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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Bacillus licheniformis A10’DAN ALKALIN PROTEAZ ENZiMININ
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU
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Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda SISECIOGLU

Bu ¢alismada Ayder Kaplicalari’ndan izole edilen Bacillus licheniformis A10’dan
ekstraseliiler alkalin proteaz enzimi saflastirildi ve karakterize edildi. Enzim
saflastirilmasinda amonyum siilfat c¢oktiirmesi-diyaliz ve DES52 anyon degisim
kromotografisi yapildi. Proteaz enzimi %9,44 verimle 1,38 kat saflagtirildi. Enzimin
SDS-PAGE ile molekiil agirligi yaklasik 40,55 kDa olarak tespit edildi. Enzim igin
optimum pH ve sicaklik degerleri 9 ve 70°C olarak belirlendi. Bacillus licheniformis’e
ait saflastirilan proteaz enzim aktivitesi lizerine metallerin etkisi incelendiginde; Mg+2,
Mn*?, K* varliginda enzimin aktivitesinin arttig1 gézlenirken; Fe*, Zn"nin aktiviteyi
azalttig1, Ca**nin ise aktivitede degisime neden olmadig1 gériildii. Enzimin oksidantlar,
yiizey aktif maddeleri ve organik coziiciiler varliginda aktivite kaybettigi tespit edildi.
Substrat spesifikligi calismalarinda; kazein, azokazein, jelatin ve bovin serum albumin
(BSA) arasinda enzimin en yiiksek aktiviteyi kazein i¢in gosterdigi gézlendi. Enzimin
serin proteaz inhibitorii fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) ile tamamen inhibe oldugu
belirlendi. Lineweaver-Burk grafiginden yararlanilarak tespit edilen Ky Ve Vmax

degerleri 0,033 mg/ml ve 8,17 pmol.ml™.dk™ olarak elde edildi.
2014, 75 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Termofilik bakteri, Alkalin proteaz, Bacillus licheniformis,

Karakterizasyon



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF ALKALINE PROTEASE
ENZYME FROM Bacillus licheniformis A10

Bahar YILMAZ

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

In this thesis, purification and characterization of a protease produced by Bacillus
licheniformis A10 isolated from Ayder Hot Spring. Ammonium sulfate precipitation,
dialysis and DE52 anion-exchange chromatography were performed to purify the
enzyme. Protease enzyme was purified 1,38 fold with 9,44% yield. Molecular mass of
the enzyme showed approximately 40,55 kDa with SDS-PAGE. Optimal pH and
temperature were determined for the enzyme as 9.0 and 70°C, respectively. The effects
of various metal ions (Mg®*, Mn**, K*, Fe**, Zn?*, Ca®") on the protease enzyme activity
were examined. According to our results, while the enzyme activity increased in the
presence of Mg?*, Mn*, K*, the enzyme activity decreased in the presence of Fe?",
Zn**. Howevere, no changes were seen in the presence of Ca®*. It is also observed that
the enzyme loses its activity in the presence of surfactants, oxidants and organic
solvents, but show highest activity towards casein relative to other native proteins such
as gelatin, ceratin, egg albumin and BSA. The enzyme was completely inhibited by
PMSF which is a general serine protease inhibitor. The Kinetic parameters, Vyax and
Kwm, of the purified protease were determined by using Lineweaver-Burk plot 0,033

mg/ml and 8,17 umol. mI™.dk™ respectively.

2014, 75 Pages
Keywords: Thermophilic bacteria, alkaline protease, Bacillus licheniformis,

Characterization
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1. GIRIS

1.1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji, biyolojik organizmalarin, sistemlerin veya proseslerin iiretim ve hizmet
endiistrilerine uygulanmasidir (Cirakoglu 2009). Biyoteknoloji’nin tarihi ekmek, yogurt,
peynir gibi tiriinler ve alkollii igeceklerin {iretimi ile baglamistir. 19. yilizyilin ortalarinda
insanlar Louis Pasteur’un g¢alismalarindan, mikroorganizmalarin fermantasyona neden
oldugunu O6grenmis Ve bdylece biyoteknolojinin bilincine varmiglardir (Cirakoglu
2009).

Giiniimiizde enerjiden tarima, sagliktan cevre kirliligiyle miicadeleye, kozmetik
sanayiden madencilige kadar c¢ok c¢esitli alanlarda biyoteknoloji yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.  Gelismis ilkelerin {iretiminde, %40 oraninda biyolojik ve

biyoteknolojik kaynakli maddeler yer almaktadir (Basaga ve Cetindamar 2000).

Endiistriyel biyoteknoloji sirketleri, kimyasal {iretimlerde kullanmak amaciyla biyolojik
sistemlerden yararlanarak enzim gibi biyokatalizorleri ya da kimyasal maddeleri
tiretirler. Cesitli endiistrilerde, bazen ¢ok yiiksek ya da ¢ok diisiik sicakliklara bazen de
cok yiliksek ya da diisik pH derecelerine gereksinim duyulmaktadir. Endiistriyel
biyoteknolojinin amaci, bu zor sartlarda yasayabilecek mikroorganizmalar ve islerligini
kaybetmeyen biyomolekiiller belirlemektir. Kullanim alan1 en yaygin olan ve
biyoteknoloji yontemleriyle iretilen enzimlerden bazilarinin; proteinleri pargalayan
proteaz, seliillozu pargalayan seliilaz, yaglari etkileyen lipaz ve nisastay: basit sekerlere

doniistiiren amilazlar oldugu bilinmektedir (Cirakoglu 2009).

Endiistriyel biyoteknoloji gida endiistrisinde; alkollii igecekler, mayalanmis ve fermente
edilmis trtlinler, meyve sulari, gida koruyucu ve lezzet arttirict maddeler, sirke, siit ve
siit trlinleri gibi gida maddeleri iiretimi siireclerinin belirli asamalarinda gerekli

enzimlerin gelistirilmesi ve kullanim1 gibi ¢ok genis uygulama alanina sahiptir.



(Yiicel 2010). Ayni zamanda tekstil diinyasinda da biyoteknoloji, iplik ve kumasglarla
ilgili bircok islemde kullanilir. Dokuma sirasinda kumasin zarar gérmesini engellemek
icin kaplama yapistirict olarak kullanilan nisastayi, zamani geldiginde sokmek i¢in
amilaz enzimi ve ayrica derinin tiiylerden temizlenmesinde de tripsin enzimi

kullanilmaktadir (Cirakoglu 2009).

1.2. Termofiller

Termofilik bakterilerin tarihi ¢ok eskiye dayanmakta olup, ilk karakterize edilen
hipertermofilik bakterileri Thermusaquaticus‘dur. (Brock 2001). Termofilik bakteri
tiirleri ilk kez Miquel tarafindan 72°C’de gogalabilen bakteriler olarak izole edilmis ve
bu bakteri tiirleri ¢amur, toprak, toz, nehir ve kanalizasyon numunelerinden elde
edilmistir (Josept 1999). Ekstremofilik mikroorganizmalarin yiliksek volkanlarin
sicakliklarinda, kutuplarin diisiik sicakliklarinda, ¢ok diisiik ve ¢ok yiliksek pH
degerlerinde (pH 0-3 veya pH 10-12) veya ¢ok yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%5-
30) canliliga adapte olduklar1 bilinmektedir (Giil-Giiven 2007). Sicaklik ¢cevrede 6nemli
degiskenlerden birisidir ve biyolojik sistemlerin en temel elementlerinden biri olarak
kabul edilir. Mikroorganizmalar {ireme sicakliklarina goére genel olarak psikrofil,
mezofil ve termofil [Ilimli termofiller (Zorunlu ve Fakiiltatif), hipertermofiller

(Ekstrem)] olarak siniflandirilirlar (Kristjonsson and Stetter 1991; Adigiizel 2006).

Cizelge 1.1. Mikroorganizmalarin minimal, optimal ve maksimal tireme sicakliklarina
gore siniflandirilmasi (Arda 2000).

Mikroorganizma Minimum °C | Optimum °C Maksimum °C
Psikrofiller -5-5 15-30 19-35
Mezofiller 10-15 30-45 35-47
Termofiller
a) Ilimli termofiller
e Zorunlu Termofiller 37 45-55 70
e Fakiiltatif Termofiller | 40-45 55-75 60-80
b) Hipertermofiller
e Ekstrem Termofiller | 60 75-80 85-110




Termofillerin hiicre membran1 doymus yag asitleri yapilarina sahip oldugundan hiicreye
hidrofobik bir ortam saglar ve yiiksek sicaklikta yasamasi i¢in hiicreyi miimkiin
oldugunca siki ve sert tutar. Termofilik organizmalarin hiicresel elemanlar1 (hiicre
membrani) ve bilesenleri (enzimler, proteinler, niikleik asitler vb.) yiiksek sicakliga
dayanikli yapilardir. Ayn1 zamanda bu organizmalar ekstrem derecede asidik ve alkali
sartlar gibi denatiirantlara ve proteolize dayaniklidirlar (Kristjansson and Asgeirsson

2002; Haki and Rakshit 2003; Adigiizel 2006).

Termofillerin DNA’s1, DNA’da pozitif siiper sarmallar olusturan geri doniistimii
(reversible) saglayan bir DNA giraz ihtiva eder ve bu da DNA’nin erime noktasini en
azindan organizmanin maksimum bilyiime sicakligmna kadar yiikseltebilmektedir.
Termofiller ayrica non-termotolerant organizmalarin kullandig1 elektrostatik disiilfit
kopriisii ve hidrofobik etkilesimler benzeri artan etkilesimleri kullanarak yiiksek
sicakliklara dayaniklilik gostermektedirler (Fujiwara 2002; Haki and Rakshit 2003).
Yiiksek sicakliklarda polimerik subsratlarin ¢oziiniirliiklerinin artmasi ve istenmeyen
komplikasyonlara neden olan kontaminasyon riskinin yiliksek sicakliklarda azalmasi
gibi sebepler endiistride ve biyoteknolojide termofilik organizmalarin kullanimini

arttirmistir (Giil-Gliven 2004).

1.3. Bacillus Cinsi

Bacillus cinsi igerisinde yer alan organizmalar; aerop, sporlu ve gram pozitiftirler.
Vejatatif formlar: diiz, kenarlar1 birbirine paralel, ucu yuvarlak veya kiint biten 0,5-1,2
um boyundadir ve tek tek veya uzun zincirler seklinde goriilmektedirler. Endosporlari
silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek sekillerinde olup, tiirlere gore santral, terminal
veya subterminal konumlarda bulunabilmektedirler. Bu cinsin iiyelerinin ¢ogu katalaz
pozitiftir. Basillerin biiyiikk boliinmiis; basitrasin, polimiksin, tirosidin, gramisidin ve
sirkulin gibi antibiyotikleri tiretirp, mezofilik olanlar1 gogunlugu olustururken, termofil,
psikrofiik, asidofil ve halofil tiirleride bulunmaktadir. Bu cinsin iiyeleri endiistriyel
uygulamalar i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Pillai et al. 2011; Kornillowicz-Kowalska and
Bohacz 2011).



1.3.1. Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis; gram pozitif, hareketli, spor olusturan ve fakiiltatif anaerobik
cubuk seklindedir. Bu bakteriler enzim iiretme yetenekleri ve fizyolojik
metabolizmalarindan dolay1 bir¢ok kiiltiirel, endiistriyel ve medikal proseslerde
kullanilmaktadir. Bu organizma; biiyiik hidrolitik enzim iiretiminde, farkli substratlarin
parcalanmasinda ve bir¢ok besin kaynaginin gelisiminde kullanilmigtir (Schallmey et al.
2004). Gidalarda gelisimi 30-50°C’de gergeklesmektedir. B. subtilis ve B. pumilus gibi
B. licheniformis de subtilis grubunda yer almakta, bozuk gidalarla ve gida
zehirlenmelerinde anilmaktadir. Ornegin, B. licheniformis kontamine olmus pismis et ve
sebze tiikketen insanlar igin toksijeniteye ve gida zehirlenmelerine neden olur. B.
licheniformis insanlarda septisemi, karin zari iltihabi ve go6z iltihabi ve gida

zehirlenmeleri, ayrica sigirlarda kan zehirlenmesi ve diisiiklerle iliskilidir.

B. licheniformis termofilik bir bakteridir, bu nedenle termofilik 6zellik gdsteren bu
organizma ig¢in optimum gelisme sicakligit 55°C civarinda olup daha yiiksek
sicakliklarda da canli kalabilmektedir. Enzim salgilamasindaki optimum sicaklik degeri
37°C olan bu organizma endiistride amilaz ve proteaz iiretimlerinde kullanilmaktadir. B.
licheniformis’ten kiiltiir olusturulmasi ile elde edilen proteaz, biyolojik yikama
tozlarinda kullanilir. Bakteri alkali kosullara 1yi adapte olarak gelisim gosterebilir ve
proteaz, yiiksek pH seviyelerinde kullanilabilir. Optimum pH’s1 9-10 degerinde olan
proteaz, yikama deterjanlarina ilave edilir ve giysilerdeki protein igeren Kkirlerin
¢ikartilmasini saglar. B. licheniformis SB 3086 susu siis bitkilerinde ve ¢imlerde fungal
hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmekte kullanilmaktadir (Zanghloul and EImahdy 2011).

Tavsiye edilen sekilde kullanim1 oldugunda ¢evreye ve insanlara zararli degildir.



1.4. Enzimler

Enzim canli hiicreler tarafindan sentezlenen, canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran ve hicbir yan {iriin olusturmadan %100 verim eSasina gore
calisan biyolojik bir katalizordiir. Katalizleme gii¢leri ve spesifik oluslari, enzimlerin en
onemli 6zellikleridir. Katalitik RNA molekiillerin kii¢iik bir grubu harig, biitiin enzimler
protein yapisindadirlar (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Enzimlerin yapilarinin
aydinlatilmasiyla, enzim katalizli reaksiyonlarin kinetik ve termodinamik agidan
incelenmesi calismalar1 da ilerlemistir. Enzimler molekiilleri parcalar, birlestirir veya
belirli gruplari bir molekiilden digerine tasirlar. Katalitik fonksiyonlari bakimindan
enzimler Cizelge 1.2°de gosterildigi gibi alti ana grupta toplanmistir (Telefoncu ve

Pazarlioglu 2010).

Cizelge 1.2. Enzimlerin siniflandirilmasi

Katalitik fonksiyon Grup adx
Oksidasyon-Rediiksiyon Oksidorediiktazlar
Grup Transferi Transferazlar
Hidroliz Hidrolazlar

Grup ayirma Liyazlar
[zomerlesme Izomerazlar
Molekiillerin birlestirilmesi Ligazlar

Enzimler canli hiicrelerde sentezlenir ve hiicre canliligini yitirdikten sonrada uzun siire
etkili kalabilirler. Ciinkii katalitik etkileri hiicreye bagli degildir. Hiicrelerde ¢ok dnemli
metabolik gorevleri oldugu i¢in cesitli amaglarla kullanilmak iizere enzimler giinliik ve
ekonomik hayata girmistir (Wiseman 1987). Enzimlerin sagliktan endiistriyel konulara
kadar genis bir uygulama alani bulunmaktadir ve bu uygulama alanlar1 giin gectikge
artmaktadir. Bu nedenle enzim iiretiminde daha ekonomik ve etkili teknikler

gelistirilmesi, enzim iiretim tesislerinin kurulmasi ve optimizasyon calismalar1 yogun



bir sekilde devam etmektedir. Enzimlerin kullanim alanlarma gore dagilimi Cizelge

1.3deki gibidir (Telefoncu ve Pazarlioglu 2010).

Cizelge 1.3. Enzimlerin kullanim alanlarina gére dagilimlari

Endiistri %
Gida 45
Deterjan 34
Tekstil 11
Deri 3
Kagit 1
Digerleri 6

Enzim dretiminin ¢ikis maddeleri bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynakl
olabilmektedir. Ozellikle bitkisel materyallerin enzim icerigi mevsime bagimli olarak
degiskenlik gostermektedir (Telefoncu ve Pazarlioglu 2010). Bitkisel materyal igin
hasattan sonra, hayvansal materyal i¢in ise kesimhanede enzim aktivitesini koruyacak
onlemler alinmalidir. Hayvansal enzimler bakimindan zengin; karaciger, kalp, bobrek
gibi organlar, kas etleri ve keseler sogukta saklanir. Ancak en iyisi kesimden hemen
sonra sok dondurma islemidir. Dondurmadan 6nce doku kalintilarinin uzaklastirilmasi
uygundur ve bdyle bir materyal dondurulmus durumda kiyilarak veya kesilerek kiiciik
pargalara ayrilabilir. Cogu kez uygulanan alternatif bir yol ise materyal kiyildiktan sonra
yagin aseton ile uzaklastirilmasi ve dondurulmasidir. Ancak bu islem sirasinda 6nemli
oranda enzimin aktivite kaybi olabilir. Bitkisel enzimlerin kazanilmasi teknolojik
bakimdan meyve suyu eldesine benzer ve ham madde o&giitiliir, yliksek basing
homojenizatoriinden gegirilir. Hiicre zariin pargalanmasi i¢in genelde lizozim gibi litik

enzimler ile 6n islem yapilmalidir (Telefoncu ve Pazarlioglu 2010).

Endiistrinin = neredeyse  biitiin  alanlarinda  kullanilan  enzimler  genellikle
mikroorganizmalardan {iretilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli

enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere nazaran katalitik aktivitelerinin



daha yiiksek olmalari, istenmeyen yan {irlin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz
olmalari, enzim igeriklerinin daha dogru tahmin ve kontrol edilmesi, giivenilir, sabit
kompozisyonlu ham materyaller olmalarindan daha kolay islenebilmeleri, bitkilerin
fenolik bilesikleri, hayvan dokularinin endojen enzim inhibitorleri ve proteazlari
icermeleri nedeni ile bitki ve hayvan dokularinin  potansiyel olarak
mikroorganizmalardan daha zararli materyaller olmalar1 ve oldukc¢a fazla miktarda elde

edilebilmeleridir (Wiseman 1987; Telefoncu ve Pazarlioglu 2010).

Mikrobiyal enzimlerin Ozellikle teknik {iretiminde bakteri ve mantarlar kullanilir.
Bunun yaninda uygun mikroorganizma tiir ve mutantinin se¢imi biiyiik 6nem tagir. Her
organizma tiirli ¢ok sayida enzim firetir ama bu enzimlerin miktar1 tlirler arasinda
degisiklik gosterir. Enzimi bol miktarda iireten mikroorganizma secilmeli ve su

maddelere dikkat edilmelidir (Telefoncu ve Pazarlioglu 2010). .

¢ Organizma fermentasyon sonucu enzim tretmelidir

e Ekstraselliiler enzim tiretimi tercih edilmelidir. Cilinkii hiicre membrani1 pargalama
islemine gerek olmadigindan enzim izolasyonu kolaydir.

o Secilecek mikroorganizmanin tiirii, toksik madde ve antibiyotik tiretmemeli, ucuz
besi ortaminda ¢ogaltilip faaliyet gostermeli ve gerek iiretilecek enzime zarar verecek
gerekse 1zolasyon ve saflastirma adimlarinda problem yaratabilecek yan fiiriinleri
salgilamamalidir.

e Enzim verimlili§i agisindan mikroorganizma kiiltiir ortami kosullarinda kararl
olmalidir.

o Kiiltiirler filtrasyon veya santrifiijleme ile berraklastirma esnasinda olabildigince az
problem ¢ikarmali ve intraselliiler enzimlerin tiretilmesi durumunda ise hiicreler kolayca

parcalanmalidir.

Enzimlerin ticari olarak iiretilen birkacim1 ve kaynaklarmi Cizelge 1.4’deki gibi

siniflandirabiliriz (Telefoncu ve Pazarlioglu 2010).



Cizelge 1.4. Ticari olarak iiretilen baz1 enzimler ve kaynaklari

Enzim EC kodu Kaynak Hiicre | Endiistriyel
ici/dis1 | kullanim
Hayvansal
Enzimler
Katalaz 1.11.1.6 Karaciger I Gida
Kimotripsin 34.21.1 Pankreas D Deri
Lipaz 3.1.1.3 Pankreas D Gida
Rennet 3.4.23.4 Iskembe D Peynir
Tripsin 3.4.214 Pankreas D Deri
Bitkisel enzimler
Aktinidin 3.4.22.14 Kivi meyvesi D Gida
a-Amilaz 3.2.1.1 Arpa malt D Biracilik
B-Amilaz 3.2.1.2 Arpa maltt D Biracilik
B-Glukanaz 3.2.1.6 Arpa malt D Biracilik
Fisin 3.4.22.3 Incir suyu D Gida
Lipoksigenaz 1.13.11.12 | Soya fasulyesi I Gida
Papain 3.4.22.2 Papaya suyu D Et
Bakteriyel
enzimler
a-Amilaz 3.2.11 Bacillus D Nisasta
B-Amilaz 3212 Bacillus D Nisasta
Asparaginaz 35.1.1 Escherichia coli | I Saglik
Glukoz izomeraz | 5.3.1.5 Bacillus I Friiktoz surubu
Penisilin amidaz | 3.5.1.5 Bacillus I Tlac
Proteaz 3.4.21.14 Bacillus D Deterjan
Pullulanaz 3.2.1.41 Klebsiella D Nisasta
Fungal enzimler
a-Amilaz 3.2.1.1 Aspergillus D Ekmek yapimi1
Aminoagilaz 3.5.1.14 Aspergillus I flag
Katalaz 1.11.1.6 Aspergillus I Gida
Sellulaz 3.2.1.4 Trichoderma D Atik
Lipaz 3.1.1.3 Rhizopus D Gida
Pektinaz 3.2.1.15 Aspergillus D Icecek
Proteaz 3.4.23.6 Aspergillus D Ekmek yapimi
Maya enzimleri
Invertaz 3.2.1.26 Saccharomyces | i/D Pastacilik
L aktaz 3.2.1.23 Kluyveromyces | I/D Mandira
Lipaz 3.1.1.3 Candida D Gida
Rafinaz 3.2.1.22 Saccharomyces | I Gida




Dayaniklilik 6zelliklerinden dolay1 termofil kaynakli enzimler giinlimiizde en fazla
pratik ticari kullanim alanina sahip olen enzim grubunu olusturmaktadirlar (Demirjian
et al. 2001). Yiiksek sicakliklarda biyoteknolojik islemleri gerceklestirmek oldukga

fazla avantaj saglamaktadir.

Termofilik enzimler termofilik kaynakli olduklarindan mikroorganizmalart ve

uygulama alanlarida farklilik gostermektedir (Demirjian et al. 2001).

Cizelge 1.5. Termofilik mikroorganizmalara ait enzimlerin endiistriyel uygulama
alanlari

Mikroorganizma Enzimler Uygulama
[liml1 termofiller Amilaz Tatlandirict i¢in glukoz, fruktoz
(45-65°C) Ksilanaz hidrolizi Kagit beyazlatma
Termofiller Beta-galaktozidaz | Siit ve siit tirlinlerinde laktoz
(65-85) proteaz hidrolizi Ekmekgilik,deterjan sanayi
Hipertermofiller DNA polimerazlar | Genetik miithendisligi
(<85)

1.4.1. Proteazlar

Proteolitik enzimler olarak da bilinen proteazlar (proteinaz veya peptidazlar),
proteinlerdeki peptid baglarinin hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Proteazlar, biiytlik
polipeptidleri ve proteinleri hidroliz ederek hiicreler tarafindan igeri alinabilecek daha
kiiciik molekiillerin olusumunu saglarlar (Salleh et al. 2006; Keha ve Kiifrevioglu
2009).

Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi tarafindan gelistirilen ve
enzimlerin adlandirilmasi i¢in kullanilan EC (Enzim Kod Numarasi) numaralarina gore;
proteazlar Sinif 3 (hidrolazlar) ve alt sinif 3.4 (peptidazlar ya da peptid hidrolazlar)
grubuna ait enzimlerdir. Proteoliz olarak adlandirilan peptid baglarinin proteazlar
tarafindan hidrolizi Sekill.1’de goriilmektedir. Proteolizin {irlinleri protein, peptid

fragmentleri ve serbest aminoasitlerdir (Gengkal 2006).
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Sekil 1.1. Proteazlarin gerceklestirdikleri hidroliz reaksiyonunun mekanizmasi

1.4.1.a. Proteazlarin simiflandirilmasi

Proteazlar hidrolazlar sinifinda yer alirlar ve 4 alt gruba ayrilirlar. Bunun yaninda sahip
olduklar1 genis etki ve yapi cesitliliklerinden dolayi, proteazlar kaynagina, aktif
bolgedeki fonksiyonel gruplarina ve katalitik bolgedeki islevlerine gore siniflandirilirlar
(Deshpande et al. 1998; Telefoncu ve Pazarlioglu 2010).

Cizelge 1.6. Proteazlarin siiflandirilmasi

1. Kaynagina gore proteazlar;

1.1.Bitkisel proteazlar
1.2.Hayvansal proteazlar
1.3.Mikrobiyal proteazlar

2. Aktif bolgedeki fonksiyonel gruplarina gore proteazlar;
2.1.Serin proteazlar (EC 3.4.21)
2.2.Sistein proteazlar (EC 3.4.22)
2.3.Aspartil proteazlar (EC 3.4.23)
2.4.Metalloproteazlar (EC 3.4.24)

3. Katalitik bolgedeki islevlerine gore proteazlar
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Biiyiik bir aileyi (E.C 3.4) olusturan proteazlar, Avrupa Biyokimya Komitesi tarafindan
EC sisteminde, ekzopeptidazlar (E.C 3.4.21-99) ve endopeptidazlar (E.C 3.4.11-19)
olmak tizere 2 genis aileden olusmatadirlar (Seving 2010). Ekzopeptidazlar, polipeptid
zincirlerinin uglarindaki serbest amino (N) ya da karboksil (C) gruplarina atak
yapmaktadirlar. Ekzopeptidazlar etki ettikleri protein zincirinin sonundaki grup serbest
amino grubu ise aminopeptidaz, serbest karboksil ise karboksipeptidaz, olarak

adlandirilmaktadir.

Karboksipeptidazlar, enzimlerin aktif bolgesindeki aminoasit ¢esitlerinin yapisina gore
i¢ ana gruba ayrilirlar. Bunlar; serin karboksipeptidazlar, metallo karboksipeptidazlar
ve sistein karboksipeptidazlardir (Rao et al. 1998). Aminopeptidazlar, polipeptid
zincirinin ucundaki serbest N terminalinde islev goriirler. Enzim, tek bir aminoasidi, bir

dipeptidi ya da bir tripeptidi hidroliz etmesine gore isimlendirilir.

Endopeptidazlar, polipeptid zincirlerinin i¢ bdlgelerindeki peptid baglarina etki etmeleri
ile adlandirilirlar, serbest N ya da C grubunun varlig1 enzimatik aktivite tizerine negatif
etki etmektedir. Endopeptidazlar, serin, sistein, aspartik ve metallo proteazlar olmak
tizere dort gruba ayrilmaktadirlar. Ayrica katalitik mekanizmasi bilinmeyen

endopeptidazlar olarak da ayrica bir gruba sahiptirler (Rao et al. 1998).

a. Serin proteazlar

Serin proteazlar; aktif bolgelerindeki zorunlu serin kalintis1 varligi ile karakterize
edilirler ve proteazlarin en siklikla rastlanan sinifini olustururlar. Arkealar, bakteriler,
okaryotlar ve virlislerden izole edilebilirler. Serin proteazlar; ekzopeptidaz,
endopeptidaz, oligopeptidaz ve omegapeptidazlar olarak dort gruba ayrilirlar ve
evrimsel olarak ayn1 kokenden gelmektedirler. Istisnalar disinda birgok serin proteazin
molekiil agirligr 18 ile 35 kDa arasindadir ve maksimum aktivite gosterdikleri pH
aralig1 7-11°dir. Uygulama ag¢isindan bakildiginda, serin proteazin alt grubunda yer alan
subtilizinler endiistriyel neme sahiptirler. Bu grup enzimler Bacillus cinsi bakterilerden

tiretilirler ve genis olarak deterjan endiistrisinde kullanilirlar (Walsh 2002). Serin
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proteazlarin en tipik inhibitorii fenilmetilstilfonilfloriir (PMSF)’diir. Serin proteazlarin

102

aktif bolgelerinde bulunan Ser'®> His® ve Asp'® kalintilar1 birbirlerine hidrojen bagi

ile baglanmiglardir. Aktif bolgedeki serin niikleofil, aspartat elektrofil ve histidin baz

gorevini iistlenmistir. Bu kalintilarin geometrik diizenlenmeleri de aynidir.

Asp His His
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Sekil 1.2. Serin proteazin etki mekanizmasi

Serin proteazlarin gergeklestirdikleri kataliz reaksiyonlarinda birinci basamak substratin
aktif bolgeye baglanmasidir ve bu basamaktaki substrat spesifitesi aktif bolge i¢inde yer
alan kalintilar tarafindan belirlenmektedir. Spesifik baglanmayr Ser195 ile kesilen
peptid baginin karbonil grubu arasindaki yakinlik belirler. Peptid baginin kesilmesi
ping-pong mekanizmas: ile gerceklesir. Bu mekanizmada substrat baglanir, iiriin
(peptidin N-terminal ucu) ayrilir diger substrat baglanir (su) ve diger tiriin (peptidin C-
terminal ucu) ayrilir (Sekil 1.2). Biitiin serin proteazlar sahip olduklar1 katalitik
merkezlerin yapisina gore substrat spesifitelerini belirlemelerine ragmen yliksek
reaktiviteye sahip serin kalintis1 tarafindan belirlenen benzer katalitik mekanizmaya

sahiptirler (Walsh 2002).



b. Sistein proteazlar

Siilfidril ya da tiyol proteazlar olarak da bilinen sistein proteazlar bircok organizmada
bulunur. Bu grup enzimler virlisler (pikornain), bakteriler (streptopain), protozoolar
(kruzain), mantarlar, bitkiler (papain, fisin, aktinidin) ve memelilerde (lizozomal
katepsinler, sitosolik kalpainler) bulunurlar. 21 grupta toplanirlar ve bir¢ogu papain

ailesinin i¢inde numaralandirilir (Voet and Voet 2004).
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Sekil 1.3. Sistein proteazin etki mekanizmasi
c. Aspartik (asit) proteazlar

HIV-1 proteaz1 saflastirilarak kristallendirilmis ve farkli arastirma gruplar tarafindan
X-1sinlart ile yapist aydinlatilmig bir aspartat proteazdir. Enzim 99 kDa biiyiikliiglinde
homodimer yapidadir. Bu grupda yer alan pepsin gibi diger liyeler ile benzer yapiya
sahip oldugu gozlenmistir. Enzimin aktif bolgesi iki alt birimin de ylizeyinde olup aktif
bolge amino asit kalintilarindan biri olan Asp25 in bir alt biriminde eslenigi olan diger
Aspzs’ in de diger alt biriminde yer aldig1 gozlenmistir. Aspartik proteazlar tarafindan
proteinlerin hidrolizi i¢in genel asit-baz katalitik mekanizmasi Onerilmistir. Aspartik
proteazlar ile gergeklestirilen ve suyun direkt olarak reaksiyona katildigir hidroliz

reaksiyonunun mekanizmasina drnek olarak Sekil 1.4 verilebilir.
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Sekil 1.4. Aspartik proteazin etki mekanizmasi

d. Metalloproteazlar

Proteazlarin en eski siniflarindan biri olan metalloproteazlar bakteri, mantar ve yiiksek
organizmalarda bulunurlar ve amino asit dizilimlerinde ve yapilarinda biiyiik farkliliklar
vardir. Metallopeptidazlar ya da metalloproteinazlar olarak da adlandirilan
metalloproteazlar, iki degerlikli metal iyonlar1 kompleksi tarafindan aktiflestirilmis bir
su  molekiiliinlin  saldiristyla  peptid bagim1  parcalayan  hidrolaz  sinifim
olugturmaktadirlar. Bu grupta yer alan enzimlerin g¢ogunlugu Katalitik aktivite
gosterebilmek icin genellikle ¢inko iyonuna ihtiyag duymaktadirlar Bununla birlikte,
baz1 enzimlerde bu fonksiyon manganez, kobalt, nikel veya bakir iyonlar1 tarafindan
gergeklestrilir (Polaina and MacCabe 2007). Metalloproteazlarin yaklasik otuz sinifi
tanimlanmistir ve bunlarin onyedisi endopeptidazlar: onikisi yalnizca ekzopeptidazlar
icerirken bir smifi da hem endo hem de ekzopeptidaz igermektedir. Islev
spesifikliklerine gore notral, alkalin, Myxobacter ve Myxobacter Il olarak dort sinifa
ayrilir. Alkalin metalloproteazlar genis spesifisite gosterirken nodtral metaloproteazlar
hidrofobik amino asit kalintilarina spesifiktir (Rao et al. 1998). Bakteriyel termolizin bu
grupta iy1 karakterize edilen enzimlerden bir tanesidir. Yapilan ¢alismalarda enzimdeki
¢inko iyonunun iki tane histidin bir tane de glutamik asit baglantisi1 goriilmiistiir. Enzim

termofilik bakteriler tarafindan iiretilir ve sicakliga karsi olaganiistii bir dayaniklilig
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vardir. Yapisinda aktif merkezindeki ¢inko iyonuna ilaveten dort tane baglh kalsiyum
iyonu igerir ve adi gecen diger metaloproteazlar ile benzer etki mekanizmasina sahiptir

Sekil 1.5°deki gibi.
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Sekil 1.5. Metalloproteazin etki mekanizmasi

1.4.1.b. Proteazlarin fizyolojik islevleri

Tiim canli hiicreler proteinlerin sentezi ve yikimi gibi belirli bir protein doniigiim
oranina sahiptir. Hiicre i¢i proteazlar hiicrede uygun protein doniisiimii yaparken
Escherichia coli’de lon geni tarafindan iretilen ATP-bagli proteazlar anormal
proteinlerin hidrolizini saglarlar. Enzimlerin proteolitik inaktivasyonu hiicre i¢i katalitik
aktivitenin geri doniislimsiiz olarak kaybina neden olmaktadir. Bu durum fizyolojik
olarak onemli bir olaydir. Proteazlar biiyilik polipeptidlerin daha kiigiik peptidlere ve
amino asitlere hidrolizine yardimci olurlar. Boylece hiicre tarafindan emilimi, kullanimi

ve sindirimi kolaylasir. Hiicre dis1 enzimler ise onlarin depolimerlesme aktivitesinden
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dolayr beslenmede biiylik bir rol oynar. Proteazlar araciligiyla gen ifadesinin

diizenlendigi yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir (Roa et al. 1998).

1.4.1.c. Bacillus proteazlarimin ézellikleri

Bacillus tiirtindeki mikroorganizmalar, ¢ogunlukla alkalin serin proteaz tipindeki
gruplarn liretmektedirler. Bu nedenle Bacillus proteazlar1 daha ¢ok alkali 6zelliktedir.
Alkalin proteazlarin optimum pH araligt pH 9,0-11,0 arasinda olmakla birlikte,
optimum pH degerleri pH 11,5, pH 11-12, pH 12,5 ve pH 12-13 olan birkag istisna
durum da bulunmaktadir. Alkalin proteazlar yiiksek izoelektrik noktalarina sahiptirler.
Genellikle pH 6,0-12,0 arasinda kararlilik gosteririler ve optimum sicaklik degerleri de
genellikle 50-70°C’dir. Bacillus tiitiindeki mikroorganizmalardan izole edilen alkalin
proteazlar yiiksek sicaklikta bir miktar termostabilite gostermekle birlikte, ortama Ca*?
iyonlarinin ilavesi ile enzim termostabilitesinde artis goriilmektedir (Kumar and Takagi
1999). Genellikle alkalen proteazlarin molekiiler kiitleleri 15-40 kDa arasinda olmakla
birlikte, 44 kDa, 45 kDa ve 47,17 kDa gibi daha yiiksek molekiiler agirliga sahip olan
enzimlerde yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir (Kumar and Takagi 1999). Ca+2,
Mg+2, Mn+2 gibi iki degerlikli katyonlar veya bu katyonlarmm bir kombinasyonu

varliginda alkalin proteazlar maksimum aktivite gosterebilmektedir.

1.4.1.d. Proteazlann kullanim alanlan

Toplam enzim paymin diinya capindaki satisinin yaklasik %60’ma sahip olan
proteazlar, endiistriyel enzimlerin en 6énemli grubunu olusturmaktadirlar (Laxman et al.
2005). Proteazlar deterjanlarda, deri ve tekstil sanayisinde, gida, kozmetik, ilag

sanayisinde, tibbi teshis gibi pek ¢ok alanda kullanilmaktadir (Gupta et al. 2002).

Mikrobiyal alkali proteazlar yikama deterjanlar1 uygulamalar: igin ticari uygulamalarda
onemli bir paya sahiptir (Ward 1985). Alkali proteazlar protein kaynakli lekelerin
cikartilmasi i¢in deterjanlara eklenmektedir (Nilegaonkar et al. 2007).
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Alkalin proteazlar glimiisiin geri alinmasi i¢in X-ray filmlerinin kullanimi
biyoproseslerinde uygulama alant bulmustur. Geleneksel uygulamalarda yanan
filmlerdeki giimiisii kurtarma onemli bir ¢evre kirliligi sorununa neden olmaktadir.
Bununla birlikte; alkalin proteazlar ile kollojenazlar diisiik dozlarda tedavi edici

uygulamalarda artan bir bi¢imde uygulama alan1 bulmustur (Nelson and Cox 2005).
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2. KAYNAK OZETLERI

Bakterilerden elde edilen alkalin proteazlar gesitli endiistriyel sektorlerde kullanilmakta
ve farkli sirketler tarafindan ticari olarak piyasaya sunulmaktadir. Ticari olarak
kullanilan alkalin  proteazlarin  genellikle termostabilitesinin  yliksek olmasi
istenmektedir ve bu durum kullanim amaglarina gore avantaj saglamaktadir (Demirjian

et al. 2001).

Kumar et al. (1999)’in yaptiklar1 ¢alismada, alkalifilik Bacillus’a ait ekstraseliiler 2
farkli proteaz enzimi saflastirilip, karakterize edilmistir ve saflastirilan enzimlerin (AP-1
ve AP-2) molekiil agirliklart SDS-PAGE ile sirastyla 28 ve 29 kDa olarak
belirlenmistir. AP-2 ve AP-1"in optimum pH ve sicakliklarinin sirasiyla 11 ve 12; 50 ve
55°C oldugu bulunmustur. PMSF nin saflastirilan enzimleri inhibe etmesiyle enzimlerin

alkalin serin proteaz oldugu tespit edilmistir.

Mabrouk et al. (1999) tarafindan yapilan ¢alismada, B. licheniformis ATCC 21415’¢ ait
alkalin proteaz iiretimi gerceklestirilmis ve karbon kaynagi olarak %4 laktoz ve %]1,5
glukoz karisimi kullanilarak alkalin proteazin en yiiksek veriminin elde edildigi tespit
edilmistir. En 1yi azot kaynagi da %6 soya fasulyesi ve %]1,2 amonyum fosfat
karisimindan elde edilmistir. Besi yerine %0,07 CaCly’nin eklenmesinin enzim
tretimini arttirdig1 belirlenmis ve siirfaktan olarak da besi yerine %1 misir yaginin
eklenmesi ile aktivitede dikkat ¢ekecek bir artisin oldugu gozlenmistir. Enzimin stabil
pH’sinin 8,5, sicakliginin ise 50°C oldugu; ancak 15 dk stabil kalabildigi ve 1 saat
sonra aktivitesinin %48,8’ini kaybettigi belirlenmistir. Polifosfatin enzim aktivitesini
zay1f bir sekilde inhibe ettigi (%3), EDTA’nin ise aktivitede %22’lik bir kayiba neden
oldugu belirtilmistir.

Joo et al. (2003) yilinda yaptiklar1 ¢alismada B. clausii 1-52” den baz1 oksidantlara ve
SDS’ye kars1 stabil alkalin proteaz iiretmislerdir ve saf enzimin optimum pH’smi 11,

optimum sicakligini da 60°C olarak tespit etmislerdir. Enzimin %35°lik SDS ile 72 saat



19

boyunca aktivitesinin %25’ini kaybettigi, %10’luk H,O, ile 72 saat sonunda
aktivitesinin %110’a ¢iktig1 belirlenmistir. Genis pH ve sicaklik araliginda etkin olmasi,
SDS gibi anyonik yiizey aktif maddelerini, peroksitler ve perboratlar gibi oksidantlar
tolere edebilmeleri gibi Ozelliklerinden dolay1 saflastirilan bu enzimin deterjan

endiistrisinde kullanilabilecegi onerilmistir.

Oztiirk’iin  (2007) yaptign calismada, Van goliinden izole edilen halotolerant B.
licheniformis BA17’den alkalin proteaz enziminin saflastirilmasi ve karakterizasyonu
gerceklestrilmistir. Ultrafiltrasyon ve iyon degisim kromotografisi ile enzim %58
verimle 5,4 kat saflastirilmistir ve SDS-PAGE yo6ntemi ile de molekiil kiitlesi yaklasik
19,7 kDa olarak tespit edilmistir. Enzimin aktif bolgesinde triptofan, histidin ve lizin
amino asitlerinin bulundugu ve serin proteaz enzimi oldugu tespit edilmistir. Enzimin
en iyi 60°C sicakliginda ve pH 10’da aktivite gosterdigi belirlenmistir. 40°C’de 38 saat
stabil kaldigi, pH 8-10 araliginda 30°C’de sabit sicaklikta 2,5 saat inkiibe edildiginde

aktivite kaybetmedigi belirlenmistir.

Tekin (2008)’in caligmasinda B. licheniformis DSMI13 alkalin proteaz iiretim
yetenekleri yoniinden incelenmistir. Alkalifilik basil oldugu belirlenen Gram (+),
hareketli, spor olusturabilen, katalaz aktivitesine sahip APTS izolatinin (1555 U/ml/g),
standart B. licheniformis DSM 13’den (1197 U/ml/g) 48 saat sonunda pH 10,0’luk
glisin-NaOH tamponunda daha yiiksek kapasitede alkalin proteaz aktivitesi goriilmis ve
bundan sonraki enzim saflagtirmasi ¢aligmalarinda alkalifilik Bacillus sp. APT5 izolati
kullanilmistir. Alkalin proteaz enzimi, besiyeri iist sivisindan aseton presipitasyonu ve
iyon degisim kromotografisi uygulanarak 500,1 U/mg spesifik aktivitede, 1,6 kat ve
%29,5 verimle saflastirilmistir. SDS- PAGE ve Native-PAGE ile enzimin elektroforetik
davranis1 belirlenmis ve molekiil kiitlesi 70 kDa olarak bulunmustur. APT5 enziminin
pH 11 ve 50°C’de optimum aktivite gosterdigi belirlenmistir. Optimum sicaklik ve pH
degerleri ile inhibitér ve metal iyonlarina karsi gosterdigi diren¢ nedeniyle enzimin
yiikksek bir yapisal stabiliteye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu o6zellikleri ile alkalin
proteazin deterjan endiistrisinde yiliksek bir kullanim potansiyeline sahip olabilecegi

belirtilmistir.
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Kerimak (2008)’mn yaptigi caligmada Bacillus tiiriinden izole edilen alkalin proteaz
enzimi  (NH;),SO,; ¢oktiirmesi ve DEAE-selilloz iyon-degisim kromatografisi
kullanilarak saflastirilmis ve karakterizasyonu yapilmistir. Saflastirma verimi %35 ve
saflagtirma katsayisinin degeri 17 olarak bulunmustur. Enzim SDS-PAGE’de tek bant
protein olarak goézlenmis ve molekiil agirlig1 yaklasik 24,26 kDa olarak tespit edilmistir.
Alkalin proteazin; Ky Ve Vi degerleri sirasiyla 3,12 mg. ml™ ve 1,60 pmol. ml™.
dak™, optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 60°C ve 11 olarak tespit edilmistir. 2
mM fenilmetilstlfonilfloriir (PMSF) tarafindan tamamen inhibe edildigi i¢in enzimin

serin alkalin proteaz oldugu belirlenmistir.

Olajuyigbe and Ajel 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, fermente kegiboynuzundan izole
edilen 35 tane Bacillus tiiriinden gesitli testlerle karakterize ettikleri ve proteolitik
aktivite gosteren Bacillus licheniformis Lbbl-11’den hiicredisi proteaz iiretilmistir ve
baz1 6zellikleri incelenmistir. Fermentasyon ve proteaz iiretimi nutrient broth besi yeri
icerisinde 150 rpm calkalama hizinda 37°C’de 18-72 saat arasinda gergeklestirilmistir.
Bu fermentasyon siiresince maksimum aktivite 48. saatte gozlenmistir. Enzimin
optimum sicakligr 60°C ve optimum pH’s1 8,0 olarak bulunmustur ve enzimin 60°C ile
70°C’da 1 saatlik inkiibasyon sonucunda kararliliginin yarisindan fazlasini korudugu
belirlenmistir. Ayrica proteazin pH 5,0-11,0 araliginda olduk¢a stabil oldugu

goriilmiistiir.

Rao et al. (2009)’1n yilinda yaptiklari ¢aligmada, Bacillus bakterilerinden saflagtirilan
alkalin proteazin deri isleme prosesi ve deterjan endiistrisindeki uygulamalari
incelenmistir. Saf enzimin molekiil agirlig1 39,5 kDa olarak bulunmus ve enzimin alkali
kosullardaki optimum sicakligi 70°C olarak belirlenmistir. Calismalar sonucunda
enzimin herhangi bir kimyasala gereksinim olmadan killari arindirabilmesiyle deri
endiistrisinde, kan lekelerini giderebilmesiyle de deterjan endiistrisinde kullanilabilirligi

degerlendirilmistir.

Toyokawa et al. (2010) yilinda yaptiklar1 ¢caligmada, fermente Tayland balik sosundan

(yerel bir fermentdr) izole ettikleri sicaklik tolere edebilen Bacillus licheniformis RKK-
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04’den %18 verimle 80 kat saflastirdiklar1 proteolitik enzimin molekiil agirligini
yaklasik 31 kDa ve izoelektrik noktasini 9,3’den daha biiytik olarak tespit etmislerdir.
Calismada enzimin optimum pH’s1t 10, optimum sicakligi da 50°C olarak tayin
edilmistir ve enzimin inhibitérle muamelesi sonucunda saflastirilan proteazin subtilisin
benzeri serin alkalin proteaz oldugu tespit edilmistir. Proteazin yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda (%30 NacCl) bile aktivitesini korudugu, ayrica bu enzimin verdigi
reaksiyonla balik proteinin miyozin agir zincirini tamamen parcaladigi belirlenmistir.
Bundan dolay1 arastirmacilar Bacillus licheniformis RKK-04’den saflastirilan, tuz tolere
edebilen proteazin balik sosu fermentasyonunda anahtar enzim oldugu yorumunu

yapmuglardir.

Shah et al. (2010) yilinda yaptiklar1 ¢alismada, kontamine ham petrol 6rneklerinden
izole ettikleri Bacillus cinsi bakterilerden organik ¢oziiciileri, deterjanlar1 ve okside
edici ajanlar tolere edebilen proteaz enzimi saflastirmislardir. Saflastirmay1 3 adimda
(amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE iyon degisim kromatografisi ve Sephadeks jel
filtrasyon kromatografisi) yaklasik %11 verimle 58 kat olarak gergeklestirmislerdir.
Enzimin optimum pH’s1 8, sicaklig1 ise 60°C olarak belirlenmistir. Enzimin Li+2, Ba2+,
K*, Mg? ve Mn®* metallerinden etkilenmedigi, ama cr**, Hg®* ve Cu* gibi agir
metaller varliginda inaktif oldugu tespit edilmistir. Ayrica saf enzimin noniyonik
deterjanlar (TritonX-100 ve Tween-80), okside ve agartict ajanlar (hidrojen peroksit)
varliginda kararlihigimi korudugu goézlemlenmistir. SDS-PAGE yontemi ile enzimin
molekiil agirhigr yaklasik 38 kDa olarak belirlenmistir. Karakterizasyon ¢aligmalariyla
da, saflagtirdiklar1  proteazin  deterjan  formiilasyonunda, biotransformasyon
reaksiyonlarinda, enzimatik peptit sentezinde ve ¢ilirime Onleyici ajanlarin

formiilasyonlarinda kullanilabilecegini belirlemislerdir.

Seving (2010)’1n yaptig1 ¢calismada Bacillus tiirlerinden izole edilen proteaz enziminin
saflagtirilmasi ve karakterizasyonu ¢alisiimistir. Optimum enzim aktivitesi 55°C’de elde
edilmistir. Enzimin, 55°C’de 3 saat sonunda aktivitesinin %100’{inii korudugundan
dolay1 termostabil olabilecegi belirtilmistir. Optimum pH ise 7 olarak elde edilmis ve

enzimin pH skalasinin alkali tarafindaki aktivitesinin asidik tarafa gore daha yiiksek
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oldugu bulunmustur. Dolayistyla, enzimin alkali bir enzim oldugu s6ylenmistir. Enzim

aktivitesi iizerine Mn*?

ve Ca™®nin stimulator etkisi gdzlemlenmistir. Enzim, %75
amonyum siilfat c¢oktlirmesi ve diyaliz ile kismi olarak %16,8 verimle 2,11 kat
saflagtirilmistir. Enzimin molekiiler agirligi yaklasik olarak 52 kDa olarak tespit

edilmistir.

Bezawada et al. (2011) tarafindan fermente atik su ¢amurundan ultrafiltrasyon ve
santrifiij ile izole edilen B. licheniformis ATCC 21424 alkalin proteaz galisilmistir.
Enzimin optimum sicaklik ve pH degerleri sirastyla 60°C ve 10 olarak bulunmustur.
Ca*? ve Mn*? metal iyonlar1 enzimin aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. PMSF ve
diizopropilflorofosfat (DFPs) ise enzimin inhibitorii olarak bulunmustur. Saflastirilan
alkalin proteaz enziminin etkin Ozelliginden dolay1r deterjan katki maddeleri ile

kullanilabilecegi belirtilmistir.

Bhunia and Dey (2011) yilinda yaptiklar1 ¢alismada, B. licheniformis NCIM 2042’den
izole edilen alkalin proteaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz ile %73,5
oraninda saflastirilmistir. 37°C’de 30 dk inilibasyon sonucunda enzimin aktivitesinin
DMSO varlignda %25; metanol, etanol, 2-propanol, benzen ve toliilen varliginda ise
%92°den fazlasini korudugu bulunmustur. Ayrica, 60 dk oda sicakliginda Tween-80,
TritonX-100 ve SDS ile de enzimin stabilitesini dikkate deger bir sekilde korudugu

gbzlenmistir.

Sarker et al. (2013)’1n yaptiklar1 ¢alismada, B. licheniformis P003’den alkalin proteaz
enzimi saflagtirilip karakterize edilmistir. Karakterize edilen enzimin optimum sicakligi
50°C, pH’s1ise 10 olarak bulunmustur. Aktivitesini 50°C’de %100, 70°C’de ise %78
oranda korudugu goriilmiistiir. 1 saat boyunca 60°C’de 1sitildiktan sonra enzim
aktivitesinin %75’ini; 28 giliniin sonunda +4°C ve 25°C’de ise yaklasik %66 ve
%46’s1n1 muhafaza ettigi gosterilmistir. Mn*? ve Mg*? metalleri aktivitesini arttirirken
Fe*? metalinin enzim aktivitesini diisiirdiigii belirlenmistir. Tween-20, Tween-80, SDS

ve H;O;’nin  enzim aktivitesini artirdigr tespit edilmistir. Bu karakteristik
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ozelliklerinden dolay1 bu proteaz enziminin deri endiistrisi basta olmak iizere bir¢ok

endiistriyel alanda kullanilabilecegi vurgulanmistir.

Nadeem et al. (2013)’1n yaptiklar1 ¢alismada B. licheniformis UV-9’dan alkalin proteaz
saflagtirllmis ve deterjan formiilasyonlarinda kullanimi i¢in karakterize edilmistir.
Enzim amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Sephadeks G-100 jel filtrasyon kromatografisiyle
36,83 kat, %11 verimle saflastirilmistir. Molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 36,12 kDa
olarak bulunmustur. Kazein substrati ile Ky Ve Vimax degerleri sirasiyla 5 mg/ml ve 61,58
M.ml*.dak™ olarak bulunmustur. Enzim en yiiksek aktivitesini pH 11 ve 60°C sicaklikta
goriilmiistiir. pH 8-11 arast ve 30-50°C araligindaki sicaklikta enzimin kalan
aktivitesinin %80’ini korudugu gézlenmistir. Bununla birlikte 10 mM Ca*? varliginda
pH 11 ve 60°C sicaklikla birlikte enzim aktivitesinin %90’dan fazlas1 korunmustur.
Fenil metil siilfonil floriir (PMSF) ile tamamen inhibe olmasi ile bu enzimin serin
proteaz oldugu diisiiniilmistir. Mg™ ve Ca*? metal iyonlar aktiviteyi sirasiyla %128 ve
%145 olarak artirdig1 belirlenmistir. Saflastirilan enzim, Tween-20, Tween- 45, Tween-
65 ve Triton X-45 gibi yiizey aktif maddelere karsi asir1 kararlilik gostermistir. Bu
enzim ayrica oksitleyici maddelerden H2O; ve sodyumperborat varliginda %100’den
fazla aktivite gostermistir. Boylece B. licheniformis UV-9’dan saflastirilan proteaz

enziminin potansiyel ¢amasir deterjan1 enzimi olabilecegi belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan organizma

Tez c¢alismasinda Dog. Dr. Ahmet ADIGUZEL (Atatiirk Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii) tarafindan izole edilen ve tanimlanan termofilik Bacillus

licheniformis A10 bakterisi kullanilmustr.

3.1.2. Kullanmilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar sunlardir: Tris, kazein, amonyum siilfat, folin
reaktori, akrilamid bisakrilamid, N,N,N’ N’-Tetrametilenetilendiamin (TEMED), Etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA), SDS, TritonX-100, Tween-80, Amonyum persiilfat
(PER), DTNB, PMSF, B-merkaptoetanol, hidrojenperoksit, tire, metanol, aseton,
izopropanol, formaldehit, DMSO (Sigma), sodyum karbonat, Commanse Brillant Blue
G-250, sodyum fosfat, biitanol, glisin, bromtimol mavisi, BSA (Merck), TCA, Tween-
20 (Riedel de Haen) sodyum asetat, kloroform (Carlo Erba)

3.1.3. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Steril Kabin (Telstar AV -100)

Spektrofotometre (Beckman Coulter DU’730 Life science UV/V is spectrophotometer)
Santrifiij (Hettich)

Magnetik Karistirici (Stirrer HS31)

Etliv (Termo Scientific Heraus Incubator)

Vorteks (WiseMix)
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Calkalayict (Midii Dual 14)
Inkiibator (Sanyo)

Deep-Freeze (Harris, -20 °C)
Hassas Terazi (Geg, Avery)
Otoklav (Hiclave Hv-50L)

Su Banyosu (Grant 6G)
Sterilizator (Heraus)

pH metre (Metler Toledo)

Kar makinesi (Scotsman AF-20)
Saf su cihazi (Bamstead Pure Easy)
Peristaltik pompa (Ismatec)
Elektroforez tanki (Biorad (dikey))
Gii¢ kaynagi (1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135)
Buzdolabr1 (Siemens)

3.1.4. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Aktivite ol¢ciimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. %0,65’lik (w/v) Kazein ¢ozeltisi: 100 mM Tris-HCI tamponunun (pH=8,5) 100 mI’si

icine 0,65 g kazein konularak stok ¢o6zelti hazirlandi.

2. 110 mM TCA ¢ozeltisi: 1,79 g TCA almip bir miktar saf suda ¢oziildii ve son hacim

saf su ile 100 m1’ye tamamlandi.

3. 0,5 M Folin-Ciocalteau (F-C) ¢ozeltisi: Folin-Ciocalteau reaktifinin destile suyla 1:4

oraninda seyreltilmesiyle hazirlandi ve 151k almayacak sekilde saklanda.

4. 500 mM NayCOj3 ¢ozeltisi: 5,29 g Na,COs3 alinip bir miktar saf suda ¢oziildii ve son

hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.
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Amonyum siilfat ¢okeltisinin ¢6ziinmesi ve diyaliz icin kullanilan tampon:

1. 100 mM Tris-HCI (pH 8,5): 12,1g Tris 900ml saf suda ¢oziildii, pH’s1 8,5’e ayarlandi

ve son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

DES2 anyon degisim kromotografisinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. Jelin hazirlanmasinda kullanilan ¢6zelti (200 mM Tris-HCI pH 7,8): 12,1g Tris 400

ml saf suda ¢oziildi, pH 7,8’e ayarlandi ve son hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

2. DE52 kolonunun dengelenmesinde kullanilan ¢ézelti (50mM Tris-HCI pH 8,5): 6,05
g Tris 900 ml suda ¢oziildii, pH’s1 8,5’e ayarlandi ve son hacim saf su ile 1000 ml’ye

tamamlandi.

3. DE52 kolonunun eliisyonunda kullanilan ¢ozelti: Kolonun dengelenmesinde
kullanilan 50 mM Tris-HCl pH=8,5 tamponunun igine 50-500 mM NaCl ilave

edilmesiyle elde edilen ¢ozelti.

Bradford yontemiyle protein tayini icin kullanilan ¢ozeltiler:

1. Coomassie brillant blue ile G-250 boyasi: 100 mg brillant blue G-250 alind1 ve 50 ml
%95’lik etanolde ¢oziildi, tizerine 100 ml %95°lik fosforik asit konuldu ve saf su ile

son hacim 1000 ml’ye tamamlandi.

2. Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti): 25

mg standart bovin serum albuminin 25 ml saf suda ¢6ziilmesiyle hazirland:.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:
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1. 1 M Tris-HCI tamponu (pH 8,8): 12,114 g Tris, 90 ml saf suda ¢6ziildi, pH 8,8’e

ayarlandi ve son hacim 100 ml’ye tamamlanda.

2. 1 M Tris-HCI tamponu (pH 6,8): 12,114 g Tris, 90 ml saf suda ¢6ziildi, pH 6,8’

ayarlandi ve son hacim 100 ml’ye tamamland.

3. %30’luk Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid

ve 34,6 g saf su karistirilarak ¢oziildii.

4. %10’luk SDS: 1 g SDS saf suda ¢oziilerek 10 ml’ye tamamlandi.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak saf su ile 10

ml’ye tamamlandi.

6. Yiiriitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin 450 ml saf suda ¢oziildii. Daha sonra
bunun tizerine 5 ml %10’luk SDS ilave edilerek toplam hacim saf suyla 500 ml’ye

tamamlandi.

7. %0,1’liik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 g indikatér 0,01 M 16 ml NaOH igerisinde

¢oziildii ve saf suyla son hacmi 100 mI’ye tamamlandi.

8. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI1 (pH 8,0)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%1001k gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak saf suyla
10 ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponuna 50 pl

-merkaptoetanol ilave edildi.

Giimiis boyamada kullamilan c¢ozeltiler

1. Tespit ¢ozeltisi: 60 ml saf su, 30 ml %96’lik etanol ve 10 ml asetik asit karigimiyla

hazirlandi.



28

2. Rediiksiyon ¢ozeltisi: 4,8 g sodyum asetat, 45 ml etanol ve 80 ml saf suda karistirildi.
pH asetik asitle 6’ya ayarlandiktan sonra 150 mg sodyum tiyosiilfat, 3 ml glutaraldehit

eklenip saf su ile son hacim 150 ml’ye tamamlandi.

3. Boyama c¢ozeltisi: 100 mg giimiis nitrat, 100 ml saf suda ¢oziliniip iizerine 30 pl

formaldehit eklenmesiyle hazirlandu.

4. Yikama ¢ozeltisi 1: 3,75 g sodyum karbonat, 270 ml saf suda ¢6ziildii ve lizerine 120
ul formaldehit ilave edildi.

5. Yikama c¢ozeltisi 2: 1 ml gliserin ve 250 ml’lik %35’lik asetik asitten karistirilarak

hazirlandi.

Kullanilan metal ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1. FeCl3z 6 H,0 ¢ozeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): Sirasiyla 0,0081 g, 0,0405 g, 0,081
g FeCl; 6 H,0 tartilip 30 ml %0,65’lik kazein ¢ozeltisinde sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 10

mM olacak sekilde ¢oziilerek hazirlandi.

2. MgCl; ¢bzeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): 0,00286 g, 0,0143 g, 0,0286 g MgCl,
tartilip 30 ml %0,65°1ik kazein ¢ozeltisinde sirastyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM olacak

sekilde ¢oziilerek hazirlandi.

3. CaCl; ¢ozeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): 0,0033 g, 0,016 g, 0,033 g CaCl; tartilip
30 ml %0,65’lik kazein ¢ozeltisinde sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM olacak sekilde

¢Oziilerek hazirlandi.

4. AgNO3 ¢ozeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): 0,0034 g, 0,017 g, 0,034 g AgNO3
tartilip 30 ml %0,65°1lik kazein ¢ozeltisinde sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM olacak

sekilde ¢oziilerek hazirlandi.
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5. ZnCl; ¢ozeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): Sirastyla 0,00409 g, 0,0204 g, 0,0409 g
ZnCl; tartilip 30 ml %0,65°1lik kazein ¢ozeltisinde sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM

olacak sekilde ¢oziilerek hazirlandi.

6. KCI1 ¢ozeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): 0,0022 g, 0,0112 g, 0,022 g potasyum
tartilip 30 ml %0,65°1ik kazein ¢ozeltisinde sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM olacak

sekilde ¢oziilerek hazirlandi.

7. CoCl, 6 H,0 ¢ozeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): 0,0071 g, 0,0357 g, 0,071 g CoCl, 6
H,O tartilip 30 ml %0,65’lik kazein ¢ozeltisinde sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM

olacak sekilde ¢oziilerek hazirlandi.

8. MnCl; ¢6zeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): 0,0037 g, 0,0189 g, 0,037 g MnCl; tartilip
30 ml %0,65°1lik kazein ¢ozeltisinde sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM olacak sekilde

¢Oziilerek hazirlandi.

9. NiCl; 6 H,0 ¢ozeltisi (1 mM, 5 mM ve 10 mM): 0,0071 g, 0,035 g, 0,071 g NiCl, 6
H,0O tartilip 30 ml %0,65°lik kazein ¢Ozeltisinde sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 10 mM

olacak sekilde ¢oziilerek hazirlandi.

Kullanilan inhibitor ¢ozeltilerinin hazirlanisi

1. PMSF ¢ozeltisi (1 mM ve 5 mM): Sirasiyla 0,017 g ve 0,087 g PMSF tartildi, 5 ml

etanolde ¢oziilerek 1 ve 5 mM olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi.

2. B-merkaptoetanol ¢ozeltisi (1 mM ve 5 mM): 35 ul B-merkaptoetanol alinip 5 ml
tampon icinde ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Stok ¢ozeltiden 1 ve 5 mM olacak

sekilde hazirlandi.
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3. EDTA ¢ozeltisi (1 mM ve 5 mM): Sirasiyla 0,039 g ve 0,196 g EDTA tartild1 ve bir

miktar Tris-HCI (pH 8,5 ) tamponuyla ¢6ziildii ve son hacim 5 ml’ye tamamlandi.

4. DTNB ¢ozeltisi (1 mM ve 5 mM): Sirasiyla 0,078 g ve 0,39 g DTNB tartilarak 10 ml

tamponda ¢oziildl, 1 ve 5 mM olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlandi.

5. Ure ¢ozeltisi (1 mM ve 8 mM): 0,604 mg ve 3,02 mg iire tartildi ve 50 ml suda 1 ve
8 mM’lik olacak sekilde hazirlandi.

Yiizey aktif madde ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

1. TritonX-100 (%1 ve %5): Sirastyla 0,3 ve 0,5 ml TritonX-100’den alinarak saf su ile

30 ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

2. Tween-20 (%1 ve %5): Sirastyla 0,3 ve 0,5 ml Tween-20’den alinarak saf su ile 30

ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

3. Tween-80 (%1 ve %5): Sirastyla 0,3 ve 0,5 ml Tween-80’den alinarak saf su ile 30

ml’ye tamamlanarak hazirlandi.

4. SDS (%1 ve %S5): Sirasiyla 0,3 g ve 0,5 g SDS alinarak 30 ml saf suda coziilerek

hazirlandi.

Dogal substratlar ile hazirlanan c¢ozeltiler

1. 9%0,65’1lik kazein ¢ozeltisi: 0,195 g kazein tartilarak son hacim 30 ml olacak sekilde
100 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda ¢oziildii.

2. %0,65’lik azokazein ¢ozeltisi: 0,195 g azokazein tartilip son hacim 30 ml olacak

sekilde 100 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda ¢oziildii.
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3. %0,65’1lik BSA c¢ozeltisi: 0,195 g BSA tartilarak son hacim 30 ml olacak sekilde 100
mM Tris-HCl (pH 8,5) tamponunda ¢oziildii.

4. 9%0,65’lik hemoglobin ¢ozeltisi: 0,195 g hemoglobin tartilarak son hacim 30 ml
olacak sekilde 100 mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda ¢6ziildii.

%0,65°1ik jelatin ¢ozeltisi: 0,195 g jelatin tartilip son hacim 30 ml olacak sekilde 100
mM Tris-HCI (pH 8,5) tamponunda ¢oziildii.

3.2. Yontemler

3.2.1.Petride proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Bacillus licheniformis A10 susundan bir lup bakteri alinarak nutrient brot besi ortamina
inokiile edildi ve 55°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra SMA agar
besiyerine bu sivi kiiltiiriinden agar wel metodu kullanilarak ekim yapildi ve petri

55°C’ye ayarli inkiibatorde 24-48 saat siireyle bekletildi (Panda et al. 2013).

3.2.2. Protein tayini

3.2.2.a Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozinin
maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanmaktadir (Segel 1968). Bu 6zellikten
yararlanilarak ornekteki protein miktarinin yaklagik olarak bulunmasi i¢in gelistirilen
hizl1 bir yontemdir. Kromatografi islemlerinin ardindan esit hacimlerde alinan biitiin
fraksiyonlarda kalitatif protein tayini yapildi. Fraksiyonlar kuvartz kiivetlere alinarak,

absorbanslar1 spekrofotometrede kore (100 mM Tris-HCI pH 8,5) kars1 okundu.



32

3.2.2.b. Bradford yontemiyle protein tayini

Bu yontem, proteine coomassie brillant blue G-250’nin baglanmas1 esasina dayanir.
Olusan kompleks 595 nm’de maksimum absorbans gosterir. Proteine boyanin
baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Protein—boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford 1976).

S0,
CH, CHg
Cre
CHGCHECJ@NH NCH, @
CH,CH,

S0;MNa

Sekil 3.1. Coomessie brillant blue G-250 boyasinin kimyasal yapisi

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart
bovin serum albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl
alindi. Saf su ile tiim tliplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamland1 ve 5 ml renklendirme
reaktifi tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonra 595 nm’de 3 ml’lik
kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml ayni tampon ve 5
ml renklendirme reaktifinden olusan karisim kullanildi ve absorbans degerlerine karsilik
gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi. Protein tayini yapilan

numuneler i¢in ayn1 yontem uygulandi ve standart grafikten miktar tayini yapildi.

Numune caligsmalari i¢in; homojenat, amonyum siilfat ¢okeltisi numunesi, iyon degisim
kromatografisinden elde edilen saflagtirilmis enzim ¢ozeltilerinden 3 ayr tiipe sirasiyla
0,1 ml konularak tizerlerine 5’er ml renklendirme reaktifi eklendi. Vorteks ile

kanigtirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakilip, sonra 595 nm’de absorbans
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degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayri1 6l¢iimiin aritmetik ortalamasi

alinip standart grafikten protein miktarlar1 belirlendi.

3.2.3. Alkalin proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Proteaz aktivitesi Takami et al. (1989), tarafindan tanimlanan kazeinin substrat olarak
kullanildigr yontemin modifiye edilmesi ile belirlendi. 0,5 ml enzim ¢o6zeltisi 2,5 ml,
100 mM pH 8,5 Tris-HCI tampon ¢ozeltisinde hazirlanan %0,65’11ik kazein ¢ozeltisi ile
karistirild1 ve reaksiyon ¢ozeltisi 10 dakika stire ile 37°C’da inkiibe edildi. Kor olarak
enzim ¢ozeltisi yerine 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi ilave edilen reaksiyon
karisimi kullanildi. Inkiibasyon sonunda reaksiyon karisimlarma 2,5 ml, 110 mM
trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisi ilave edilip 30 dakika oda sicakliginda bekletilerek
reaksiyonun sonlanmasi saglandi. Siire bitiminde reaksiyon karigimi 10000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendi ve siipernatantin 1 ml’sine 2,5 ml 0,5 M NayCOj3 ¢ozeltisi ilave
edildi. Reaksiyon karigiminin {izerine 0,5 ml 0,5 M Folin-Ciocaltcau reaktifi eklenerek
karistm 30 dakika siire ile oda sicakliginda bekletildikten sonra 660 nm’de
spektrofotometrik olarak absorbans Olgiildii. Enzim aktivitesi 6nceden olusturulmus

tirozin standart grafiginin egimi kullanilarak asagida verilen formiil ile hesaplandi:

(A660/Egim) x Toplam Hacim
Proteaz Aktivitesi

(umol.mlI™.dk™)

x Seyreltme Faktori

Enzim Hacmi x Inkiibasyon Siiresi

Bir iinite proteaz aktivitesi, 37°C’de, pH 8,5’da gergeklesen hidroliz reaksiyonunda
%0,65 kazeinden 1 pg/dak tirozin olusturan enzim miktar1 olarak ifade edildi (Takami et
al. 1989).
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3.2.4. Tirozin standart grafiginin hazirlanmasi

Tirozin standart grafigi proteaz aktivitesi hesaplamasinda kullanilmak iizere 100 mM
pH 8,5 Tris-HCI tamponu ile 1 mg/ml tirozin ¢dzeltisi hazirlandi. Bu stok ¢6zeltiden
tiplere 10, 20, 30, 40, 50 ul hacimlerde alinip son hacim 100 mM pH 8,5 Tris-HCI
tamponu ile 0,5 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 2,5 ml 0,5 M Na,CO3; ve 0,5 ml folin
reaktifi ilave edildi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletilip spektrofotometrede 660
nm’de absorbans degerleri Olgiildii. Kor olarak 0 pg/ml tirozin igeren 100 mM pH 8,5
Tris-HC1 tamponu kullanildi ve elde edilen sonuglara gore 660 nm’deki absorbans
degerinde meydana gelen degisimi gosteren tirozin standart grafigi cizildi. Cizilen
tirozin standart grafigindeki dogrunun egimi belirlenerek alkalin proteaz aktivitesinin

hesaplanmasinda kullanildi (Takami et al. 1989).

3.2.5. Homojenat hazirlanmasi

B. licheniformis A10’un hiicre izolatlar1 10000xg de 10 dakika santrifiijlenerek
ortamdan uzaklastirildi. Ardindan siipernatant Whatman [ filtre kagidindan siiziilerek

homojenat elde edildi (Divakar et al. 2010).

3.2.6. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Proteinler ¢ok degerli elektrolitler olduklari i¢in iyonlara benzer sekilde hareket ederler.
Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir halde
tutan su molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan ¢ekilir ve proteinler
coker (salting-out). Yapilan amonyum siilfat c¢oktiirmesi deneyleri proteinlerin bu

ozellikleri esasina dayanmaktadir.

Amonyum stilfat ¢oktlirmesi i¢in;

Kat1 amonyum siilfat miktar1 asagidaki formiilden hesaplandi:
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1,77 xV x (S, -S,;)

NH,), S0, =
9(NH,),SO, 354-3,

V: Enzim ¢ozeltisinin hacmi
S1: 1’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

Sy I’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Hazirladigimiz homojenat i¢in %10-20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70,
%70-80, %80-90 araliklarinda ayr1 ayr1 amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapildi. Yapilan
amonyum siilfat ¢oktiirmesinin her araliginda ¢okeltide ve siipernatantta aktivite 6lglimii
yapilarak enzimin aktif oldugu aralik belirlendi ve sonraki ¢aligmalarda ¢Oktiirme,
belirlenen aralikta yapildi. Biitiin bu islemler +4°C’de buzun tizerinde gergeklestirildi.
Her defasinda homojenatlar 5000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
slipernatantlar ayr1 behere alindi, ¢okelekler ise yeteri kadar 100 mM Tris-HCI (pH=8,5)
ile ¢oziildii. Daha sonra hem siipernatantta hem de ¢okelekte ayri ayr1 enzim aktivitesine
bakildi (Ravindan et al. 2011).

Amonyum sitilfat ¢oktlirmesi sonucu elde edilen karigim diyaliz torbasina yerlestirildi,
100 mM Tris-HCI (pH=8,5) tamponunda 3-4 saat siireyle diyaliz edildi. Diyaliz islemi
magnetik karistirici tizerinde +4°C’de gergeklestirildi, daha sonra protein ve aktivite
tayini yapildi (Ravindan et al. 2011).

3.2.7. DE52 anyon degisim kromatografisi

Bu calismada DES2 anyon degisim kromatografisinde kullanilan kolon dolgu materyali
hazir olarak satin alindi ve 1slak iyon degisim jeli 15-30 ml/g oraninda ve 200 mM Tris-
HCI tamponu ile karistirilarak 2-3 dk bekletildi. Daha sonra karistmin pH’s1 7,8
ayarlandi. Jelin bir siire dibe ¢okmesi beklenerek silipernatant dekante edildi ve dibe
¢oken jel tekrar tampon ile 15-30 ml/g oraninda siispanse edildi. Uygun hacmi
Olgiilebilen bir cam silindire uygulanan karisimin dibe ¢okmesi beklendi ve siipernatant

atildi. Karistirllmis jel ¢ozeltisi kolona dokiilerek yercekimine karsi jelin yatak hacmi



36

sabit kalana kadar bu sekilde dengeleme tamponu ile paketlendi. Daha sonra saatte 45
ml akacak sekilde peristaltik pompa ile kolon akis hiz1 sabitlenerek kolonun 50 mM
Tris-HCI (pH=8,5) tamponu ile dengelenmesi saglandi. Jel iizerindeki tampon seviyesi
jel diizeyine indirilerek diyalizden elde edilen homojenat pipet vasitasiyla dikkatli bir
sekilde kolona tatbik edildi ve bir gece +4°C’de homojenat ile kolonun baglanmasi
saglandi. Daha sonra dengeleme tamponu ile yikama iglemi yapildi. Yikama islemine,
istten ilave edilen yikama tamponunun pH ve 280 nm'deki absorbans degerlerinin
kolonun altindan alinan eliiatlarin pH ve 280 nm’deki absorbans degerleri esit oluncaya
kadar devam edildi. Yikama tamamlandiktan sonra 50-500 mM NacCl igeren 50 mM
Tris-HCI (pH=8,5) ile artan iyonik siddetli lincer gradient eliisyonu uygulandi. Eliatlar
kolondan 5 ml halinde tiliplere alind1 ve her bir eliiatin 280 nm’de absorbans Ol¢iimii
yapilarak absorbans gosteren tiiplerde boliim 3.2.4°deki gibi aktivite tayini yapild:.
Aktivite tayini yapilan eliiat ¢ozeltileri i¢in kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri
yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi ve saflastirma oranlar1 belirlendi (Romero et al.
2001; Thangam and Rajkumar 2002).

3.2.8. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (sds-page) ile enzim

safliginin kontrolii ve enzimin molekiil kiitlesinin tayini

Enzim saflastirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik derecesi
ve molekiil kiitlesi kontrol edildi. Bunun i¢in, elektroforez plakalari su ve alkol ile iyice
yikandi. Her iki plaka st iiste getirilerek kiskaclarla tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar,
icerisinde sizdirmay1 6nleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama kabinine konuldu. Daha
sonra ayirma jeli hazirlandi ve enjektorle plakalarin arasina tist kesimde 0,5 cm
kalincaya kadar dolduruldu ve jelin donmas1 beklendi, ayirma jelinin katilastigindan
emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin tist kismindaki bosluga dolduruldu ve
numune kuyucuklarmin olugmasi i¢in tarak dikkatlice yerlestirildi. Yigma jeli
katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune kuyular belirlendi. Once saf su,
sonra da yiiriitme tamponuyla yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina

yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiirtitme tamponu dolduruldu,
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enzim Ornekleri 9 pl ve ylikleme tamponu da 9 pl olacak sekilde 1/1 oraninda katildi.
Sonrada ii¢ dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Daha sonrada 6nce markir 1pul
ilk kuyucuga yerlestirildi. 18 pl Orneklerde diger kuyucukalara yerlestirildi.
Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anota, st taraftan ise (-) katota
yerlestirildi. Once 80 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip
y1gildi. Sonra akim 100 volt’a ¢ikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine
kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol
mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar
arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Daha sonra giimiis ve Coomassie Brilliant Blue
boyasi ile boyandi. Jeller boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama ¢ozeltisine konuldu.
Rengi acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar calkalayici {izerinde yikanan jel

cikarilarak fotografi ¢ekildi (Laemmli 1970).

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 5 ml 1 M Tris-HCl pH=8,8, 4,4 ml %30’luk akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %0,1’lik SDS, 0,13 ml %5’lik TEMED (N,N, N’,N’-
Tetrametil etilen diamin) ve 3,13 ml saf su karistirildi. Bu karisimin iizerine en son

olarak 0,27 ml %5°1lik PER [amonyum persiilfat, (NH4),S,0g] eklendi.

Yigma jeli sdyle hazirlandi: 0,41 ml 1 M Tris-HCI pH=6,8, 0,44 ml %30°luk Akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %0,1’lik SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED ve 2, 45 ml saf su
karistirildi. Bu karisimin {izerine en son olarak 0,07 ml %5’lik PER eklendi.
Elektroforez tankina jeller dokiildii ve kuyucuklara Ornekler yiiklendi. Daha sonra
ornekler 80 voltta 30 dk, 100 voltta 6rnekler yiiriitiildii. Yiriitiildiikten sona jel ¢ikarildi
ve bantlarin goriilmesi i¢in boyamaya alindi. Bunun i¢in giimiis boyama yapildi. Jeller
tespit ¢ozeltisi ile 30 dk c¢alkalayicida ¢alkandi. Daha sonra rediiksiyon ¢ozeltisinde 30
dk calkalayicida bekletildi. Ardindan saf su ile 5 dk muamele edildi (3 kez tekrarlandz).
Glimiis nitrat ¢ozeltisiyle 20 dk calkalayicida boyandi. Boyama ¢ozeltisinden alinan jel
saf su ile yikand1 ve yikama ¢o6zeltisi 1°de bantlar belirinceye kadar yavas yavas
calkalandi. Daha sonra jel yikama ¢ozeltisi 2’ye bantlarin belirginlesmesi i¢in alindi

(Kazan vd 2005).
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3.2.9. Alkalin proteaz enziminin zimogram analizi

B. licheniformis A10’dan firetilen alkalin proteaz enziminin zimogrami igin, SDS-
PAGE jel elektroforezi kullanildi. Oncelikle yigma ve ayirma jeli hazirlandi ve
elektroforez tankina dokiildii. Daha sonra kuyucuklara %0,65’lik kazein katilan
yiikkleme tamponuyla 1:1 oraninda karistirilan enzim ¢dzeltisi yiliklendi. Elektroforez
sisteminde once 80 voltta 30 dakika ardindan voltu 100’e ¢ikararak numunelerin jelin
alt sinirma kadar yiiriitilmesi saglandi. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna
katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme islemi bittikten sonra akim
kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Cikarilan jel 100 mM pH 8,5 Tris-
HCI ile hazirlanan %2,5’luk TritonX-100 ¢ozeltisinde SDS’nin uzaklastirilmast igin
bekletildi ve ardindan Tris-HCI1 tamponu ile li¢ kez yikama islemi gergeklestirildi.
Sonrasinda jel %0,65’lik kazein ¢ozeltisinde 37°C’de 30 dakika beklendi ve sonra da
sabitleme ¢o6zeltisine alindi. Daha sonra jel sirasiyla Coomassie Brilliant Blue boyama
cozeltisine ve yikama ¢ozeltisine konuldu. Rengi agilip, protein bantlar1 belirginlesene

kadar ¢alkalayici iizerinde yikanan jel ¢ikarilarak fotografi ¢ekildi (Kazan vd 2005).

3.2.10. Proteaz enzimiyle ilgili yapilan kinetik ¢calismalar

3.2.10.a Proteaz enzimi icin optimum pH bulunmasina yonelik ¢calismalar

Optimum pH'y1 belirlemek amaciyla 90,65 kazein igeren 0,1 M farklh pH
degerlerindeki sodyum fosfat (pH6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH
9,0-11,0) tampon c¢ozeltileri hazirlandi ve her bir tampon-kazein ¢ozeltisine 0,5 ml
enzim eklenerek 37°C'de 10 dakika bekletildikten sonra boliim 3.2.3’deki gibi aktivite
tayini yapildi (Haddar et al. 2009; Ravindan et al. 2011). Enzimin pH profili grafiginin
ciziminde en yiiksek aktivitenin gozlendigi pH degeri 100 olarak kabul edildi ve diger

sonuclar ona gdre bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslandi.
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3.2.10.b. Proteaz enzimi i¢in stabil pH bulunmasina yonelik calismalar

Enzimin stabil oldugu pH'y1 tesbit etmek i¢in sodyum fosfat (pH 6,0-8,0), Tris-HCI (pH
7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tamponlar1 kullanildi. Belirtilen pH'lardaki 1 ml
tampon ¢ozeltilere 1 ml enzim c¢ozeltisi karistirilarak 37°C'de 2 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon oncesinde ve sonrasinda boliim 3.2.3°deki gibi aktivite tayini
yapildi (Rahman et al. 2006; Venugapol and Saramma 2007). Enzim pH stabilitesi
grafiginin ¢iziminde, farkli pH degerlerinde, inkiibasyondan dnceki aktivite miktari1 100
olarak kabul edilerek inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite yiizdesi (%)

olarak ifade edildi.

3.2.10.c. Proteaz enzimi i¢in optimum sicakhgin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Proteaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 0,5 ml enzim ¢ozeltisi; pH
8,5, 100 mM Tris-HCI tamponunda hazirlanan %0,65’lik kazein ¢6zeltisinin 2,5
ml’siyle karistirilarak, 20°C’den 80°C’ye kadar olan sicaklik araliginda 10 dakika
inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonrasi boliim 3.2.3’deki gibi aktivite tayini
yapildi (Rahman et al. 2006). Enzimin sicaklik profili grafiginin ¢iziminde en yiiksek
aktivitenin gozlendigi sicaklik degeri 100 olarak kabul edildi ve diger sonuglar ona gore

bagil aktivite (%) cinsinden birbiriyle kiyaslandi.

3.2.10.d. Proteaz enzimi icin stabil sicakhi@in belirlenmesine yonelik calismalar

Enzimin sicaklik stabilitesini belirlemek i¢in; 0,5 ml enzim ¢6zeltisi, pH 8,5 100 mM
Tris-HCI tamponuyla karistirildi ve 20°C’den 80°C’ye kadar olan sicaklik araliginda 15,
30 ve 60 dk’lik siirelerde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon dncesinde ve sonrasinda
boliim 3.2.3’deki gibi aktivite tayini yapildi (Venugopal and Saramma 2007; Rao et al.
2009). Enzim sicaklik kararliligi grafiginin ¢iziminde, farkli sicaklik degerlerinde,
inkiibasyondan onceki aktivite miktar1 100 olarak kabul edilerek inkiibasyon sonrasi

elde edilen degerler kalan aktivite yiizdesi (%) olarak ifade edildi.
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3.2.10.e Km, Vimax, Keat ve ozgiilliik sabitinin (V) degerlerinin bulunmasina yonelik

calismalar

Proteaz enziminin kazein substrati i¢in Ky ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla
kazeinin 9%0,02-0,6 araliginda 6 farkli konsantrasyonda bolim 3.2.3°deki gibi
aktiviteleri Olclildii. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafikten yararlanilarak Ky ve Vmax degerleri belirlendi ve aktivite dlgiimleri optimal
sartlarda gergeklestirildi (Laemmli 1970; Rao et al. 2009). Daha sonra Ky ve Vmax
degerleri hesaplanmasi i¢in gerceklestirilen enzim ¢dzeltisinde kantitatif protein tayini

yapilarak toplam enzim miktart bulundu. Enzim turnover sayisini gosteren Kes: degeri

Keat =Vmax /Et

formiiliinden yararlanilarak hesaplandi.

Cesitli enzimlerin enzimlerin katalitik etkilerinin veya farkli substratlarin ayni1 enzimle
iriine doniisiimiiniin karsilastirilmasinin  bagka bir aciklamasi da tepkimeler ig¢in
Ozgiilliik sabitinin (Vo) bulunmasidir. Ozgiilliik sabiti Vo=Kca/Knp formiilii kullanilarak

hesaplandi (Nelson and Cox 2005).

3.2.11. Metallerin proteaz aktivitesi iizerindeki etkisine yonelik calismalar

Co*™?, Mg*?, Fe*?, Mn*?, Ca*? gibi +2 degerlikli metal iyonlarmm ve K*, Ag® gibi +1
degerlikli metal iyonlarin Bacillus licheniformis A10’den izole edilen alkalin proteaz
enziminin aktivitesine etkisini incelemek i¢in 0,5 ml enzim ¢ozeltisi, icerisinde 1, 5 ve
10 mM metal iyonu igeren 100 mM pH 8,5 Tris-HCI tamponunda hazirlanan %0,65°1ik
kazeinin 2,5 ml’si karistirildi ve boliim 3.2.3’deki gibi aktivite tayini yapildi. Metal
iyonlar1 igermeyen enzim ¢ozeltisinin aktivite miktan 100 olarak kabul edildi ve metal
iyonu igeren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi (Ferrero et al. 1996).
Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad Software programi kullanild.

P< 0,005 olanlar istatistiksek olarak dnemli sayildi.
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3.2.12. Baz1 organik coziiciilerin proteaz aktivitesi iizerindeki etkisine yonelik

calismalar

Bacillus licheniformis A10’dan saflastirilan proteaz enziminin metanol, etanol,
kloroform, izoproponol, biitanol, aseton, DMSO ve formamit 100 mM pH 8,5 Tris-HCI
tamponu ile %15, %25, %50 oranlarinda hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler 50 pl enzim
450 pl tampon ile karistirtlip 1 saat ve 24 saatteki aktivitelerine bolim 3.2.3°deki gibi
bakildi. Organik ¢6ziicii igermeyen enzim ¢ozeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul
edildi ve organik ¢oziicii iceren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi
(Ferrero et al. 1996). Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad Software

programi kullanildi. P< 0,005 olanlar istatistiksek olarak dnemli sayildi.

3.2.13. Proteaz aktivitesi tizerine bazi inhibitorlerinin etkisinin belirlenmesine

yonelik calismalar

Bacillus licheniformis A10’dan izole edilen alkalin proteaz enziminin aktif bolgesinde
katalizden sorumlu amino asitlerin varligin1 belirlemek amaci ile inhibitorlerden; Ure,
beta-merkaptoetanol, EDTA ve serin amino asitinin spesifik inhibitorii PMFS ¢ozeltileri
%1 ve %S5’lik, tire ise %1 ve %8’lik hazirland1 ve 50 pl enzim 450 pl tampon ile
karistirtlip yarim saat bekletildikten sonra boliim 3.2.3’deki gibi aktivitesi dlgildii.
Inhibisyon ¢ozeltisi icermeyen enzim ¢dzeltisinin aktivite miktar1 100 olarak kabul
edildi ve inhibitor iceren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandi (Ferrero

et al. 1996).

3.2.14. Alkalin proteaz aktivitesi iizerine yiizey aktif maddelerinin ve okside edici

ajanin etkisinin belirlenmesine yonelik ¢calismalar

Yiizey aktif maddelerinden SDS, Triton X-100, Tween-20, Tween-80 ve H,0;
(yiikseltgen)’nin Bacillus licheniformis A10’dan izole edilen alkalin proteaz enziminin
aktivitesi lizerine etkisi incelendi. 0,5ml enzim ¢ozeltisi, %1 ve %5 SDS, %1 ve %5

Tween-20, %1, %5 Triton X-100, %1, %5 Tween-80 ve %1, %5 H,0, iceren tampon ile
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karistirildi ve 37°C’de, 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon Oncesinde ve
sonrasinda boliim 3.2.3’deki gibi aktivite tayini yapildi. inkiibasyondan 6nceki aktivite
miktar1 100 olarak kabul edilerek inkiibasyon sonrasi elde edilen degerler kalan aktivite
yiizdesi olarak ifade edildi (Johnvesly and Naik 2001; Kazan vd 2005; Shah et al.
2010).

3.2.15. Alkalin proteaz enziminin dogal substratlara karsi o6zgiinliigiiniin

belirlenmesi

Bacillus licheniformis Al10’dan izole edilen alkalin proteaz enziminin dogal
substratlardaki aktivite miktarinin belirlenmesi i¢in 0,5 ml enzim ¢ozeltisi ile 2,5ml
substrat ¢ozeltisi deney tliplinde karistirildi ve boliim 3.2.3’deki gibi aktivite tayini
yapildi. Substrat ¢ozeltisi olarak 50 mM pH 8,5 Tris-HCI tamponda hazirlanan
%0,65°1ik kazein, hemoglobin, jelatin, BSA ve azokazein kullanildi. En yiiksek aktivite
gosterdigi substrata olan aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve digerleride ona gore

hesaplandi (Johnvesly et al. 2001).
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4. ARASTIRMA ve BULGULAR

4.1. Petride Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Inkiibasyon sonrasi inokiilasyon bolgesi etrafinda 38 mm capinda acik bir zon

gbzlemlendi ve bu durum proteaz aktivitesi acisindan pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 4.1. Petrideki proteaz aktivitesi

4.2. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Standart grafik boliim 3.2.3.b’de anlatildigi gibi hazirlandi. Ham homojenat,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kromatografisi sonucu elde edilen enzim
cozeltilerindeki kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu.
Standart c¢ozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4.2°de
gosterildi.
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Sekil 4.2. Kantitatif protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

4.3. Proteaz Aktivitesi Hesaplamasinda Kullanilan Tirozin Standart Grafigi

Proteaz aktivitesi hesaplamasinda kullanilan tirozin standart grafigi bolim 3.2.2°de
anlatildigr gibi hazirlandi. Standart ¢ozeltilerin pg/ml proteine karsilik gelen absorbans
degerleri Sekil 4.3’ de gosterildi.
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Tirozin Konsantrasyonu (ng/ml)

Sekil 4.3. Proteaz aktivitesi i¢in standart tirozin grafigi



45

4.4. Proteaz Enziminin Saflastirilma Sonuclari

4.4.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve sonug¢lari

Proteaz enzimini saflastirmak i¢in hazirlanan homojenata boliim 3.2.6’da anlatildig: gibi
%0-90 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Elde edilen ¢okelek 100 mM
Tris-HCI (pH=8,5) tampon ¢ozeltisinde ¢oziilerek bir sonraki isleme hazir hale getirildi.

Cizelge 4.1. Proteaz enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig1 tespitine yonelik
aktivite- ¢oktiirme aralig1 gizelgesi

Amonyum
siilffat arahgyr ~ 0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90

(%)
Stpernatant 4907 040 0768 0,706 0683 0688 0540 0218 0,210

Cokelek 0301 0342 0524 0636 0874 0804 0782 0604 0,348
1,2 -
:-'_; 1 - B Supernatant
o
FI“ Cokelek
e 08 -
s
g 06 -
2
<P}
s 04 -
2
0 = T T T T T T T T L
0-10 10-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80 80-90
Amonyum siilfat arahigi

Sekil 4.4. Doygunluk araligina gére amonyum siilfat ¢oktlirme grafigi
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4.4.2. DE52 anyon degisim kromatografisi sonuclari

Hazirlanan homojenata %90 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildiktan sonra
diyaliz islemi yapildi. Diyaliz edilen numune DE52 anyon degisim kolonuna tatbik
edildi. 50-500 mM arasinda NaCl i¢eren 100 mM Tris-HCI pH 8,5 tamponuyla

hazirlanan ¢ozeltiler ile eliisyon yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.5°de gosterildi.

25 0,4
—~ —e— Aktivite (EU/ml) - 0,35
¢ 20
S 03 ¢
< —o— Absorbans 280 nm c
g 15 025 Q
's N
= 10 0,15 g
2 01 £
x 5
< 0,05

0 0

0 10 20 30 40
Fraksiyon Numarasi

Sekil 4.5. Proteaz enziminin DE52-Selilloz anyon degisim kromatografisi ile
eliisyonunu gosteren grafik

Cizelge 4.2. Proteaz enziminin saflastirma sonuglari

Numune tiirii ~ Total Aktivite Protein  Total Total Spesifik %  Saflastirma
Hacim (EU/ml) (mg/ml) Aktivite Protein Aktivite Verim Katsayisi
(ml) (EU/ml) (mg/ml) (EU/mg)

Ham ekstrakt 90 38,60 643,50 3474 57915 0,059 100 1

Amonyum siilfat

¢oktiirmesi 15 33,75 431,07 506,52 6466,05 0,078 14,57 1,32

DE-52 Anyon

degisim 18 18,23 219,77 328,14 395586 0,082 9,44 1,38

kromatografisi
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4.4.3. DE52 kolonuyla enzim saflastirilmasi1 sonu¢lar1 ve sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim safliginin kontrolii ve

enzimin molekiil kiitlesinin tayini

Proteaz enziminin DE52 anyon degisim kromatografisi sonucu elde edilen eliiatlardaki
enzimlerin safligin1 kontrol ve molekiil kiitlesinin tespiti etmek i¢in SDS-PAGE
yontemi kullanildi. Bu amagla boliim 3.2.7°deki gibi izah edilen elektroforez sistemi
kurularak enzim numunesi kuyulara uygulandi ve yiiriitiildii. Elde edilen bantlart
gosteren fotograf Sekil 4.6’da gosterildi. Standart proteinlerin ve enzimin jelde
yiiriidiikleri mesafeler dlgiilerek Rs degerleri hesaplandi. Log MK-R¢ degerleri ile grafik
cizildi (sekil 4.7). Grafikten yararlanilarak proteaz enziminin molekiil kiitlesi yaklagik
40,55 kDa olarak hesaplandi.

Sekil 4.6. DE52 anyon degisim kromatografisi sonrasi elde edilen proteaz enziminin SDS-
PAGE fotografi
*a, b, ¢, d: SDS-PAGE sonrasi, e: Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi, f: Homojenat
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Sekil 4.7. SDS-PAGE sonucu ¢izilen Log MK-R; grafigi

4.4.4. Alkalin proteaz enziminin zimogramimin belirlenmesine yonelik sonugclar

Proteaz enzimi %3-10’luk kesikli SDS-PAGE jelinde yiiriitiillerek zimogram analizi ile
enzimin aktivite band1 gozlendi. Sekil 4.8’de goriilen proteaz enziminin bulundugu yer,
enzimin kazeini par¢alamasindan dolayr diger bolgelere oranla daha acik renkte

goriinmektedir. Bu durum proteaz enziminin varligini teyit etmektedir.

Sekil 4.8. B. llicheniformis A10’dan izole edilem alkali proteazin zimogram goriintiisii
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4.4.5. Proteaz enziminin optimum sartlarimin belirlenmesine yonelik sonuglar

4.4.5.a. Proteaz enzimi icin optimum pH bulunmasina yonelik sonuglar

Proteaz enziminin optimum pH’s1 bolim 3.2.9.a’da anlatildig1 sekilde; %0,65 kazein
iceren farkli pH degerlerindeki 0,1 M sodyum fosfat (pH 6,0-8,0), Tris-HCI
(pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin
gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi. Proteaz enzimi igin optimum

pH, 100 mM Tris-HCI pH=9,0 tamponu olarak belirlendi.

Cizelge 4.3. 0,1 M sodyum fosfat (pH6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0
11,0) tampon ¢dzeltileri kullanilarak proteaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglari

pH 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 95 | 10 | 105 | 11

l_aa_g‘l 70,06 | 73,57 | 87,97 | 94,46 | 96,27 | 98,33 | 100 |89,67|82,73|69,95 | 57,82
Aktivite(%0)

120 ~

100 -

80 -

40 -

Bagil Aktivite (%)
3

20 ~

6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 95 10 10,5 11

Sekil 4.9. Proteaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim grafigi
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4.4.5.b. Proteaz enzimi i¢in stabil pH bulunmasina yonelik sonuclar

Proteaz enziminin stabil pH’s1 bolim 3.2.9.b’de anlatildigi sekilde; 0,1 M sodyum
fosfat (pH6,0-8,0), Tris-HCI (pH 7,0-9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tampon
cozeltileri kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlendi. Proteaz enzimi igin stabil pH, 100 mM Tris-HCI pH=9,0 tamponu olarak
belirlendi.

Cizelge 4.4. 0,1 M sodyum fosfat (pH6.0-8.0), Tris-HCI (pH 7.0-9.0) ve glisin-NaOH (pH 9.0—
11.0) tampon ¢ozeltileri kullanilarak proteaz enziminin stabil pH’s1 igin yapilan aktivite 6l¢iim
sonuglari

pH 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10 10,5 11

Kalan
Aktivite | 45,46 | 62,64 | 69,89 | 76,76 | 77,86 | 84,42 | 96,02 | 71,84 | 52,65 | 55,59 | 28,97
(%)
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Sekil 4.10. Proteaz enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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4.4.5.c. Proteaz enzimi icin optimum sicakhi@in belirlenmesine yonelik sonuglar

Proteaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 20°C ile 80°C arasinda her
10°C’de bir olmak tizere boliim 3.2.9.c’de anlatildig1 sekilde aktivite 6l¢iimleri yapildi.
Elde edilen egriler sekil ve ¢izelgelerde gosterildi. Bu ¢alismalar sonucu optimum

sicaklik 70°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.5. Proteaz enziminin optimum sicaklig1 i¢in sicaklik- bagil aktivite (%) 6l¢iim
sonuglari ¢izelgesi

Sicaklik (°C) 20 30 40 50 60 70 80
Bagil Aktivite
70,44 | 77,86 | 78,58 | 84,11 | 98,76 | 100 | 87,82
(%0)
120 -
100 -
S
~ 80 -
2
=
£ 60 -
<
B0 40 -
<
)
20 -
O T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.11. Proteaz enzimi optimum sicaklik Olgiilmesi i¢in cizilen sicaklik-bagil
aktivite grafigi
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4.4.5.d. Proteaz enzimi i¢cin stabil sicakhigin belirlenmesine yonelik sonuclar

Proteaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek belirlemek amaciyla 20°C’den
80°C’ye kadar olan sicaklik araliginda 15, 30 ve 60 dk’lik inkiibasyon siirelerinde,
bolim 3.2.9.d’de anlatildig1 sekilde aktivite Ol¢iimleri yapildi. Elde edilen veriler
cizelge 5.6 ve sekil 4.12°de gosterildi. Proteazin 30°C’de 60 dk’lik inkiibasyon siiresinin
sonunda  aktivitesinin = %85’ini  korudugu ve diger sicaklik degerleriyle
karsilastirildiginda uzun siire stabil kaldig1 goriildii. 40°C, 50°C, 60°C ve 70°C’de 60
dakikalik inkiibasyon sonunda aktivitesinin sirasiyla %70,74, %54,22, %94,82 ve
%98,47’ini korudugu belirlendi. Ancak enzimin 20°C, 30°C ve 80°C’de aktivitesinin

azaldig1 gorildi.

Cizelge 4.6. Proteaz enziminin sicaklik kararliligini belirlemek i¢in zaman-sicaklik-
kalan aktivite (%) 6lglim sonuglari gizelgesi

Inkiibasyon Sonrasinda Kalan Aktiviteler (%)

Siire (dk) | 20 °C 30°C 40°C 50°C 60°C 70°C | 80°C
15 71,00 73,50 77,93 78,30 98,62 99,59 | 77,29
30 53,07 62,52 77,18 67,95 98,62 99,51 | 70,74
60 41,60 49,16 70,74 54,22 94,82 98,47 | 10,08

120

100
> —— 20
S 80
o) —&— 30
2 60 =40
<
< —%—50
- 40
< *—60
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¥ 20 - 70

0 T T T 1 80
0 15 30 45 60
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Sekil 4.12. Proteaz enzimi igin sicaklik kararlilik grafigi
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4.4.5.e. Kv, Vinax, Kear ve ozgiilliik sabitinin (Vo) degerlerinin bulunmasina yonelik

sonuglar

Proteaz enziminin kazein substrati i¢in Ky Ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla
bolim 3.2.9.¢’de anlatildigi gibi kazeinin %0,02-0,6 araliginda alt1 farkh
konsantrasyonda aktivite oOlglimleri yapildi. Elde edilen degerlerle 1/V-1/[Kazein]
Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanilarak kazein i¢cin Ky ve Vpmax
degerleri belirlendi. Bu galismalar sonucunda Ky degeri 0,033 mg/ml ve Vax degeri

8,17 pmol.ml™.dk™ olarak tespit edildi. Ayrica yapilan key Ve Vo degerleri sirasiyla

1,392 s* ve 42,18 uM™ts? olarak belirlendi. Aktivite Olciimleri optimal sartlarda
gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.13’de gosterildi.
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£

[J

S
2
—

0,5 - °
r OA/ T T T T T 1
-10 0 10 20 30 40 50 60

1/[Kazein] (mg/ml)

Sekil 4.13. Kazein substrati i¢in Ky Ve Vmax bulunmasina yonelik 1/V-1/[Kazein]
Lineweaver-Burk grafigi
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Cizelge 4.7. Proteaz enzimi i¢in Ky Keat Vo V& Vimax degerlerinin bulunmasina yonelik
Kazein derisimi aktivite ¢izelgesi

Substrat Vmax Kwm K cat (5 Vo (uM™ 57
(umol.mI™.dk™  (mg/ml)

Kazein 8,17 0,033 1,392 42,18

4.5. Metallerin Proteaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisine Yonelik Sonuglar

Metal iyonlarinin alkalin proteaz aktivitesine etkisini incelemek igin C0+2, Zn+2,Ni+2,
Mg*?, Fe*?, Mn*? ve Ca*? gibi 2 degerlikli metal iyonlar: ve K* ve Ag* gibi 1 degerlikli
iyonlar kullanarak boliim 3.2.3’de anlatildigi gibi proteaz aktivitesi belirlendi. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.8 ve Sekil 4.13°de verildi. Bu sonuglara gére Mg*? yaklasik
%>5°lik bir artisa, Mn*? ve K* iyonlari enzimin aktivitesinde yaklasik %14,8°lik bir artisa
sebep olurken, Ca*? iyonununda enzim aktivitesini etkilemedigi belirlendi. Zn*? ve Fe*?
iyonlar1 varliginda ise alkalin proteaz enzimi aktivitesinde yaklagik %50 oraninda bir

kayip gozlendi.
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Cizelge 4.8. Metal iyonlarinin Bacillus licheniformis A10 Alkalin Proteaz Aktivitesi
tizerine etkisi

Metal iyonlar: Konsantrasyon (mM) Kalan Aktivite (%)
Kontro 0 100

1 98,84

Fe* 5 66,48
10 55,44

1 100,44

Mg* 5 103,32
10 105,05

1 100,1

Ca* 5 99,86
10 100,1

1 103,42

Mn*2 5 103,9
10 114,83

1 98,13

Co™ 5 95,72
10 92,39

1 78,47

Ni*? 5 71,68
10 67,64

1 62,13

Zn*? 5 62,00
10 59,83

1 81,90

Ag’ 5 81,22
10 80,78

1 105,63

K* 5 114,67

10 114,83
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grafikleri
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4.6. Organik Coziiciilerin Proteaz Aktivitesi Uzerindeki Etkisine Yonelik Sonuglar

%15, %25, %50’lik organik cozeltiler ile muamele edilen enzimin 1 ve 24 saatteki
aktivitesine boliim 3.2.3’deki gibi enzim aktivitesine etkisi belirlendi ve elde edilen
sonuglar Cizelge 4.9 ve Sekil 4.14’de gosterildi. Bu sonuglara goére, formaldehit
disindaki biitiin organik ¢oziiciiler varliginda enzimin aktivitesinin %50’ sini hatta daha

fazlasini kaybettigi goriildii. Ancak formaldehitin %15 oraninda arttirdig: gozlendi.

Cizelge 4.9. Organik ¢oziiciilerin Bacillus licheniformis A10 Alkalin Proteaz Aktivitesi
tizerine etkisinin 1 ve 24 saat araliktaki sonuclari

Organik coziiciiler Konsantrasyon(%)  Kalan aktivite (1h) Kalan aktivite (24h)

%15 55,69 25,51
Metanol %25 50,03 17,33
%50 6,60 0
%15 92,99 45,31
Etanol %25 89,53 19,82
%50 45,31 22,62
%15 72,68 36,58
Aseton %25 40,59 36,10
%50 29,95 26,43
%15 60,41 60,17
Biitanol %25 49,08 42,36
%50 53,08 31,99
%15 49,08 40,91
Izopropanol %25 64,02 62,30
%50 56,64 54,87
%15 112,33 63,54
Formaldehit %25 97,23 62,10
%50 117,05 87,13
%15 53,80 44,76
Kloroform %25 68,91 33,69
%50 52,95 11,32
%15 78,79 58,73
DMSO %25 97,27 50,03

%50 51,91 46,69
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4.6. Proteaz Aktivitesi Uzerine Bazi Inhibitorlerin Etkisinin Belirlenmesine

Yonelik Sonuclar

Hazirlanan 1 mM ve 5 mM’lik B-merkaptoetanol, EDTA, DTNB, PMSF; 1 mM ve 8
mM’LiK iire ¢ozeltileri ile enzim muamele edilip yarim saat bekletilerek boliim 3.2.3’de
anlatildig1 gibi aktiviteye etkisine bakildi. Kontrol i¢in kullanilan enzim inhibisyon
¢ozeltisi ile muamele edilmedi ve 100 olarak alindi. Sonuglara bakildiginda enzimin
PMSF varliginda aktivitesini tamamen kaybettigi, EDTA varliginda aktivitesinin

%98’1ni kaybettigi, ancak B-merkaptoetanol varliginda aktivitesinde artis oldugu gozlendi.

Cizelge 4.10. Inhibisyon ¢ozeltilerinin Bacillus licheniformis A10 Alkalin Proteaz
Aktivitesi lizerine yonelik ¢alismalarinin sonuglari

inhibisyon cozeltileri Konsantrasyon Kalan aktivite (%0)
(mM)
Kontrol 0 100
B-merkaptoetanol 1 193,65
5 169,85
PMSF 1 2,82
5 0
EDTA 1 2,42
5 0,80
DTNB 1 48,64
5 434
Ure 1 28,89
8 4,29

4.8. Alkalin Proteaz Aktivitesi Uzerine Yiizey Aktif Maddelerin ve Okside Edici

Ajamn Etkisinin Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

%1 ve %5’lik TritonX-100, Tween-20, Tween-80, SDS gibi yiizey aktif maddeleri ve
H.O, (okside edici ajan) ile hazirlanan ¢6zeltiler enzim ile yarim saat muamele edilip
bolim 3.2.3’de anlatildig1 gibi aktivite tayini yapildi. Bulunan sonuglara gore; SDS’ nin

enzimi inhibe ettigi, %1’lik TritonX100, Tween-20, Tween-80 varliginda ise sirasiyla
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kalan aktivitelerin %61, %41 ve %28 oldugu, %5’lik TritonX-100, Tween-20, Tween-
80 varliginda ise yaklasik %44, %34 ve %27 oldugu goriildi.

Cizelge 4.11. Yiizey aktif maddeleri ve okside edici ajan varliginda Bacillus
licheniformis A10’dan izole edilen alkalin proteaz aktivitesi {izerine etkisi sonuglari

Yiizey aktif maddeleri ve Konsantrasyon (%0) Kalan Aktivite (%)
okside edici ajan
Kontrol 0 100
SDS 1 4,03
5 0
TritonX-100 1 61,72
5 44,38
Tween-20 1 41,15
5 34,29
Tween-80 1 28,03
5 27,83
H,0, 1 27,28
) 26,21

4.9. Alkalin Proteaz Enziminin Dogal Substratlara Olan Ozgiinliigiiniin

Belirlenmesine Yonelik Sonuclar

Alkalin proteaz enziminin farkli substratlardaki aktivite miktarinin belirlenmesi i¢in 100
mM pH8,5 Tris-HCI tamponda hazirlanan %0,65'lik kazein, hemoglobin, jelatin, BSA
ve azokazein substrat ¢ozeltisi kullanilarak boliim 3.2.14°de belirtildigi yonteme gore
aktivite tayini yapildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.12’de gosterildi. Bacillus
licheniformis A10’dan saflastirilan alkali proteaz enziminin en iyi kazein ve azokazein

varliginda aktivite gosterdigi tespit edildi.
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Cizelge 4.12. Alkalin proteaz enziminin dogal substratlara olan aktivitesi

Dogal Kazein Azokazein Hemoglobin  Jelatin BSA
Substratlar

(%0,6 wiv)

Bagil 100 97,36 28,73 60,40 17,74

Aktivite (%)
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5. TARTISMA ve SONUC

Alkalin proteazin uygulama alanlart gida ve besin endiistrisi, peptid sentezi, deri
endiistrisi, endiistriyel ve evsel atiklarin giderilmesi, fotograf endiistrisi, medikal

alanlar, ipek islenmesi ve en ¢ok talep gordiigii deterjan endiistrisidir (Gengkal 2006).

Mikrobiyal proteazlar; mikroorganizmalarin hizli gelismeleri, hiicre kiiltiirleri igin
limitli alanlarin yeterli olmast ve genetik uygulamalarla yeni enzimlerin meydana
getirilmesini sagladigi i¢in enzim kaynagi olarak tercih edilmektedir. Boylece enzimleri
iireten yeni mikroorganizmalarin izolasyonu giderek 6nem kazanmaktadir. Ciinkii artik
reaksiyonlart hizlandiran, olumsuz kosullara karsi daha dayanikli olan yeni alkalin
proteazlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Alkalin proteazlar, deterjan enzimlerinin 6nemli bir
grubudur ve organik ¢oziiciiler varliginda dogal olarak stabil olmalar1 énemlidir. Bu
nedenle 6zellikle Bacillus cinsi bakterilerden alkalin proteaz tiretimi deterjan endiistrisi
igin oldukga ilgi goren bir konudur (Schallmey et al. 2004). Organik ¢o6ziiciileri tolere
edebilen bakteri proteazlarinin kullanilmasi; denatiirasyon, enzimin inaktive olmasi ve
organik ortamdaki diisiik Urlin miktar1 gibi O6nemli problemlerin ¢6ziimlenmesini
saglayabilmektedir (Haki and Rakshit 2003). Bu 6neminden dolay1 ¢ok sayida galigma
yapilmis ve bircok kaynaktan saflastirllmis enzimin biyokimyasal o6zellikleri

incelenmistir.

Bu c¢alismada Bacillus licheniformis A10 susundan hiicre disi proteaz enzimi

saflastirilarak karakterize edilip, ¢esitli kinetik 6zellikleri incelendi.

B. licheniformis A10’un hiicre izolatlarinin santrifiij ile uzaklastirilmasiyla elde edilen
homojenatlar %0-10, %10-20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70, %70-80
araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapilarak proteaz enziminin %0-90
araliginda ¢oktligii belirlendi. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi, etanol ve aseton gibi
organik coziiciilerle proteinlerin presipite edilmesi, filtrasyon ve ultrafiltrasyon gibi

yontemler, pek cok calismada kullanilan kismi saflastirma metodlaridir. Iyonik giiciin
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arttirtlmasiyla proteinlerin agrege edilmesi esasina dayanan amonyum siilfat ¢oktiirmesi
metodu ile numune icerisindeki bir¢ok safsizlik elimine edilir ve proteinler daha derisik
halde elde edilir (Haddar et al. 2009; Rai and Mukherjee 2010). Yapilan ¢alismalarda
B. licheniformis’nin farkli suslarindan elde edilen kismi olarak saflastirilan proteaz
enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme araliklart %10-80 (Rao et al. 2009), %30-80 (Sari
2011), %35-80 (Sonug 2011) olarak belirlenmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden
sonra 100 mM Tris-HC1 (pH=8,5) tamponunda diyaliz yapildi. Diyalizin yapilmasi ise
anyon degisim kromatografisinden 6nce ortamdaki iyonlarin uzaklastirilmasi agisindan

Onemlidir.

Yapilan calismalarda alkali proteazin saflastirilmasinda sirasiyla en fazla kullanilan
yontemler; jel filtrasyon kromatografisi, anyon degisim kromatografisi (Ramakrishna et
al. 2010; Ghafoor and Hasnain 2010; Shah 2010), katyon degisim kromatografisi
(Kumar 2002; Uchida et al. 2004; Haddar et al. 2009) ve afinite kromatografisidir
(Coyle and Baneyx 2014; Kuhar et al. 2014). Bu ¢alismada; proteaz enzimi, DE52
anyon degisim kromatografisi yontemiyle %9,44 verimle, 1,38 kat saflagtirildi.
Literatiirde benzer ¢aligmalar incelendiginde; Bacillus tiirlerinden izole edilen proteaz
enziminin %16,8 verimle, 2,11 kat (Seving 2010); ham petrol 6rneklerinden izole edilen
Bacillus cinsi bakterilerden enzimin %211 verimle, 58 kat (Shah et al. 2010); yine
Bacillus tiirleri {izerinde yapilan baska bir ¢aligmada ise enzimin verimi ve saflagtirma
katsayilarinin sirasiyla %35 ve 17 (Kerimak 2008) oldugu goézlemlenmistir. Tekin
(2008)’in yaptig1 ¢alismada ise B. licheniformis DSM13’den izole edilen proteaz 1,6 kat
%29,5 verimle proteaz enzimi saflastirilmigtir. Literatiir taramalart sonucunda,
verimlerimizin bazi ¢alismalarla benzer bir verime ve saflastirma katsayisina sahip

oldugu belirlendi.

B. licheniformis A10’dan elde edilen iiriiniin molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile yaklasik
40,55 kDa olarak tespit edildi. Zimogram analizi ile proteaz enziminin aktivite bandi
belirlendi. Saptanan proteaz enziminin bulundugu yer enzimin kazeini par¢alamasindan
dolay1 diger bolgelere oranla daha agik renkte goriinmektedir ki bu da proteaz enziminin

varligi teyit etmektedir. Oztiirk’iin (2007) halotolerant B. licheniformis BA17’den
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saflagtirdiklar1 alkalin proteazin molekiil kiitlesi 19,7 kDa olarak, Huang et al (2002) B.
pumilus’a ait alkalin serin proteazin 32 kDa, Erarslan vd (2004) B. clausii GMBAE
42’ye ait serin alkalin proteazin 26,550 kDa oldugu belirtilmistir. Ayrica; Ryu et al
(2008) Bacillus sp. RKY3’e ait alkalin proteazin 38 kDa; Kerimak (2008)’nin B.
marmariensis GMBE 72 ile yaptig1 ¢alismada enzimin molekiil kiitlesi yaklasik olarak
24,26 kDa olarak bulunmustur. Kumar and Takagi (1999) Bacillus spp.’den
saflagtirdiklart AP1 ve AP2 proteazlarin sirasiyla 28 ve 29 kDa oldugu tespit edilmistir.
Bu calismada saflastirilan proteaz enziminin molekiil kiitlesi, literatiirdeki bazi

calismalarla benzerlik gostermektedir.

B. licheniformis A10’dan elde edilen proteaz enziminin, sicaklik profili incelenmis ve
optimum sicaklik degerinin 70°C oldugu tespit edildi. Kumar and Takagi (1999)’in
Bacillus spp.’den saflastirdiklart AP1 ve AP2 olarak adlandirdiklari proteazlarin
optimum sicakliklari sirasiyla 50 ve 55°C olarak bildirilmistir. Seving (2010)’in yaptigi
calismada Bacillus spp.’den izole edilen proteaz enziminin optimum sicakligi 55°C,
Tekin (2008)’in c¢alismasinda B. licheniformis DSM13’den izole edilen proteazin
optimum sicakligt 50°C olarak bulunmustur. Ayrica, Bezawada et al. (2011)’in
caligmasinda B. licheniformis ATCC 21424’den izole edilen alkalin proteazin optimum
sicakligt 60°C olarak belirlenmistir. Optimum reaksiyon sicakligi, enzimler igin
ozellikle de proteazlar agisindan olduk¢a Onemli bir parametredir (Sonug¢ 2011).
Literatiirdeki verilerle kiyaslandiginda; bu tez kapsaminda B. licheniformis A10’dan
elde edilen proteaz enziminin yiiksek bir optimum sicaklik degerlerine sahip olmasi, bu
enzimin ozellikle deterjan enddstrisinde  kullanilabilirliginin ~ olduk¢a yiiksek

olabilecegini gostermektedir.

B. licheniformis Al0’dan elde edilen proteaz enziminin sicaklik kararlilig:
incelendiginde, enzimin 70°C’de 60. dakikada %98 aktivite kararliligimi korudugu
goriildii. Enzim 60°C ‘de 60. dakikada aktivitesinin yaklasik %5’ini kaybetmistir, ancak
enzim 20°C ve 30°C’de sicakligimin %40’n1, 40°C’de %70’ini, 50°C’de %54’ linii ve
80°C’de ise %10’unu korudugu tespit edildi. Oztiirk (2007)’iin caligmasinda B.
licheniformis BA17’den izole edilen enzimin 60 dakikada hizla aktivite kaybettigi ve
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stabil kalabildigi degerin 40°C oldugu bulunmustur. APT5’¢ ait alkalin proteaz
enziminin c¢alistigi sicaklik araligi 50-60°C ve optimum sicaklik istegi 50°C olup bu
sicakliktaki 4 saatlik stabilitesi %100’diir. Tekin (2008)’in ¢alismasinda ki B.
licheniformis DSM13’den izole edilen enzimin optimum sicakligi 50°C oldugu
bulunmustur ve 2 saat sonunda aktivitesinin %50°sini korudugu goriilmiistiir. Enzimin
sicaklik kararlilig1 incelendiginde yiiksek sicakliklarda aktivitesini koruyabildigi ancak
diisiik sicakliklarda sicaklik degerinin yaklasik olarak yariya diistiigli goriilmiistiir. Rao
et al. (2009)’1n ¢alismasinda Basillus bakterilerinden saflastirilan proteazin optimum
sicaklik aktivitesi 70°C olarak bulunmustur, ancak elde ettikleri proteazin 70°C’de 60
dakika sonunda aktivitesini hizla kaybettigi  bildirilmistir. Bu  sonuglarla
karsilastirildiginda B. licheniformis A10’dan elde edilen proteaz enziminin yiiksek
sicakliklarda kararlhilik gerektiren ticari uygulamalarda iyi bir aday olabilecegi

distiniilmistiir.

B. licheniformis A10’dan izole edilen enzimin pH profili incelenmis ve optimum
pH’mnim 9,0 oldugu bulundu. Enzimin pH 7-10 araliginda aktivitesinin birbirine yakin
oldugu saptandi. Ancak pH 4-7 ve pH 10-11 araliginda enzimin aktivitesinde diisiis
oldugu goriildi. Tekin (2008)’in yaptigi ¢alismada B. licheniformis DSM13°den izole
ettikleri proteazin optimum pH’simnin 11 oldugu tespit edilmistir. Bezawada et al.
(2011)’1n benzer bir ¢alismada ise B. licheniformis ATCC 21424°den saflastirdiklar
proteazin, optimum pH’inin 10 oldugu goriilmistiir. Kumar and Takagi (1999)’nin
Bacillus spp.’den saflastirdiklart AP1 ve AP2 olarak adlandirdiklari proteazlarin
optimum pH’larinin, sirastyla 11 ve 12 oldugu belirlenmistir. Enzimin optimum pH’s1
literatiirdeki bu ¢aligmalar ile uyumludur. Bununla birlikte, optimum pH’min 9,0 olarak
bulunmasi, enzimin alkali sartlarda da aktif oldugunu ve dolayisiyla alkali proteaz

oldugunu gostermektedir.

B. licheniformis A10’dan saflastirilan proteaz enziminin pH kararlilig1 incelendiginde
ise, pH 7,5-9,5 araliginda iki saatlik inkiibasyon sonrasinda, aktivitesinin %70’den
fazlasin1 korudugu goriildii. Ancak pH 6,0 ve 7,0°de bu oran %45 ve %62’ye diiserken,
pH 10-10,5 araliginda ortalama %55’e, pH 11,0’de ise %28,97’ye diisdigi

gozlemlendi. Enzimin optimum pH’smnin 9,0 olmasi ve iki saatlik inkiibasyon
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sonrasinda aktivitesinde ¢ok az kayip olmasi olduk¢a dikkat ¢ekicidir. Bezawada et al.
(2011)’1in g¢alismasinda B. licheniformis ATCC 21424’den saflastirilan proteazin,
optimum pH’inin 10,0 oldugu ve iki saatlik siire sonunda aktivitesinin yaklasik %60’ 1
korudugu gorilmistir. Tekin (2008)’in c¢alismasinda, B. licheniformis’e ait APTS5
izolatindan elde edilen enzimin ¢alistig1 pH araligi ise 10,0-11,5 olup optimum pH’sinin
11,0 ve bu pH degerinde enzimin 3 giinliik stabilitesinin %100 oldugu belirlenmisdir.
Literatiirdeki bu ¢alismalarla karsilastirildiginda B. licheniformis A10’dan elde edilen
proteazin, pH kararliliginin oldukga iyi oldugu goriildii. Bu yiizden yliksek pH’larda
kararlilik gdsteren bu enzimin; 6zellikle proteazlarin alkali pH’larda kararliligini uzun
siire korumasinin istendigi deterjan endiistrisinde kullanilma potansiyelinin oldugu

goriilmektedir.

B. licheniformis A10’dan saflagtirilan proteaz enzimi iizerine metal iyonlarinin etkisi
incelendiginde; K Mn* ve Mg+2 metalleri aktivator etkisi goOsterirken, Fe™? Ni*?,
Zn*?, Ag*' ve Co* metalleri inhibitor etkisi gosterdigi belirlendi. Ca™ metalinin ise
enzim aktivitesinde bir degisiklik yapmadig: tespit edildi. Genellikle alkali proteazlar
ca’* Mg® ve Mn* gibi divalent katyonlarin varliginda maksimum aktivite
gostermektedir (Kumar and Takagi 1999). Sarker et al. (2013)’in yaptiklar1 ¢alismada,
B. licheniformis P003’den izole edilen alkalin proteaz enziminin aktivitesini Mn*? ve
Mg*? metalleri arttirirken, Fe*? metalinin diisiirdiigii goriilmiistir. Bezawada et al.
(2011)’in ¢alismasinda; B. licheniformis ATCC 21424’den saflagtirilan proteazin
aktivitesini Mn*? ve Ca™‘un arttirdigim bulmuslardir. 1, 5 ve 10 mM’lik Fe*? metal
iyonlarmin varliginda ise aktivitede sirasiyla %2, %34 ve %45 oranlarinda bir azalma
soz konusudur. 1, 5 ve 10 mM’hik Ca™ metal iyonu ise aktivitede herhangi bir
degisiklige neden olmamustir. 1, 5 ve 10 mM’lik K*, Mg+2 ve Mn*? metal iyonlart,
yaklasik %35°lik bir artisa neden olmustur. 1, 5 ve 10 mM’lik Ag**, Zn*? ve Ni*? metal

tyonlar ise sirastyla %20, %40 ve %33’liik bir azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.

B. licheniformis A10’dan saflastirilan proteaz enziminin, organik ¢oziiciiler varliginda
kararlilig1 incelendiginde ise; etanol, biitanol, izopropanol, kloroform, aseton ve

DMSO’nun %15, %25 ve %50’lik ¢ozeltileri ile 1 saat inkiibasyonu sonucunda,
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enzimin Kkalan aktivitesi sirasiyla %78, %97 ve %51 iken, 24 saatte kalan aktiviteleri
sirastyla %58, %50 ve %46’dir. Metanol varliginda da 1 saatin sonunda aktivite de %50
oraninda azalma gozlendigi ancak 24 saat sonunda aktivitenin tamamen kayboldugu
belirledi. Ayrica formaldehit varliginda 1 saat sonunda enzimin aktivitesinde yaklasik
%17 oraninda artis gozlenirken 24 saat sonunda yaklasik %25 oraninda aktivite kaybi
gozlendi. Bhunia and Dey (2011)’in yaptiklart ¢alismada B. licheniformis
NCIM2042’den elde ettikleri proteazin, DMSO varhiginda %25, etanol, metanol,
benzen ve toluen varhiginda ise aktivitesini %92’den fazlasini korudugu gézlenmistir. B.
licheniformis A10’dan saflastirilan proteazin; %15, %25 ve %50 DMSO varliginda B.
licheniformis NCIM2042’den daha iyi bir kararlilik sergiledigi goriilmiistiir. Ancak
etanol, aseton ve biitanol varliginda bu durumun tersi s6z konusudur ki, enzimin B.
licheniformis NCIM2042’den daha diigiik bir kararlilik sergiledigi gozlenmistir. Shah et
al. (2010)’1n Bacillus cinsinden saflastirdiklar1 proteaz ise DMSO ve etanol varliginda
bir saatlik inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin sirasiyla %70 ve %80 arasinda korudugu,
ksilen, toluen, ve benzen varliginda ise aktivitesinde artis gozlendigi goriilmiistiir.
Ancak biitanol varliginda aktivitede ciddi bir diisiis s6z konusudur. Bu verilerden; B.
licheniformis A10’dan izole edilen proteazin DMSO, etanol ve biitanol varliginda daha
az kararli oldugu goriilmiistiir. Literatiirde organik ¢d6ziiclilerle kararli proteazlara
olduk¢a az oranda rastlanmaktadir. Buna karsilik, organik ¢oziiciiler varliginda
kararliligim1 koruyan proteazlarin endiistride sentetik reaksiyonlarda kullanim alanlari
bulunmaktadir (Sonug 2011). Sonug olarak; B. licheniformis A10’dan saflastirilan
proteazin organik ¢oziiciilere kars1 1 saat inkiibasyon sonucunda kararlilik gosterdigi, 24

saatlik inkiibasyon sonunda ise diistik kararlilikta oldugu belirlendi.

Calismada kullanilan proteaz enzimine, yilizey aktif maddelerin ve hidrojen peroksitin
etkisini belirlemek i¢in %1°’lik ve %5’lik SDS, Tween-20, Tween-80, Triton X-100 ve
H,0, kullanildi. B. licheniformis A10’dan saflastirilan proteazin; %1 ve %5’lik Tween-
80 ve H,0; varliginda aktivitesinde sirasiyla %72, %73 oraninda azalma, %1 ve %5’lik
Triton X-100 varliginda sirayla %39 ve %56 oraninda azalma gozlendi. %1 ve %5’lik
Tween-20°de ise kalan aktiviteler sirasiyla %41 ve %34’°diir. Ancak SDS varliginda

%1°lik ¢ozeltide kalan aktivite %4 iken %5’lik ¢ozelti varliginda ise aktivite kalmadigi
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belirlendi. Bhunia and Dey (2011)’in yaptiklari ¢alismada B. licheniformis
NCIM2042’den elde ettikleri proteazin oda sicakliginda 60 dakikada Tween-80,
TritonX-100 ve SDS varliginda stabilitesini korudugu goriiliirken, Sarker et al.
(2013)’1n yaptiklar1 ¢alismada, B. licheniformis P003’den izole edilen alkalin proteaz
enziminin, Tween-20, Tween-80, SDS ve H,0, varliginda aktivitesinin arttig
gozlenmistir. Nadeem et al. (2013)’in yaptig1 ¢calismada B. licheniformis UV-9’dan elde
edilen proteazin deterjan katki maddeleri ve yiikseltgenler karsisinda asir1 kararlilik
gostermistir ve bu da B. licheniformis A10’dan saflastirilan proteazdan daha kararli
oldugunu gostermektedir. Kumar et al. (1999) Bacillus spp.’den saflastirdiklart AP1 ve
AP2 olarak adlandirdiklar1 proteazlarin aktivitesinde ise %1°lik Triton X-100 varliginda
sirasiyla %39 ve %14 artis gozlenmistir. AP1 ve AP2’nin %5’lik SDS varliginda ise
enzim aktiviteleri degismistir. Bu sonuglar; AP1 ve AP2 enziminin B. licheniformis
Al0’dan elde edilen emzime gore Triton X-100 ve SDS varliginda daha kararl
oldugunu gostermektedir. Nadeem et al. (2013)’in yaptig1 calismada, B. licheniformis
UV-9’dan elde edilen proteazin, deterjan katki maddeleri ve yiikseltgenler karsisinda

asir1 kararl oldugunu belirtmislerdir.

B. licheniformis A10’dan saflagtirilan proteaz enzimi f{izerine inhibitorlerin etkisi
incelendi. 1 mM PMSF varliginda enzim %98 oraninda aktivite kaybettigi, 5 mM’lik
PMSF varliginda ise %100 inhibe oldugu goriildii. Bunun yani sira enzim aktivitesinde;
I mM ve 5 mM’lik EDTA varliginda sirastyla %98 ve %99’luk bir kayip oldugu
gozlendi. 1 mM DTNB ve iire varhiginda kalan aktivite sirasiyla %48 ve 28 iken, 5 mM
DNTB varliginda kalan aktivite %43, 8 mM iire varlifinda kalan aktivite ise %4’ diir.
Oztiirk’{in (2007) yaptig1 caligmada, B. licheniformis BA17°den izole edilen alkalin
proteaz enziminin PMSF varliginda tamamen inhibe oldugu goriilmiistiir. Nadeem et al.
(2007)’in yaptig1 calismada B. licheniformis UV-9’dan izole edilen proteazin da PMSF
varhiginda tamamen inhibe oldugu goriilmistiir. Sari (2011), B. circulans M34’den
saflagtirilan proteaz enzimi SmM’lik PMSF varliginda %95 inhibe oldugu, SmM EDTA
varliginda %27’lik, SmM {ire varliginda %16’lik ve SmM DTT varliginda %9’luk bir
kayip goézlenmistir. Ancak [-merkaptoetanol varliginda aktivitesinde bir degisim
gbzlenmemistir. Reddy et al. (2008) yaptiklar1 Bacillus sp. RKY3’den saflastirdiklari
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proteazin PMSF, EDTA ve B-Mercaptoethanol varliginda kalan aktiviteleri sirasiyla
%0, 64 ve 95 olarak bildirilmistir. Literatiirlerle karsilastirildiginda serin spesifik
inhibitorii olan PMSF ile tamamen inhibe olmasi enzimin bir serin proteaz oldugunu ve
EDTA varliginda meydana gelen aktivite kaybinin ise enzimin metal baglama bolgesine
sahip olabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmigtir. Enzimin f-merkaptoetanol varliginda
aktivitesinde bir azalmanin olmamas sistein proteaz Ozellikte olmadigi gostermistir.
DTNB varliginda enzimin aktivitesinde yaklasik %50 oraninda bir diisiis olmusken iire

varliginda bu oran yaklasik %95°dir.

B. licheniformis A10’dan saflastirilan proteaz enziminin dogal substratlara karsi
spesifitesini belirlemek amaciyla %0,65°lik (w/v) kazein, bovin serum albumin (BSA),
jelatin, azokazein ve hemoglobinden olusan protein substratlar1 kullanildi. B.
licheniformis A10’dan saflagtirilan proteaz enzimin dogal substratlara olan spesifitesi
sonuglari incelendiginde, enzimin en ¢ok ilgiyi kazein substratina, daha sonra sirastyla
azokazein (% 97,36), jelatin (% 60,40), hemoglobin (% 28,73) ve BSA’ya (% 17,74)
gosterdigi tespit edildi. Kumar et al. (1999) Bacillus spp.’den saflastirdiklart AP1’in
kazein, albiimin ve keratin spesifitesinin sirasiyla %100, 8,1 ve 0,05, AP2’nin ise %100,
7,8 ve 0,03 oldugu belirlemislerdir. Oztiirk’iin (2007) yaptig1 galismada, halotolerant
Bacillus licheniformis BA17’den izole edilen alkalin proteaz enziminin, dogal
substratlar icerisinde en yiiksek aktiviteyi %96 oraninda azokazeine gosterdigi tespit

edilmistir.

B. licheniformis A10’dan saflastirilan proteaz enziminin, kazein varliginda kinetik
sabitlerinin (Ky ve Vmax) belirlenmesi igin Lineweaver-Burk grafigi kullanilmis ve bu
degerler sirasiyla 0,033 mg/ml ve 8,17 pmol. mI*.dk™ olarak bulundu. Ky degeri,
enzimin substrata ilgisinin bir 6l¢iisiidiir. Ky degeri ne kadar kiigiikse enzimin substrata
olan ilgiside o kadar biiyiiktiir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Bulunan Ky Ve Viax
degerleri kullanilarak kcy Ve Vo degerleri sirasiyla; 1, 392 st ve 42,18 uM'l.s'1 olarak
belirlendi. Su veriler literatiirde bulunan bazi caligmalarla karsilastirildiginda; Nadeem et
al. (2013)’in yaptig1 ¢calismada; B. licheniformis UV-9’dan izole edilen proteazin Ky ve

Vmax degerleri sirasiyla 5 mg/ml ve 61,58 M. ml™.dk™ olarak bulunmustur. Kerimak
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(2008)’nin yaptig1 ¢alismada Bacillus tiirtinden izole edilen alkalin proteaz enziminin
Kwm Ve Vmax degerleri sirasiyla 3,12 mg/ml ve 1,6 M/ml/dak olarak bulunmustur. Rao et
al. (2009)’n Bacillus spp.’den saflastirdiklar proteazin Ky’sini 0.597 mg mI™ ve Va1
ise 13825 mmol min-1 olarak bildirmislerdir. Sonu¢ (2011)’un ¢alsimasinda; B. subtilis
M33’den saflastirdiklar1 serin alkali proteazin Ky degerinin 0,706 mg/ml, Vmax
degerinin ise 3000 pM.min™ oldugu belirlenmistir. Towatana et al. (1999) Bacillus sp.
PS7 19’dan saflastirdiklar1 proteazin ise Ky ve Vmax degerleri sirasiyla 0,6 mM ve 1,0
M. mIt.dk?® oldugunu tespit etmislerdir. Kazan vd (2005)’nin B. clausii GMBAE
42°den proteaz enziminin saflastirilmasi ¢alismasinda, saflastirilan proteazin Ky degeri
0,655 mg/ml olarak tespit edilmistir. Bu verilere bakildiginda B. licheniformis A10’dan
saflastirilan proteaz enziminin substrata ilgisinin, literatiire gore daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Sonug olarak; B. licheniformis A10’dan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DE52 anyon
degisim kromatografisi ile saflastirilan proteaz enziminin, alkali pH’larda ve yiiksek
sicakliklarda uzun siireli kararlilik gosterdigi belirlenmistir. Saflastirilan proteazin 40,55
kDa molekiil kiitlesine sahip oldugu ve bu degerin literatiirle uyumlu oldugu tespit
edildi. Enzimin optimum sicakligiin ve optimum pH’simin sirasiyla 70°C ve 9 oldugu
ve kararliliginin literatiirdeki diger calismalara oranla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Enzim metal iyonlar1 ile muamele edildiginde ise kararliligini biiyiik oranda korudugu,
organik c¢ozeltiler varliginda ise enzimin aktivitesinin bir kismun1 kaybettigi
belirlenmistir. Enzimin yilizey arttirict maddelere ve okside edici ajanlara karsi
aktivitesinde kayiplar gézlendigi belirtildi. En yiiksek spesifiteyi kazeine karsi gosteren
enzimin; serin spesifik inhibitéru olan PMSF ile tamamen inhibe olmasi onun, serin
proteaz oldugunu diistindiirmektedir. B. licheniformis A10’dan saflagtirilan proteaz
enziminin Ky degerinin literatiirdeki diger ¢alismalara gére daha diisiik oldugu ve

dolayisiyla substrata olan ilgisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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