya fasulyesi (Soya

hispidus) bilinen en gii¢lii bitkisel proteaz kaynaklaridir (Ward,1985).

2.1.3.2. Hayvansal kaynaklar

Hayvansal kaynakli proteazlar; pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve

renindir. Bu tiir proteazlar protein hidrolizatlar1 iiretiminde, gida sanayisinde, deri



endiistrisinde, et ve balik atiklarmm gideriminde ve tipta kullanilmaktadir.
Pankreastan salgilanan tripsin, ince bagirsaktaki proteinleri pargalayic1 ozellige
sahiptir. Genellikle bakteriyel ortamin hazirlanmasinda ve bazi 6zel tibbi
uygulamalarda kullanilir. Hayvansal pankreatik ekstraktlarda bulunan kimotripsin bir
sindirim enzimidir. Serin proteaz olan bu enzim peptid baglarini fenilalanin, tirozin ve
triptofan aminoasitlerinden sonraki karboksil gruplarindan hidrolizler. Pahali bir
enzim olup yalnizca tanilama ve analitik uygulamalarda kullanilmaktadir (Rao ve ark.,
1998). Diger bir enzim olan pepsin, gida proteinlerini peptidlere parcalamaktan
sorumludur ve hemen hemen tiim omurgalilarin midelerinde ana hiicreler tarafindan
salgilanan asidik bir proteazdir. Pepsin bir aspartik proteazdir ve pH 1-2 arasinda
optimum aktivite gostermektedir. pH 6’nin iizerinde aktivitesini kaybeder ve iki
hidrofobik aminoasit arasindaki peptid baglarmimn hidrolizini saglar. Siitii pihtilastiran
enzim olan renin, anne siitiinii sindirmek i¢in her memelinin midesinde iiretilen dogal
bir enzimdir (Fankhauser, 2007). Biitiin siit veren memelilerin midelerinde inaktif pro-
renin olarak bulunan renin, pepsine benzer bir proteazdir. Pepsin isleviyle ya da kendi
kendine katalizle aktif renine doniigiir. Siit endistrisinde siit kazeininin

coktiiriilmesinde ve lor iiretiminde kullanilmaktadir (Rao ve ark., 1998).

2.1.3.3. Mikrobiyal kaynaklar

Giintimiizde daha ¢ok tercih edilen proteaz kaynagi mikrobiyal proteazlar olup
bitki ve hayvan kaynakli proteazlara gore daha ¢ok tercih edilmektedirler (Kiran ve
ark., 2006). Mikrobiyal proteazlarin en dnemli gruplari; serin-, metallo- ve karboksil
proteazlardir. Ayrica literatiirde ‘jelatinaz’, ‘keratinaz’, ‘kazeinaz’ seklinde yapilan
smiflandirmalara da rastlamak miimkiindiir (Novel ve ark., 1963). Fungus orijinli
proteazlar1 lireten mantarlar, bakterilerden daha genis kapsamli enzim iireticileridirler.
Ayrica fungal proteazlar pH 4-11 gibi genis bir pH araliginda aktivite gosterirler.
Fungal proteazlar, bakteriyel enzimlerden diisiik reaksiyon hizina ve diisiik bir sicaklik
toleransma sahiptirler. Ozellikle peynir endiistrisinde dar pH ve sicaklik
spesifisitesinden dolayr kullanilirlar (Rao ve ark., 1998; Uhlig, 1998). Fungal
proteazlar hem endo hem de ekzopeptidazlar olup, ¢ok genis g¢esitlilikte
salgilanabilmektedirler (Gripon, 2003). Virus kaynakli proteazlar, ozellikle virus

proteinlerine olan hassasiyetleri dolayisiyla 6nemlidirler. Viral proteazlarm ii¢ boyutlu
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yapist ve sentetik inhibitorler ile etkilesimi onemlidir. Serin, aspartik ve sistein
peptidazlar degisik virlislerde bulunmaktadirlar. Virus kaynakli peptidazlarin hepsi
endopeptidazlardir (Babe ve Craik, 1997).Bakteri orijinli proteazlar, biiyiik
polipeptidlerin daha kii¢lik peptidlere ve amino asitlere hidrolizine yardime1 olurlar,
bdylelikle onlarin hiicre tarafindan absorpsiyonunu kolaylastirirlar. Hiicre dis1
enzimler, onlarin depolimerlesme aktivitesinden dolay1 beslenmede biiylik bir rol
oynar. Hiicre i¢i proteazlar hiicrede uygun protein doniisiimiinii yapmaya katkisiyla
bilinirler. E.coli’de, lon geni tarafindan iiretilen ATP-baglh proteaz La, anormal

proteinlerin hidrolizinden sorumludur (Celik, 2006).

2.1.4. Endiistriyel acidan alkali proteazlar

Proteazlar endiistriyel agidan bu grupta olup; deri, ilag, bira, deterjan, et,
fotografcilik ve siit gibi daha bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu alanlarda kullanilan
proteazlar, bakteri, fungi ve bocekler gibi ¢esitli kaynaklardan temin edilmektedir
(Anwar ve Saleemuddin, 1998). Proteazlarin iiretimleri asamasinda metal iyonlarimin
(Cu?*, Zn**, Ca?*, Ag**, Pb’*, Hg?") ve surfaktanlarin uyarici bir etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Proteazlar yiiksek pH ve sicaklikta aktivitelerini en iist diizeyde
gostermesi endiistriyel uygulamalar i¢in elverisli enzimlerdir (Anwar ve Saleemuddin,

1998; Gheorghiu Alpan, 2008; Kumar ve Takagi, 1999).

2.1.4.1. Siit teknolojisinde alkali proteazlar

Peynir ve siit iirlinlerinin yapiminda en ¢ok kullanilan mikroorganizma grubu
laktik asit bakterileridir (Thomas ve Mills, 1981). Peynir iiretimi sirasinda siitiin
asitlenmesi ve peynirin olgun haline gelmesinde gorevlidir ve peynirin lezzetinde
katkis1 vardir. Son zamanlarda fermentasyon bakterileri ile yapilan caligmalar
artmistir. Bu asitler besinlerin fermentasyonu i¢in kullanilmaktadir. Proteazlar siit ve
driinlerinin diginda, meyve suyu, bebek mamasi vb. iiriinlerin iiretiminde yer

almaktadir (Anwar ve Saleemuddin, 1998).
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2.1.4.2. Deri endiistrisinde proteazlar

Deri {iizerine yapilan tiim iglemlerde (yikama, kil temizligi vb.) degisik
proteazlar kullanilmaktadir. Bu sayede derilerin yiizeyi daha diizgiin hale gelmektedir.
Gegmiste deri islemi i¢in kullanilan kire¢leme gibi yontemlerinin yerini daha ucuz ve
zararsiz oldugu i¢in enzimler almaktadir (Afsar, 2008). Alkali proteazlar nitelikli deri

iretilmesine imkan saglamaktadir (Anwar ve Saleemuddin, 1998).
2.1.4.3. Deterjan endiistrisinde alkali proteazlar

Deterjan iiretiminde ilk kullanilan enzim proteazdir. Deterjanlar farkli enzimler
icerir boylelikle tiim lekelerin ¢ikarilmasina imkén saglar. Enzimlerin pH 12 gibi alkali
kosullarda etkilerini gdstermesinden dolay1 deterjanlarda katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Demain ve Solomon, 1981). Enzimlerin temizleme 6zelliginin fazla
olmasi, fiyatlarmin diisiik olmasi bu endiistri alaninda kullanilmasini saglamistir. Bu
alanda kullanilanlar 6zellikle Bacillus proteazlaridir. Her ¢esit deterjanlarda (¢camasir,
bulasik vb.) kullanilmakta olup protein icerikli lekelerin giderilmesini saglamaktadir

(Maurer, 2004).

Yikama verimini arttiran proteazlar, enzimin karakterine bagli olarak daha
diisiik sicakliklarda ve daha diisiik stirelerde temizlik saglayabilmektedir. Proteazlar
ozellikle zor lekelerin giderilmesinde etkilidir. Amilaz ve lipazlarla birlikte
kullanildig1 zaman yemek lekelerinin ¢ikarilmasinda daha etkilidir. Ayrica, kontak
lenslerin temizlenmesini saglayan deniz solucanlarindan iiretilen proteazlar mevcuttur
(Aehle, 2004; Orhan, 2003; Oztiirk, 2004). Deterjanlar i¢in en uygun enzim, yiiksek
pH da ve 65°C sicaklikta ¢alisilabilme 6zelligine sahip olmali ve oksitlenmeye karsi
dayanikli olmalidir. Az miktarda bile etkisini gosterebilmelidir. Deterjan tiretimindeki
proteazlar, pH 8-10 degerlerinde ve protein lekelerini ¢ikarabilme 6zelliginde olmasi

gerekmektedir (Demain ve Solomon, 1981).
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2.1.4.4. Gida sanayisinde proteazlar

Gida alaninda enzimlerin kullanimi ¢ok eskidir. Giiniimiizde proteazlar peynir,
ekmek yapimi gibi ¢esitli amaglar i¢in kullanilmaktadir (Aehle, 2004). Bacillus
subtilis 'ten iiretilen proteazlar biskiivi, kek ve kraker yapiminda kullanilmaktadir. Bu
proteazlar hamurlarin yumusamasini geciktirir (Celik, 2006; Fadiloglu ve Erkmen
2004). Ayrica iiriinlerin tat ve aromasinda da etkilidirler (Krajewska, 2003; Uhlig,
1998).

2.1.4.5. Kozmetik ve ila¢ sanayisinde proteazlar

Proteazlarm, kozmetikte kullanimi artis gostermektedir. Cilt ve sa¢ bakimi
alaninda uygulanmaktadir. Ayrica tiiylerin yok edilmesinde ve dis macunlarinda
kullanilmaktadir. saglayan iirlinlerde ve kontak lens soliisyonlarinda kullanilmaktadir
(Langmaier ve ark., 2002). Proteazlarm genis spesifisitesi ve ¢esitliligi tedavi edici
ajanlarin gelisiminde biiyiik bir avantaj olarak kullanilir. Subtilisin ya da kollejenaz
yanik ve yara tedavisinde, antibiyotiklerin genis bir aralikta kullanimiyla kombine
edilerek kullanilmaktadir. E.coli’den izole edilen asparajinaz lemfositik 16semilerin
cesitli formlarinda kan akisindan asparajini elimine etmek i¢in kullanilmaktadir
(Gupta ve ark., 2002; Kurdya ve Simonenko 1994; Rao ve ark., 1998). Seker
hastalarinda yaralarin ge¢ iyilesmesine karsi proteaz absorban ortu tedavisinde
metalloproteaz inhibitorleri kullanilarak, yaralarin kronik halden akut hale ge¢mesi

saglanmistir (Lobmann ve ark., 2005).

2.1.5. Tez cahismasinda kullanilan Bacillus subtilis’in ozellikleri

Kirpikli bir basil oldugu i¢in hareketli, sporlar1 oval ve subterminaldir.
Kapsiilsiiz, gram pozitif, aerop, oda sicaklig1 ve zenginlesmemis besiyerinde rahatlikla
ireyebilen, R tipi koloniler yapan saprofit yani dogada yaygin olarak bulunan bir
basildir. Vejetatif sekilleri dayaniksiz olup, sporlar1 bazen kaynama derecelerinde
birkag¢ saat dayanabilirler. Toz, toprak, su gibi temel alanlarda yerlestiklerinden besin
maddelerine kolaylikla bulasirlar. Saprofit bir bakteri olmakla beraber doku igine veya

g6z i¢ine bulasarak enfeksiyonlara ve bazi besin zehirlenmelerine neden olabilir
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(Coleman ve Elliott, 1962; Demain ve Solomon, 1981). Ozellikle siitte cogaldiklar1
zaman kazeini parcalayarak zehirli maddeler ag¢iga c¢ikarrlar. Diger besin
maddelerinde iiredikleri zaman toksin olustururlar. 2-18 saat arasinda ekmekte
ipliklenmeye neden olan bir bakteridir. Ozellikle eksi mayayla yapilan ekmeklerde

goriiliir (Demain ve Solomon, 1981; Gessesse, 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Calismamizda kullanilan malzemeler firma markalari ile birlikte;
- Pepton (Marka:Sigma),
- Et Ekstrakti1 (Marka:Sigma),
- Bakto Tripton (Marka:Sigma),
- BaktoSoyton (Marka:Sigma),
- Bakto Agar (Marka:Sigma),
- NaCl (Sodyum Kloriir) (Marka:Merck),
- CH3COOH (Asetik Asit) (Marka:Merck),
- CCICOOH (Trikloroasetik Asit) (Marka:Carlo Erba),
- CH3COONa (Sodyum Asetat) (Marka:Carlo Erba),
- H3BOs (Borik Asit) (Marka:Merck),
- NaOH (Sodyum Hidroksit) (Marka:Carlo Erba),
- CsH 203N (Siit Kazeini) (Marka:Merck),
- (( NH4)2SO4) (Amonyum Siilfat) (Marka:Teknik),
- Tris-HCI (Marka:Merck),
- HCI (Hidroklorik Asit) (Marka:Merck),
- BSA (Marka:Sigma),
- Trosin (Marka:Sigma),
- BCA (Marka:Sigma),
- NaCOs. H20 (Sodyum Karbonat) (Marka:Merck),
- C4HsNaxOg (Sodyum Tartarat) (Marka:Merck),
- NaHCOj; (Sodyum Bikarbonat) (Marka:Merck),
- CuS04.5H20 (Bakir Siilfat) (Marka:Merck),
- Cs3HsNO (Akrilamit) (Marka:Biorad),
- Bis-akrilamit (Marka:Biorad),
- Tris (Marka:Merck),
- [C12H2504SNa] (SDS) (Marka:Sigma),
- [ (NH4)2S5:05] (APS) (Marka:Sigma),
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- TEMED (Marka:Biorad),

- Cs3HgOs (Gliserol) (Marka:Merck),

- (GHeOS (B —Merkaptoetanol) (Marka:Merck),

- Bromfenol mavisi (Marka:Merck),

- CHsNO»(Glisin) (Marka:Merck),

- Coomassie parlak mavisi (Marka:Sigma),

- CH3OH (Metanol) (Marka:Merck),

- Distile Su,

- Nessler Reaktifi (Marka:Fluka),

- Diyaliz Bandi (Ozellik:¢ap:16 mm, Kapasite: 60ml/ft) (Marka:Sigma),
- Mavi Bant Stizge¢ Kagidi1 (Marka:Filtrak),

- DEAE Sefaroz Anyon Degistirici (Marka:Sigma)

seklinde siralanmaktadir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismamizda kullanmis oldugumuz cihazlar ise markalar1 ile birlikte su sekilde

siralanmaktadir:

- Julabo SW marka Su Banyosu,

- Clifton marka Su Banyosu,

- Hereus Christ UJ IIT (25000dev/dak) marka Santrifiij cihazi,
- Oerling Na 264 marka Hassas Terazi,

- IKA-Schiitter -Mas 2 marka Manyetik Karistirict,

- Hewlett Packard -8452 A marka UV Spektrometre,

- NEL marka pH metre (NEL),

- EC-120 marka SDS-PAGE Elektroforez Cihazi,

- Edmund Biihler marka Calkalayici,

- Elektro-mag marka Etiiv,

- Hirayama marka Otoklav.
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3.3. Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

Calismada kullanilan ¢6zelti ve tamponlarin elde edilme sekli asagida yer almaktadir.
Sodyum-Borat Tamponu 1 (0,135 mol/l): 1 It distile suda 10,8 g sodyum hidroksit
ve 30,9 g borikasit ¢ozdiiriilerek elde edilmistir.

Sodyum-Borat Tamponu 2 (0,01mol/l; pH:10,5): Sodyum-Borat Tamponu A’dan
74 ml almmis 1 litreye tamamlanmis ve ph’t 0,IN sodyum hidroksit ile 10,5’e
ayarlanmistir.

Sodyum-Borat Tamponu 3 (0,01 mol/l; pH: 9,3): Sodyum—Borat Tamponu A’dan
74 ml almmis 1 litreye tamamlanmis ve ph’t 0,IN sodyum hidroksit ile 9,3’e
ayarlanmistir.

Tris-HCl Tamponu (0,5 mol/l; pH: 7,2): 1 litre distile suda 79,8 g Tris-HCl
¢Ozdiirtilmiistiir ve 0,1N sodyum hidroksit ile ph’1 7,2’ye ayarlanmistir.

Sodyum Kloriir Cozeltisi (1 mol/l): 1 litre distile suda 58,44 g sodyum kloriir
¢Oziinmesi ile elde edilmistir.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (0,1N): 1 It distile suda 4 g sodyum hidroksit ¢oziinmesi
ile elde edilmistir.

Hidroklorik Asit Cozeltisi (IN): 8,28 ml hidroklorik asit’in 100 ml’ye
tamamlanmastyla elde edilmistir.

Siit Kazeini Substrat Cozeltisi 1 (% 0,6 Ag/hacim): Sodyum-Borat Tamponu B ile
6 g siit kazeinin 1 litreye tamamlanmasiyla elde edilmistir.

Siit Kazeini Substrat Cozeltisi 2 (% 0,6 Ag/hacim): 100 ml 0,1N sodyum hidroksit
cozeltisinde 6 g siit kazeini ¢ozdiiriilmiis tizerine 400 ml distile su ve 40 ml Tris-HCI
tamponu eklenmistir. Elde edilen ¢ozeltinin ph’1 1N hidroklorik asit ¢ozeltisi ile
7,2’ye ayarlanmis ve distile su ile 1 litreye tamamlanmaistir.

TCA Kansim Cozeltisi 1 (0,11 mol/l TCA; 0,22mol/l Sodyum asetat; 0,33mol/l
Asetik asit): 31,4 ml asetikasit, 17,97 g TCA ve 29,94 g sodyum asetat’in karistirilip
distile su ile 1 litreye tamamlanmasiyla elde edilmistir.

TCA Karnsim Cozeltisi 2: 220 ml hazirlanan sodyum asetat ve 330 ml asetik asit
cozeltilerinin tamamu ile %50 (Ag/hacim)’lik TCA ¢6zeltisinin 36 ml’si karistirilmas,

karigim distile su ile 1 litreye tamamlanarak elde edilmistir.
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Asetik Asit Cozeltisi (1 mol/l): 31,43 ml asetik asit’in distile su ile 330 ml’ye
tamamlanmasiyla elde edilmistir.

Sodyum Asetat Cozeltisi (1 mol/l): 29,94 g sodyum asetat’in distile su ile 220 ml’ye
tamamlanmasiyla elde edilmistir.

TCA Cozeltisi (%50 Ag/hacim): 50,5 g TCA’nin distile su ile 100 ml’ye
tamamlanmasiyla elde edilmistir.

Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler:

Cozelti A: 1 g BCA, 2 g sodyum karbonat, 0,16 g sodyum tartarak, 0,4 g sodyum
hidroksit ve 0,95 g sodyum bikarbonat 100 ml distile suda ¢6ziilmiis sodyum hidroksit
veya sodyum bikarbonat ile pH’111,25¢ ile ayarlanarak elde edilmistir.

Cozelti B: 4 g bakir stilfat’in 100 ml distile suda ¢oziilmesiyle elde edilmistir.
Cozelti C: Cozelti A’nin 100ml’si ile Cozelti B’nin 2 ml’si karistirilarak elde

edilmistir.
SDS-PAGE Cozeltileri:

Monomer cozeltisi: 58,4 g Akrilamit ve 1,6 g Bisakrilamit’in 200 ml distile suda
¢Oziinmesiyle elde edilmistir.

4A Ayiric1 Jel Tamponu (1,5 M Tris-Cl, pH: 8,8): 36,3 g Tris distile su ile 200 ml’ye
tamamlanarak hidroklorik asit ¢6zeltisi ile pH’1 8,8°e ayarlanarak elde edilmistir.

4A Yigin Jel Tamponu (0,5 M Tris-Cl, pH: 6,8): 3 g Tris bir miktar distile su ile
¢oziiliip pH 6,8’e ayarlanmis ve distile su ile 50 ml’ye tamamlanarak elde edilmistir.
%10’luk SDS Céozeltisi: 100 ml distile suda 10 g SDS ¢oziilerek elde edilmistir.
%10’luk APS Cozeltisi: 1 ml distile suda 0,1 g APS coziilerek elde edilmistir.

2A Ornek Tamponu: 2,5 ml 4A Yigm Jel Tamponu, 4 ml %10’luk SDS ¢ozeltisi, 2
ml gliserol ve 1 ml B-Merkaptoetanol karistirilip 10ml’ye distile su ile tamamlanarak
elde edilmistir.

Tank Tamponu: 3 g Tris, 14,4 g glisin 10 ml SDS ile karistirilip distile su ile 1 litreye
tamamlanarak elde elde edilmistir.

Coomassie Blue Stain: 1 g Coomassie parlak mavisi, 50 ml metanol, 10 ml asetik asit

ile karistirilip distile su ile 1 litreye tamamlanarak elde edilmistir.
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Jel Destain: Metanoldan 25 ml veasetik asitten 50 ml alip distile su ile 500 ml’ye

tamamlanarak elde edilmistir.

3.4. Metot

Calismamizda ayrma ve enzim saflagtirma yontemleri olarak; Diyaliz-
Santrifiijleme-Coktiirme-Iyon Degistirme Kromatografisi kullanilmistir.
Saflagtirilmis enzimden molekiil agirliginin tayininde ise SDS-PAGE yontemi

kullanilmastir.

3.4.1. Santrifiijleme

Biiyiik molekiiller olan enzimler de ultrasantrifiij araciligiyla olusturulan
yiiksek santrifiij durumlarinda ¢oktiiriiliirler. Enzimin tanecikleri degisik faktorlere
bagl olarak (molekiil sekline, bliyiikliigline ve ¢ozeltinin viskozitesine vb.) ¢cokme
hizina sahiptir. Ancak genellikle molekiil agirligi fazlalastikca ¢cokmede hiz orani
artmaktadir. Kullanilan yontem enzimi saflagtirmada siklikla kullanilan enzimi ayirma
yontemidir. Bu yontem kiiclik hacimlerin ultrasantrifiijii icin en uygun olamdir.
Genellikle santrifiijleme yontemi, ¢okeltileri veya izole etme esnasinda ¢oziinemeyen
maddeleri ¢okeltiden uzaklastirma icin kullanilan yaygm bir yontemdir (Jonsson ve
Martin, 1965). 0.5 mm yarigapida olan bakteride ¢cokelme 1mm/saat’ten daha az bir
orana sahiptir. Bundan dolay1 bakterilerin s1v1 besi yerlerinden ayirmakadina en uygun
ve ekonomik yol santrifiijdiir (Bugg, 1996). Caligmamizda 12000-20000 devir/dakika

hizinda santrifiij islemi yapilmistir.
3.4.2. Coktiirme

Tuzla c¢oktiirme proteinlerin konsantre edilmesinde ve saflastirmasinda
kullanilan yontemdir. Ortama eklenen yiiksek tuz konsantrasyonlar1 proteinlerin bir
araya gelmelerine ve ¢dzeltiden ayirarak ¢oziiniirligii saglamaya neden olur (Bugg,
1996). Saf suda ¢oziiniirliigli az olan biiyiik molekiiller iyon ilavesi ile yiikleri
dagitilarak ¢oziiniirliikleri arttirilir. Boylece iyonik siddet belirli degeri asar ve yiiklii

olan molekiil ¢coker. Bu islem i¢in genellikle ¢oziiniirliigii yiiksek, etkin, pH’1 az
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etkileyen, fazla 1sinmaya neden olmayan ve ekonomik olarak ucuz olan amonyum
stilfat kullanilir. Coktiirme i¢in kullanilan amonyum siilfat bazen istenmeyen bazen de
istenilen proteinleri ¢oktiirmeye yarar (Bugg, 1996). Bu metot c¢ozeltilerin hacmini
diisiirmek i¢in saflagtirma asamalarinin baslangicinda kullanilir. Coktiirme islemi
yapilmig olan enzim, tamponu kiiciik hacimli olanda yeniden ¢oziiliir (Jonsson ve
Martin, 1965). Calismamizda, amonyum siilfat ¢oktliirme yapilarak proteinler

¢Oktiiriilmiis ve ¢ozeltiden ayrilmistir.

3.4.3. Diyaliz

Islem sirasindaki tiipler elek gorevi gorerek agirligi 20000 olan molekiile sahip
proteinlerin gec¢isini saglamaktadir. Bu agirliktan biiylik olan molekiil agriligindaki
proteinleri ise tutmaktadir. Ayrica saflastirma islemleri sirasinda ¢Oktiirme sonrasi
ortamda kalan tuzlari, wufak molekiilli inhibitorleri ve organik coziiciileri
uzaklastirmak i¢in de iyi bir yontemdir (Jonsson ve Martin, 1965). Calismada, tuzlar

uzaklastirmak i¢in 60 ml/ft kapasiteli 16 mm ¢apinda diyaliz zar1 kullanilmastir.

3.4.4. iyon Degistime Kromatografisi

Protein molekiillerinin yiikiine dayanan bu yontemde zit yiiklerin elektrostatik
cekimi olmaktadir. Bu yontemde Oncelikle proteinler yiik ¢esidi (pozitif veya negatif)
sonra yiik kuvvetine (zayif veya kuvvetli) gore ayrilir. pH, net yiikiietkiler. Bu etki
ozelligi degistirici se¢iminde (anyon veya katyon) kullanilir. Kullanilan 6rnege, sulu
bir cozelti (diislik iyonik gii¢) uygulanir. Ayirmada konsantrasyon artmasiyla olusan
tuz degisim &lgiileriyle meydana getirilir. Iyon degistirici olarak genelde, Sefaroz,
Sefadeks ve Seliiloz, gibi malzemelerden olusur (Gerhartz,1990; Jonsson ve Martin,
1965). Bunlarin arasinda en fazla tercih edilen bir katyon degistirici Karboksimetil
(CM) Seliiloz ve anyon degistirici olan DEAE-Seliilozdur [OC2HSNH(C2HS5)2]. pH
6-8’de DEAE grubu yiiksek pozitif yiike sahiptir. Bu 6zelliginde dolay1 negatif yiike
sahip proteinlerin kromatografisinde DEAE-Seliilloz daha faydalidir (Price ve
Stevens,1982). Saflagtrma asamalarinda enzim, gerekli etkinin olacagi pH’daki ve
kiiclik iyonik siddetteki ¢ozeltideki iyon degistiriciye tatbik edilir. pH degisimi ile iyon

degistiriciye baglanan maddeler serbest birakilir (Gerhartz,1990; Jonsson ve
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Martin,1965). Proteinlerin kolondan gecirilmesi tuz konsantrasyonunun degisimi ile
meydana gelir. NaCl konsantrasyonu arttikca DEAE-Seliiloza baglanan protein, anyon
(Cl-) ile yer degistirir (Price ve Stevens,1982). Caligmada saflagtirma i¢in DEAE-

Seliiloz anyon degistiricisi olarak kullanilmistir.

3.4.5. SDS-PAGE

Molekiil agirliklar: proteinler icin hesaplanmasinda en fazla tercih edilen SDS-
PAGE yontemidir. SDS bir anyonik deterjandir. SDS molekiillerin bir¢ogu tek bir
protein molekiiliine baglanir, dogal yapisin1 farklilastirir ve proteine biiyiik bir negatif
yiik verir. SDS ile birlesen tiim protein molekiilleri ayn1 bicime ve ayni yiik/kiitle
oranina sahiptirler. SDS ile birlesen farkli proteinler poliakramid jel icerisinde
elektroforez ortaminda boyutlarna gore ayrilmaktadwr. Bu islemde proteinlerin
strtlinme degerlerine gore ayrilma meydana gelmektedir. Molekiil agirliklar1 biiyiik
olanlar jelde fazla ilerleyemez. SDS—Protein kompleks boyutu protein molekiil orjinal
boyutuna baglidir. Bu yiizden molekiil agirligi bilinen proteinler marker olarak
kullanilir. Bundan dolay1 o6l¢eklendirme yapilarak proteinin molekiil agirhgi

hesaplanir(Price ve Stevens,1982).

3.5. Bacillus Tiirlerinden Proteaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi

3.5.1. Bacillus Tiirii Bakterilerin Genel Ozellikleri

Bacillus tiirii bakteriler su, toprak, bitki, giibre ve hayvan vb. ortamlarda olan
hastalik yapmayan bakterilerdir. Kirpikli bir basil olduklar1 i¢in hareketlidirler. Gram
pozitif ve kapsiilsiiz olup besiyerinde rahatlikla iireyebilirler. Bakteriler seffaf ve
renksizdirler. Bu ozellikleri sayesinde baz1 boyama teknikleriyle yapilar1 ve sekilleri
incelenebilir. Boylelikle bakterilerin teshisi ve smiflandirilmalar1 yapilabilir.
Bakteriler, gram pozitif ve negatiftir (Coleman ve Elliott, 1962; Demain ve Solomon,
1981). Bacillus subtilis megatherium tiirii boyama sonrasinda kalin ¢gubuk (comak) ve
uzun sekildedir. Bakterinin ¢cogalmasi ve gelismesi i¢in gerekli maddeleri iceren
besiyerleri olusturulur. Sivi, kat1 veya 6zel gibi besiyerleri ¢esitleri mevcuttur. Sivi

ortam besiyerlerinde bakteri iiretmenin ¢esitli asamalar1 mevcuttur. Sivi besiyerine
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alinan bakteri kisa siirede ikiye boliinerek artmaya baglar.Cogalma asamasindan sonra
bakteri hizla iiremeye baslar. Uremenin artmasmdan sonra bunu logaritmik asama
takip eder. Bakterinin beslendigi besinler bittigi zaman boliinme hiz1 azalmaya baslar.
Bazi bakteriler bu asamada &liir. Olen ve yasayan bakteri hiicreleri arasinda bir denge
meydana gelir. Bu durum yasayan bakteri sayisiin sabit agamasina neden olur. Sabit
asamada iireme meydana gelmez. Olii bakteriler artmaya basladiginda canli
bakterilerin azalma asamasi meydana gelir. Sonraki asamada bakteri sayis1 azalmistir
ama bir kism1 uzun siire 6lmeden kalir. Bakteri tiliriiniin sporlu veya sporsuz olmasi
O0lmeden kalmasini1 saglar. Bunlardan sporlu bakteriler, asamanin sonunda spor
sekillerini alirlar boylece 6lmemeleri saglanir. Proteaz enzimi Bacillus tiirlerinin
sporlanmada ortaya ¢ikardigi iirlindiir. S1v1 besiyerlerinde bakteriler yiizeyde zar, dipte
¢cOkiintii ve homojen bir bulaniklik olusturacak sekilde iirerler. Bacillus subtilis

megatherium tiirii ylizeyde zar seklinde tirerler (Cetin., 1965).

3.5.2. Besiyerinin Hazirlanmasi ve Ekim Islemi

Et ekstraktindan 3 g ve peptondan 5 g almarak distile suyla 1 litreye
tamamlayarak sivi besiyeri hazirlanir. pH, 1M Na2CO3 ile 7 olarak belirlenmistir.
Sporlanmanin hizinmn artmasi i¢in 10 mg MnSO4.2H20 siv1 besiyerine eklenmistir.
Bakto soytondan 5 g, sodyum kloriirden 5 g, bakto triptondan 15 g, bakto agardan 15
g alinarak distile su ile 1 litreye tamamlanarak ve pH 7,3’e ayarlanarak kat1 besiyeri
ve egri kat1 besiyeri petri kabinda hazirlanmigstir. Besi yerleri sterilizasyon iglemi i¢in
15 dakika otoklavda 121°C’de tutulur. Kurutulmus Bacillus tiirleri ampullerde temin
edilmistir. Kirllma islemi ampullere uygulanmistir. Kirilma islemi olarak ampuliin ug
kismi ¢izilerek 1sitildi ve ani su eklemesi yaparak catlatilmistir. Bu islemden sonra s1vi
besiyerinden pipetle toplanan az miktardaki sivi, ampule zerk edilerek siispansiyon
haline getirilmistir. Siispansiyon sivinin hepsi alinarak sivi besiyerine katilmigtir.
Sonraki asamada azaltma metodu ile kat1 besiyeri petri kutusuna ekim yapilmistir.
Petri kutsunun arka tarafi cam kalem ile dorde boliinerek saat yoOniinde
numaralanmistir. Sivi besiyerinden igne yardimi ile alinan bakteriler, sirasiyla dorde
boliinen alanlara zigzaglar seklinde ¢izerek ekim yapilmistir. Ekim sonrasi tiremeleri
icin petri kutular1 37°C’deki etiivde ve 24 saat siiresince bekletilmistir. Ureyen

kolonilerden saf kiiltiir elde edilmistir. Kiiltiir eldesi i¢in igne ile tek koloniden alinan
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bakteri, egri kat1 besiyerine ekilerek 24 saat siiresince etiivde 37°C’de tutulmustur.
Orneklerden numune almarak farkli bir egri kati besiyerine ekilmistir. 48 saat
bekletilen numuneden oOnceden hazirligi yapilan sivi besiyerine Ozeyle ekim

uygulanmistir. Uygun lireme kosullarinda sporlanmalar1 ve liremeleri izlenmistir.

3.5.3. Amonyum Siilfat ile Coktiirme

Besiyerine, 20000 devir/dakikada 30 dakika santrifiij islemi yapilarak ¢ozelti
ve bakteri ayrilir. Coken kisim ayrilir. Ham homojenat olan s1vi kisim amonyum stilfat
¢Oktiirmesiyle ¢ozeltideki proteinler ayrilmistir. Coktiirme ii¢ boliimde gerceklesir. I1k
bolimde %40’lik ¢oktiirme gerceklesmistir. Coktiirme islemi i¢cin 25 g amonyum
stilfat iceren 100 ml ¢ozeltide, ham homojenatin diizeyi (ml) i¢in eklenen amonyum
stilfat miktar1 hesaplanmistir. Coktiirme islemi 4°C’de yapilmistir. Cozelti amonyum
siilfat eklendikten sonra yarim saat karistirildiktan sonra, yarim saat 20000
devir/dakika hizla santrifiij edilmistir. Santrifiij yapildiktan sonra ¢okelti ve ¢ozelti
(stipernatant) kisimlar1 ayrilmistir. Cozelti Al ve ¢okelti de B1 olarak tanimlanmustir.
Protein ve aktivite tayinleri icin Al’den 5 ml aywarak Bl ile buzdolabma
kaldirilmistir. Coktiirme islemi A1 ile yiiriitiilmiistiir. ikinci boliim % 70°lik amonyum
stilfat doyurmasidir. Bu boliimde 44,2 g amonyum siilfat iceren 100 ml ¢ozelti
yapilmistir. Al cozeltisi i¢in hesaplanan amonyum siilfat dl¢iisii ve bu degerden
%40’ lik coktiirme islemi i¢in kullanilan amonyum siilfat 6lciisti ¢ikarilarak, %70’lik
coktiirmede eklenen amonyum siilfat 6l¢iisii bulunmustur. Coktiirme bdéliimlerinin
hepsi 4°C’de yapilmistir. Amonyum siilfat ilave edilen ¢6zelti yarim saat karistirlir.
(Cozelti daha sonra 20000 devir/dakika hizla yarim saat santrifiij edilir. Bu islemden
sonra cokelti ve ¢ozelti (siipernatant) kisimlar1 ayrilir. Cozelti kismma A2, cokelti
kismi1 da B2 diye adlandirma yapilmistir. Protein ve aktivite tayinlerinde A2’den 5 ml
ayirip B2’yle buzdolabma kaldirilmistir.  Cozeltinin  islemlerine  A2’yle
stirdiiriilmiistiir. Coktlirmenin 3.boliimiinde % 80’lik amonyum siilfat coktiirmesi
uygulanmistir. 52,3 g amonyum siilfat 100 ml ¢6zelti hazirlanmistir. Amonyum siilfat
miktar1 hesaplanarak A2 ¢ozeltisi yapilmistir. Bundan %70 ve %40’lik ¢oktiirmede
kullanilan biitiin amonyum siilfat miktarin1 ¢ikararak, %80’lik ¢oktiirmede gerekli
olan amonyum siilfat miktar1 bulunmustur. Coktiirmenin biitiin boliimleri 4°C’de

yapilmistir. Amonyum siilfat ilave edilen ¢ozelti yarim saat karistirilir. Cozelti daha
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sonra 20000 devir/dakika hizla yarim saat santrifiij edilir. Bu islemden sonra ¢okelti
ve ¢Ozelti (slipernatant) kisimlari ayrilir. Cozelti kismi A3, ¢okelti kismi da B3 diye
adlandirilir. Protein ve aktivite tayinlerinde kullanilmak icin A3 ve B3 buzdolabma
kaldirilmistir.  Aktivite tayini sonrasinda ortaya ¢ikmasi beklenen degerlerin

cokeltilerde oldugu bulunmus ve yapilacak islemler cokeltilerde stirdiiriilmiistiir.
3.5.4. Diyaliz

Cokelti asamasi bitince tiim ¢okeltiler toplanarak toplam cokeltilerde
calismalara devam edilmistir. Toplam c¢okelti iizerinde diyaliz islemi yapilmistir.
Diyaliz tiipleri islem 6ncesi kosullandirilmistir. Gliserin, 3-5 saat siiresince su ile
yikanarak tiiplerin icerisinden uzaklastirilmistir. Ayrica 80°C’de sodyum siilfit (%0,3
Ag/hacim) cozeltisinde 60 saniye kaynatilarak kiikiirt bilesenleri uzaklastirilir.
Stilfiirik asit ¢ozeltisi (%0.2 hacim/hacim) ile 60°C’de 2 dakika sicak suyla yikanarak
bir siire temas ettirilir. En son asamada asit sicak suyla yikanarak uzaklastirilir.
Kosullandirmadan sonra, diyalize tabi tutulacak 6rneklerden belirli miktarlarda tiiplere
koyulup ornek miktar 100 kat Olciisiindeki uygun tamponla diyalize yapilmistir.
Diyalizezamani Nessler Reaktifi ile desteklenmistir. Diyalizden sonra Ornekler

santrifiij edilmistir. Santrifiijden 6nce ve sonra protein ve aktivite tayinleri yapilmistur.

3.5.5. Iyon Degistirme Kromatografisi

[k olarak DEAE-Sefaroz iyon degistiricisinden enzim ¢ozeltisi
gecirilmektedir. Kullanilan kolonun ¢ap1 2 cm ve yiiksekligi 30 cm’dir. Kullanilan
kolon uygun tamponla yarim saat boyunca 3ml/dk hizla yikanmistir. Kolona besleme
yapilmig ve akis hiz1 1ml/dk olacak sekilde ayarlanmis 6rnekden 10 ml konulmustur.
Ornek beslendikten sonra NaCl’lii tamponla 2,5 saat boyunca kolondan gegirilmistir.

Tiim ornekler aktivite ve protein tayini yapilmasi i¢in buzdolabinda saklanmustir.
3.5.6. Aktivite Tayini

Tiim ¢aligmalarimiz 2 ¢esit aktivite tayin yontemiyle yapilmistir. Yontemler

sonucunda trosin standart egri grafigi olusturulmustur. Bunun igin ¢o6zeltinin
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konsantrasyon orani 0.2 M olan 21 mg trosin 100ml TCA c¢ozeltisinde ¢ozdiiriiliip
gerekli oranda diliie edilerek standart ¢ozeltiler yapilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler ile

standart egri grafigi yapilmistir. Standart egri Sekil 1’degdsterilmistir.

14 - y=10,00735x

R =0.99914

0.8 A
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[} T T T 1
0 50 100 150 200

TROSIN KONSANTRASYONU (mmol/l, pmol/ml)

Sekil 3.1. Trosin standart egrisi

Aktivite Tayin Yontemi 1

Aktivite Olctimlerinin hepsi 35°C’de gergeklestirilmistir. Su banyosu da
35°C’ye ayarlanmustir. ilk olarak Siit Kazeini Substrat Cozeltisi 1’in 3 ml’si su
banyosunda 5 dakika boyunca bekletilmistir. Sonra 0.5 ml enzim ¢ozeltisinden tizerine
eklenerek 10 dakika reaksiyonun olugmasi beklenmistir. Siire tamamlandiktan sonra
reaksiyonu bitirmek i¢in TCA Karisim Cozeltisi 1’den 3,2 ml eklenerek 10 dakika
bekletilmistir. Sahit numunede enzim cozeltisi eklenmesi disinda tiim basamaklar
yapilmistir. Numuneler mavi bant siizge¢ kagidindan gecirilerek 275nm’de

spektrofotometrede absorbans degerleri bulunmustur (Shimogaki., 1991).
Aktivite Tayin Yontemi 2

Aktivite Olclimlerinin hepsi 30°C’de gergeklestirilmistir. Su banyosu da
30°C’ye ayarlanmistir. 11k olarak Siit Kazeini Substrat Cozeltisi 2’nin su banyosunda

2,5 ml’si 5 dakika boyunca bekletilmistir. Sonra 0.5 ml enzim ¢dzeltisinden iizerine
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eklenerek 10 dakika reaksiyonun olugmasi beklenmistir. Siire tamamlandiktan sonra
reaksiyonu bitirmek i¢in TCA Karisim Cozeltisi 2°den 2,5 ml eklenerek yaklasik yarim
saat bekletilmistir. Sahit numunede enzim ¢6zeltisi eklenmesi disinda tiim basamaklar
yapitlmistir. Numuneler mavi bant siizge¢ kagidindan gecirilerek 275nm’de

spektrofotometrede absorbans degerleri bulunmustur (Jica,1995).

3.5.7. Protein Tayini

Protein tayin hesaplamalar1 icin UV Absorbsiyon ve BCA Yontemi
uygulanmistir. Calismalarm sonucu yakm oldugu i¢in tek bir ¢alismayla devam
edilmis olup UV Absorbsiyon Yontemi ile calismalara devam edilmistir. Bu
yontemde, 280 nm’de protein miktarlar1 (mg/ml) enzim numunelerinin hesaplanmstir.
Calisma tamponu Sahit numune olarak kullanilmistir. BSA standart egrisi kullanarak

protein miktarlar1 gosterilmistir.

Kullanilan tampon ml’sinde 0,2-1 mg BSA igeren ¢6zelti hazirlanarak tampona
kars1 absorbans degerleri 280 nm’de belirlenmistir. Standart egri Sekil 2’ de
gosterilmistir (Stoscheck, 1990). BCA Yontemiyle yapilan protein tayini 2 ml ¢ozelti
ve 100 ul 6rnek 3 ile karistirilarak 37°C’de yarim saat bekletilmistir ve absorbanslar1

562 nm’de okunmustur.

BSA standart ¢ozeltileri kullanilarak protein miktarinin hesabi i¢in standart
egri ¢izilmistir. Bunun i¢in 1 ml distile suda 0,2-1 mg BSA hazirlanarak BSA standart
cozeltilerinin 100 pl’si ile ¢ozelti 3’lin 2 ml’si karigtirilarak 37°C’de yarim saat
bekletilmistir ve absorbanslar1 562 nm’de okunmustur. Sonuglarin standart egrisi Sekil

3.2.’de gosterilmistir (Stoscheck, 1990).
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3.5.8. Aktivite ve Spesifik Aktivite Hesabi

UV spektrofotometrede asagida belirtilen formiillerle 6lciilen absorbans
degerleri U/ml olarak aktivite degerine ve U/mg olarak spesifik aktivite degerine

cevrilmistir.

Aktivite (U/ml) (umol/dak*ml)= [ Abs275numune / AbSsahit,275(1 pmol Trosin) | *
(1/6)*(V1/V2)* Seyreltme orani

Spesifik Aktivite (U/mg) = [Aktivitew/ml / Proteinmg/m]

t => Reaksiyon siiresi (dak)

Vi=> Reaksiyon Hacmi (ml)

V2=> Enzim hacmi (ml)

Abs275,numune =>Aktivite tayininde elde edilen absorbans degerleri
Abssahit,275(1umol - Trosiny => Trosin standart egrisinden elde edilen egim

(Abs/umol.ml-1)
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma 1

Bacillus subtilis megatherium tiiriinden meydana getirilen proteaz enziminin
spesifik aktivite degisimine bakilmistir. Caligmadaki besiyeri hazirlig1 ve ekim boliim
3.5.2’de anlatilan sekildedir. Sadece 400 ml’si siv1 besiyerinden hazirlanmistir. 250
ml’lik 4 adet erlene 100°er ml olarak sterilizasyon yapmak i¢in otoklavlanmistir.
Bacillus subtilis megatherium sivi besiyerine ekim yapilarak erlenler 37°C’deki etiive

kaldirilmistir sporlanma ve tiremelerine bakilmistir.

2 giin sonunda sabah ve aksam 12 saat arayla 5’er ml numune almmaigstir. 156
saat sonunda numune alimma son verilmistir. Tiim 6rnekler santrifiij yapilarak protein
ve aktivite tayini icin ¢dzelti kisimlar1 buzdolabina konulmustur. Erlende bulunan

coOzeltiler santrifiij yapilip ¢okelti ve ¢cozelti ayrilmstir.

Protein ve aktivite dl¢iimleri yapmak icin 48 saat buzdolabinda bekletilmistir.
Yapilacak calismada Aktivite Tayin Yontemi 1 kullanilmistir. Yiiksek ¢ikan protein
degerler i¢cin Ornekler Sodyum—Borat Tamponu 2 (0,01mol/l; pH:10,5) ile 1/20

oraninda seyreltilerek Ol¢tilmiistiir.

Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.1°de ve Sekil 4.1°de gosterilmistir. Calisma 1°de
ayrilan 4 erlenden orneklerde tek tek Ol¢iimler yapilmistir. Gosterilen degerler bu
ayrilan 4 erlendeki 6rneklerin ortalama degerleridir. Bu sonuglara gore yiiksek aktivite
96. ve 156. saatlerdedir. 96 ile 156 saat dilimleri sporlanma ve iiremeye en uygun

zamanlardir.
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Tablo 4.1. Bacillus subtilis megatherium spesifik aktivite-zaman degerleri (C1)

Zaman (saat) Aktivite (U/ml) Protein Spesifik
(mg/ml) Aktivite (U/mg)
(1/20)
48 159,2 0,718 8,9
60 145,9 0,59 10,5
72 132,3 0,535 10,6
84 120,3 0,528 10,5
96 112,7 0,468 12,3
108 107,8 0,485 10
120 108,9 0,463 10,5
132 106,7 0,475 10,3
144 111,4 0,477 10,9
156 119,1 0,489 12,6
168 115,6 0,521 10,6
14 4
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Sekil 4.1. Bacillus subtilis megatherium spesifik aktivite-zaman egrisi (C1)
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4.2. Cahsma 2

Calisma 2’de Bacillus subtilis megatherium tiirinden meydana getirilen
proteaz enziminin spesifik aktivitesindeki degisimler incelenmistir. Incelemeler icin
ornekler erken saatte baslanip sik araliklarla alinmistir. Enzim ¢6zeltisi amonyum
stilfat ile coktiirme ve diyaliz islemine tabii tutulmustur. Caligmadaki besiyeri hazirligi
ve ekim prosediirii bolim 3.5.2°de anlatilan sekildedir. Sadece 200 ml’si sivi
besiyerinden hazirlanmistir 100’er ml olacak sekilde 500 ml’lik 42 adet erlene

sterilizasyon i¢in otoklava alinmistir.

Bacillus subtilis megatherium sivi besiyerine ekim yapilarak erlenler
37°C’deki odada c¢alkalayicida calkalanarak sporlanma ve {ireme zamanlari
gozlenmistir. 2 giin sonunda sabah ve aksam 12 saat arayla 5’er ml numune alinmistir.
156 saat sonunda numune alimma son verilmistir. Ornekler santrifiij edilerek protein
ve aktivite tayini i¢in ¢ozelti kisimlar1 buzdolabina konulmustur. Erlende bulunan

coOzeltiler santrifiij yapilip ¢cokelti ve ¢ozelti ayrilmastir.

Protein ve aktivite dl¢limleri yapmak i¢in 48 saat buzdolabinda bekletilmistir.
Yapilacak calismada Aktivite Tayin Yontemi 1 kullanilmistir. Yiiksek ¢ikan protein
degerler i¢cin Ornekler Sodyum—Borat Tamponu 2 (0,01mol/l; pH:10,5) ile 1/20
degerinde diliie edilerek Ol¢lilmiistiir. Elde edilen veriler Tablo 4.2°de ve Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda erlenlerdeki ornekler santrifiij
yapilarak toplanan diger Orneklerle beraber (ham homojenat) protein ve aktivite
Olctimleri gerceklestirilmistir. Ham homojenatin hacmi 6l¢iilmiis ve amonyum siilfat

ile coktiirme yapilmistir.

Coktiirme %40, %70 ve %80 olarak gerceklestirilmistir. Coktiirme icin
amonyum siilfat ilave edilerek santrifiij yapilarak olusan c¢okelti (P1, P2, P3),
Sodyum—-Borat Tamponu 1 (0,01mol/I; pH:9,3)’in en kii¢iik hacmi ile ¢oziilmiistiir.
Coktiirmeden sonra diyaliz tiipleri sartlandirilmis ve toplam ¢okelti (P4) ve %80°’lik
coktiirme ¢ozeltiye (CC) diyaliz yapilmistir. P4’tin 5 ml’si 500 ml Sodyum—Borat
Tamponu 3 (0,01mol/l; pH:9,3)’e kars1 1 gece boyunca diyaliz edilmistir. Nessler

reaktifi diyalizle kontrol edilmistir. C4X olarak isimlendirilen diyaliz 6rneginin hacmi
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olciilerek 20000 devir/dakika hizla yaklagik yarim saat santrifiij edilerek ¢cokelti (P5A)
ve ¢ozelti (C5X) ayrilmigtir.

Orneklerden santrifiijden 6nce ve sonra protein ve aktiviteleri belirlenmistir.
C3’iin 30 ml’si 3 litre Sodyum—Borat Tamponu 3 (0,01mol/l; pH:9,3)’e kars1 1 gece
diyalize almmustir. Diyaliz kontrolii Nessler reaktifi ile yapilmistir. C4Y olarak
isimlendirilen diyaliz 6rneginin hacmi 6lgiilerek 20000 devir/dakika hizla yaklasik
yarim saatsantrifiij edilerek cokelti (P5SB) ve ¢ozelti (C5Y) olusmustur. PSA ve P5SB
kisimlar1 saf dis1 birakilmistir. Orneklerden santrifiijden once ve sonra protein ve

aktiviteleri belirlenmistir (Tablo 4.3.) (Sekil 4.2.).

Tablo 4.2. Bacillus subtilis megatherium spesifik aktivite-zaman degerleri (C2)

Zaman(saat) Aktivite(U/ml) Protein(mg/ml)(1/20) Spesifik

Aktivite(U/mg)

48 103 0,412 12,5
60 92,5 0,378 12,1
72 92 0,376 12,1
84 90,1 0,388 11,2
96 91,6 0,386 11,1
108 99,8 0,390 12,7
120 96,8 0,401 11,2
132 102,1 0,417 12

144 97,6 0,385 12,2
156 99,8 0,389 12,1
168 97,4 0,398 11,2

Tablo 4.2.°de erlenin ortalama degerleri gosterilmektedir. Spesifik aktivite
degerleri 156 saat sonunda 12 U/mg civarindadir. Bu saatten sonra diismeye basladigi
goriilmiistiir. Calisma 2 sonucunda Calisma 1’e nazaran siireye gore daha yiiksek olan

spesifik aktivite elde edilmistir.
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Tablo 4.3. Bacillus subtilis megatherium 'dan elde edilen proteaz enziminin kismi

santr,sonra(C5Y)

saflastiriimasi (C2)
BSM Hacim Protein Aktivite Toplam Toplam Spesifik
Substrat: (ml) (1/20) (U/ml) Protein Aktivite Aktivite
Kazein (mg/ml) (mg) V) (U/mg)
HamHomojenat 124 0,397 96,5 1189 12398 9.8
% 40 126,7 0,354 100 969 13199 12,9
coktiirme(C1)
% 40 5,9 0,598 75,2 81 498 5,1
coktiirme(P1)
%70 129 0,301 81,9 942 11287 11,8
coktiirme(C2)
%70 5,8 0,300 50 48 348 6,9
¢coktiirme(P2)
% 80 127 0,299 79,8 800 10547 12,8
coktiirme(C3)
% 80 5,8 0,297 42 41,5 279 5,9
¢oktiirme(P3)
Toplam 17,5 0,398 39 160 784 4
cokelti(P4)
Diyaliz sonr1 ve 6 0,201 2 29,8 15,8 0,35
santr,onc(C4X)
Diyalizsonr, ve 70 0,032 1,1 50 91,8 1,2
santr,oncsi(C4Y)
Diyalizsonr, ve 4 0,089 1,3 8,1 8 0,6
santr,sonra(C5X)
Diyalizsonr, ve 65 0,014 3 19 228 9,7
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Ham homojenatin spesifik aktivitesi 9,8 U/mg, %80’lik ¢oktiirmede ¢ozelti
spesifik aktivitesi 12,8 U/mg’ dir. Cokeltinin %80’lik coktiirmespesifik aktivite 5,9
U/mg olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara dogrultusunda enzimin ¢ogunlukla ¢ozelti
kisminda kaldig1 ve ¢oktliirmede ¢okeltiye enziminin gegmedigi ortaya konulmustur.
Cozeltiye gore c¢oktiirmede 1,5 kat saflastirma meydana gelmistir. Cokelti ve
cOzeltinin diyalizi sonucunda ise spesifik aktivite kaybolmus ve saflastirma

olmamustir.

Iki farkli yontem kullanilarak yapilan bu dlg¢iimler karsilastirildiginda (Aktivite
Tayin Yontemi 1: Spesifik Aktivite 12,9 U/mg ve Aktivite Tayin Yontemi 2: 12,2
U/mg) spesifik aktiviteler yaklasik ayni olarak goriilmiistiir. Calisma sonucu iki

yontemde kullanim ag¢isindan uygundur.

4.3. Bacillus subtilis megatherium’dan Elde Edilen Proteaz Enziminin
Ozelliklerinin Incelenmesi

Enzim Aktivitesi Uzerine pH Etkisi: Belli pH araliklarinda etkisini gosteren
enzimlerin reaksiyonunda pH 6nemli bir Ol¢iittiir. Bu ¢alismada optimum pH ve pH
kararlilig1 ac¢isindan incelemeler yapilmistir. pH araligi 4-10 arasinda degistirilerek
Aktivite Tayin Yontemi 2 kullanarak dlgiimler yapilmistir. Olgiimler sonucunda enzim
orneginin optimum pH degeri 8,97 olarak belirlenmistir. pH kararlili1 icin yapilan
calismada kullanilan Tris-HCI tampon pH araligi 4-10 arasinda degistirilerek Aktivite
Tayin Yéntemi 2 kullanarak dl¢iimler yapilmistir. Olgiimler sonucunda proteaz enzimi

pH 10°dan sonra bozunma 6zelligi géstermistir.

Enzim Aktivitesi Uzerine Sicaklik Etkisi: Enzim farkli sicakliklara tabii tutularak
aktivite tayini kullanarak optimum sicaklik belirlenmistir. Bunun i¢in Aktivite Tayin
Yontemi 2 kullanilmistir. Kullanilan su banyosu 30°C yerine 20°C ile 80°C arasinda
degistirilmistir. Enzim orneklerinin bu 1silarda etkisinin kaybolup aminoasitlere
etkisine, etkisini kaybetmesi halinde aktivite degerleri {lizerine etkisinin nasil
degistigine bakilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglarda 70°C sicaklikta enzimin etkisinin
kaybedildigi goriilmiistiir. Optimum sicaklik Bacillus subtilis megatherium tiirii icin

60°C dolayindadir. Sicaklik kararliligi caligmalarinda enzim 6rneklerinin hepsi 0,5’er
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ml tiiplere konularak 10°C ile 80°C aras1 sicaklikta 15 dakika etiivlenmistir. Sonra oda
sicakliginda 5 dakika sogutulmus ve Aktivite Tayin Yontemi 2 ile aktivite tayinleri
belirlenmistir. Ortaya ¢ikan sonuglarda 70°C sicaklikta enzimin etkisinin kaybedildigi
gorilmistiir. Sonuglar dogrultusunda Bacillus subtilis megatherium 'un, 30-60°C

sicaklik araliginda kararli oldugu goriilmiistiir.

Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlarmin Etkisi: Yapilan ¢alismada metal
iyonlarinin enzim aktivitesi iizerine etkileri incelenmistir. Incelemede metal
iyonlarinin ImM’lik ¢ozeltileri hazirlanarak Aktivite Tayin Yontemi 2 kullanarak
Olciimleri yapilmistir.  MnCl, FeCl ve CaCl2 tuzlarmin Bacillus subtilis
megatherium ’dan elde edilen orneklerin aktiviteleri iizerindeki etkileri incelenmistir.
MnCl2 tuzunun iyi bir aktivator oldugu belirlenmistir. FeCl2 ve CaClz tuzlarmin iyi bir
aktivator olmadig1 ve inhibitdr etkisinin oldugu goriilmiistiir. Inhibitdr olarak CuClz
ve EDTA tuzlar1 kullanilmistir. Sonuglara gore EDTA iyi bir inhibitor olarak

belirlenmistir.

Reaksiyon Siiresinin ve Substrat Konsantrasyonunun Etkisi: Bu ¢alisma i¢in siire
15-85 dakika arasinda ve substrat konsantrasyonu %1-0,07 arasinda ayarlanarak
yapilmistir. Aktivite Tayinleri Yontem 2 ile yapilmistir. Farkli reaksiyon siiresi ve
substrat konsantrasyonlarda aktivite degerleri degismistir ve 70 dakikada biitiin
konsantrasyonlar ¢ok yakin c¢ikmustir. Olciimler sonucunda 70 dakikadan sonra

substrat konsantrasyonlar1 aktivitede degisiklik yapmamustir.

Molekiil Agirhigr Tayini: SDS-PAGE kullanarak molekiil agirligi tayini yapilmastir.
Ik olarak molekiil agirlig1 belirlenecek olan numunenin 10ul’sive 10ul 2A Ornek
Tamponu karistirilmistir. Karigim tiiplere konularak 5 dakika 100°C’de kaynamaya
birakilmistir. 10ul’lik marker da farkl bir tiipte kaynatilmustir. Orneklerin sogumast
beklenerek buzdolabina yerlestirilmis ve jel ¢ozeltileri hazirlanmistir. Oncelikle
%10°luk Ayiric1 Jel Cozeltisi hazirlanmigtir. Jel ¢ozeltisi icin 1,67 ml Monomer
cozeltisi; 1,25 ml 4X Ayirict Tamponu; 1.97 ml distile su; 50ul %10’luk SDS
Cozeltisi; 30ul %10°luk APS Cozeltisi karigtirilmistir. Son olarak polimerlesme i¢in
10ul TEMED eklenmistir. Hazirlanan karisgim hemen sikistirilmis iki cam plaka
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arasmna ¥%’i dolacak sekilde dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra %3’lik Yigm Jel

Cozeltisi hazirlanmagtir.

Cozelti icin 0,2 ml Monomer ¢ozeltisi; 0,5 ml 4X Yigmn Tamponu; 1,26 ml
distile su; 20ul %10’luk SDS Cozeltisi; 10ul %10°luk APS Cozeltisi karistirilmistir.
Polimerlesme i¢in 5 ul TEMED eklenmistir. Hazirlanan karigim hemen sikistirilmis
iki cam plaka arasina dokiilmiistiir ve plakalar arasina tarak saplanmistir ve donmasi
beklenmistir. Cikarillan taragin actigi kuyucuklara o6rnek enjektorle beslenerek
elektroforez islemi baglamistir. Tamamlanan iglemden 2 saat sonunda jel boyama icin
Coomassie Blue Stain ¢ozeltisinde 1 gece boyunca durmustur. Bu islemden sonra jel
Destain ¢ozeltisindel gece bekletilmistir. Cozeltiden c¢ikarilan jel 20 dakika
kurutulmaya birakilmistir. Orneklerin fazla bulundugu bant araligi marker ile

karsilagtirilmis ve boylece molekiil agirligi hesaplanmistir (Sekil 4.3.).

Molekiil Agirhigi

114 kDa
65,7 kDa
45 kDa
35 kDa
27 kDa
18 kDa
13,5 kDa
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Sekil 4.3. SDS-PAGE ile molekiil agirligi tayini (2:Bacillus subtilismegatherium,
7:Marker)

Bacillus subtilis megatherium tiiriinden elde edilen proteaz enziminin molekiil

agirhigi 45 kDa civarindadir.
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5. TARTISMA

Bacillus subtilis megatherium ’dan yapilan enzim 6rneginin optimum sicaklik
37°C pH degeri 8,97°dir. Alkalin sinirlar i¢cinde olan bu degerde serin proteazlar
yiiksek aktivite gostermektedir. Calismamizda bulunan proteaz enziminin serin
proteazlar grubunda oldugu sdylenebilir. Bhaskar ve ark., (2007) ve Denizci ve ark.,
(2004)’m yaptig1 ¢alismalarda da alkalen proteaz iiretimi benzerlik goriilmektedir.
Kaur ve ark., (2001) yaptig1 calismada, proteaz enzim aktivitesi 30 C ve pH degeri ise
9.0 olarak belirtilmistir. Enzimler farkli pH’larda etkilerini gosterirler. Farkli pH’larda
enzim aktivitesi bliyiik degisiklikler gostermektedir (Sarkar ve ark., 1998). Mao ve
ark. (1992), ¢aligmalarinda enzim iiretim sicaklik ve pH degerleri belirlenerek, kontrol

edilecegi belirtmiglerdir.

Calisma 1°de sporlanma ve tireme kosullar1 i¢in yapilan hesaplama sonucunda
yiliksek aktivite 96. ve 156. saatlerde hesap edilmistir. 168. saat ve sonrasi aktivite
diigmiistiir. 96 ile 156 saat araliginda sporlanma ve iireme i¢in en uygun dilimlerdir.
Calisma 2°de spesifik aktivite degerleri 156 saat sonunda 12 U/mg civarmdadir ve 156
saatten itibaren diismiistiir. Calkalayarak yapildig1 i¢in Calisma 1’e gore yiiksek ve
kararli bir sonu¢ ¢ikmistir. Calisma sonucunda 156 saatin yeterli bir siire oldugu
goriilmiistiir. Calisma 2’deki saflastirmada ham homojenat spesifik aktivite 9,8 U/mg
olup %80’lik ¢oktiirmede ¢ozelti spesifik aktivitesi 12,8 U/mg’dir. Cokeltide %80°1ik
coktiirmede spesifik aktivite 5,9 U/mg olarak belirlenmistir. Enzimin ¢ogunlugu
cozeltide kalmis ve coOktliirmeyle c¢oOkeltiye aktarilamamistir. Cozeltiye nazaran
coktiirme sonrasi 1,5 kat saflastirma olmustur. Cokelti ve ¢ozelti diyalize edildikten
sonra spesifik aktivite kaybolmus ve saflastirma olmamistir. Bununla ilgili yapilan
calismalarda farkli tiirlerden saflastirilan alkalen proteazlarda iyon degistirme
kromatografisi kolon ¢ikist itibariyle sirasiyla % 58, % 65 ve % 24 verime ve 3,9; 4,9;
21,4 kat saflagtirma goriilmistiir (Kumar, 2002; Gessesse ve ark., 2003). Diger bir
calismada B. Pumilus ve Bacillus sp. PS719 tiirlerinde saflastirilan alkalen proteazlarin
saflastirma derecelerini arttirmak icin farkli kromatografik islemler yapilmistir.
Alkalen proteazin Bacillus clausii 1-52 tiirtinden % 79 verimle 9,9 kat saflastirildig:
belirtilmistir (Joo ve ark., 2005).
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Bacillus soylarindan izole edilen alkalen proteazlarin optimum sicaklik
degerleri genellikle 50-70°C araliginda (Bayoudh ve ark., 2000; Hadj ve ark., 2007;
Kazan ve ark., 2005; Saeki ve ark., 2002) olmakla birlikte baz1 mezofilik Bacillus
tiirlerinde 40-55°C, termofilik Bacillus tiirlerinde ise 70-75°C araliginda degismektedir
(Joo ve ark., 2005; Patel ve ark., 2006; Singh ve ark., 2001). Calismamizda optimum
sicaklik Bacillus subtilis megatherium tiirii icin 60°C civarmdadir. Sonuglar
dogrultusunda Bacillus subtilis megatherium’un, 30-60°C sicaklik araliginda kararl
oldugu goriilmiistiir. Kumar (2002)’1n, yaptig1 ¢alismada Bacillus pumilus alkalen
proteaz optimal sicakligi 55-60 °C, Kazan ve ark. (2005)’1n, yaptigi caligmada B.
clausii GMBAE 42 alkalen proteaz optimal sicakligr 60°C olarak belirtmislerdir.
Literatiir calismalarinda Bacillus tiirlerinden saflastirilan alkalen proteazlar 30-60°C
1s1 araliklarma sahip olduklar1 gosterilmistir (Hood, 2002; Kazan ve ark., 2005;
Mohamed, 2005; Patel, 2006; Sareen ve Mishra, 2008).

Metal iyonlarmin etkisi incelendiginde MnCI2 tuzunun iyi bir aktivator oldugu
belirlenmistir. FeCl2 ve CaCl2 tuzlarmmin i1yi bir aktivatér olmadigi ve inhibitor
etkisinin oldugu gdriilmiistiir. Inhibitdr olarak CuCI2 ve EDTA tuzlar1 kullanilmistir.
Sonuglara gore EDTA iyi bir inhibitor olarak belirlenmistir. Farkl reaksiyon siiresi ve
substrat konsantrasyonlarda aktivite degerleri degismistir ve 70 dakikada biitlin
konsantrasyonlar ¢ok yakin c¢ikmustir. Olgiimler sonucunda 70 dakikadan sonra
substrat konsantrasyonlar1 aktivitede degisiklik yapmamustir. Yapilan ¢alismalarda
Bacillus tiirlerinden izole edilen alkalen proteazlar Ca2+, Mg2+ ve Mn2+ gibi metal
iyonlarinin aktivator etkiye Fe3+, Hg2+, Cu2+, Cu3+, Ag+ ve Zn2+ gibi metal
iyonlarinin inhibitor etkiye, Na+, K+, Co2+, Cd2+ ve Fe2+ gibi diger metal iyonlariin
proteazlar1 ¢cok az baskiladigibelirtilmistir (Ghorbel ve ark., 2003; Jaoudai ve ark.,
2008; Konak, 2012; Sellami-Kamoun, 2008;Yossan ve ark., 2006). Beg ve Gupta
(2003)’nin, calismasinda Bacillus marmariensis’ in alkalen proteazin 30°C’de Cu2+
iyonlar1 ile yliksek aktiveye sahip oldugu gosterilmistir. Mikroorganizma kaynakli
proteazlarin aktivitelerinde Ca2+ iyonlarinin aktivator etkisi bilinmekle birlikte Ca2+
ve Mg2+ iyonlarinin Bacillus marmariensis tiiriniin alkalen proteazi inhibisyona
ugratmaktadir. Fe2+ ve Zn2+ metal iyonlar1 alkalen proteazlarda az ya da hic

inhibisyon etkisi yapmamakla birlikte GMBE 72 alkalen proteazi iizerinde kuvvetli
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inhibisyona neden olmaktadir (Ghorbel ve ark., 2003; Jaoudai ve ark., 2008; Kazan
ve ark., 2005; Konak, 2012; Sellami-Kamoun, 2008; Yossan ve ark., 2006).
Calismamizda molekiil agirligi tayininde Bacillus subtilis megatherium tiiriinden elde
edilen proteaz enziminin molekiil agirligi 45 kDa civarindadir. Farkli Bacillus
tirlerinden saflagtirilan alkalen proteazlarin molekiil agirhiklar1 15-36 kDa
araligindadir (Bugg, 1996; Jonsson ve Martin, 1965; Trevor., 1994; Zouari ve Jaoua,
1999). Yossan ve ark. (2006), yaptiklar1 calismada Bacillus megaterium’dan izole
edilen alkalen proteazin molekiiler agirligini 27 kDa iken, Seifzadeh ve ark., (2008)’1n
yaptig1 ¢alismada Bacillus sp.’den izole edilen proteazin molekiil agirligi 47 kDa,
Falahatpishe ve ark., (2007)’mn ¢aligmasinda ise Bacillus sp. proteazmin molekiil
agirhigint 24,7 kDa olarak belirtilmistir. Cikan sonuglar dogrultusunda proteazlar
molekiiler agirliklariyla genellenememektedir. Tiirli ayn1 olanlarda farkli molekiil
agirhigmma sahip proteazlar oldugu gibi, tiirli ayn1 olan molekiil agirligma sahip

proteazlar da saptanmistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Endiistride yer alan giderek daha fazla 6nem kazanan enzim teknolojisinde
mikroorganizma kaynaklar tercih edilmektedir. Cilinkii bu tiir kaynaklarin diger
kaynaklara gore katalitik aktiviteleri yiikksek olmasi, farkli yan iirlin olugturmamasi,
ucuz ve her kosulda iiretilebilir olmasi tercih sebebidir. Bu tiir kaynaktan iiretilen
enzimler asir1 151 ve pH degerlerinde bile yliksek seviyede aktivitelidir. Bu agidan
endiistride kullanilacak enzimler secilmeli, alerjik ya da toksik etkili olmamalidir
(Aygan, 2008). Enzim teknolojisi alaninda geligmelerin artmasi, kullanilan alanlarin
cesitliliginin fazla olmas1 ve ekonomik olarak yiliksek degere sahip olmasi agisindan,
bu alandaki farkli arastirmalar, daha da 6nem kazanmaktadir (Konak, 2012). Endiistri
alaninda en sik kullanilan enzim tiiri Bacillus cinsidir. Endiistriyel enzimler arasinda
pazar paymin %60’m1 olusturan proteazlar en fazla deterjan endiistrisinde
kullanilmaktadir. Bu enzimlerin % 89’unu Bacillus soyundan izole edilen proteazlar
olusturmaktadir. Sonug¢ olarak; Enzimden yeterli derecede saflastirma olmamasina
ragmen endiistri icin 6nemli olan 1s1 ve pH stabilitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bakteriler ¢esitli ortamlarda gelistirilerek verim ve saflik dereceleri belirlenebilir. Bu
da enzimin endiistriyel a¢idan kullanim olanaklarinin saglanmasina ve dis piyasadan
temin edilen proteazin, iilkemizde iiretilebilmesine ve iilke ekonomisine katkida

bulunulmasima olanak saglayacaktir.
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