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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

GIDA ATIKLARINDAN TERMOFILIK Bacillus licheniformis SO7 iLE URETILEN
ALKALIN PROTEAZIN MANYETIK ALAN DESTEKLI UC FAZLI AYIRMA SISTEMI iLE
SAFLASTIRILMASI VE BIYOKIMYASAL KARAKTERIZASYONU

Goksen GOREN
Damisman: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Amag: Giinlimiizde ¢evresel ve ekonomik agilardan hala 6nemli bir sorun teskil etmekte olan gida
atiklari, mikrobiyal siiregler sonucunda biyoteknoloji ve endiistri agisindan degerli bazi {irlinlerin
(biyoyakitlar, biyopolimerler, biyosiirfaktanlar ve enzimler gibi) elde edilmesinde substrat olarak
kullanilabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda; bazi gida atiklarindan Bacillus licheniformis SO7 susu ile
iiretilen alkalin proteaz enziminin Ug Fazli Ayirma (TPP) yontemi ve yeni bir modifikasyonu olan
Manyetik Alan Destekli TPP (MFTPP) ile tek adimda hizli ve basit olarak saflagtirilmasi ile birlikte
biyokimyasal karakterizasyon calismalar1 yapilarak uygulanabilirliginin gosterilmesi hedeflenmistir.

Yontem: ilk olarak, Bacillus licheniformis SO7 (GenBank No: MG076977) susu kullanilarak belirlenen
bazi gida atiklarindan alkalin proteazin iiretimi gergeklestirildi ve en iyi liretim besiyeri segilerek diger
caligmalara devam edildi. Daha sonra firetilen alkalin proteazin klasik TPP ve manyetik alan destekli
TPP yontemleri ile kismi olarak saflagtirilmasi gerceklestirilerek geri kazanim tizerine etkileri
karsilastirmali olarak incelendi. Saflastirilan alkalin proteazin biyokimyasal karakterizasyon ¢aligmalari
yapilarak, sigir serum albiimini (BSA) hidroliz etme potansiyeli arastirildi.

Bulgular: Alkalin proteaz enzimi i¢in en iyi siv1 liretim besiyerinin barbunya alt suyu oldugu belirlendi.
Uretilen alakalin proteaz, klasik TPP ile kismi saflastirilmasi icin yapilan optimizasyon ¢alismalari
sonucunda; oda sicakliginda (25°C), pH 10, 1.0:0.5 ham enzim ¢6zeltisi: t-biitanol oran1, %70 amonyum
stilfat doygunlugunda 30 dakikada %147 verimle 3,23 kat saflastirildi. Daha sonra yeni bir yontem olan
MFTPP uygulamasinda manyetik alan giicii, gérev dongiisii ve manyetik alan siiresi parametrelerinin
optimizasyonu sonucunda sirasiyla 40 W’da, %30 goérev dongiistiyle 6 dk’da, %181 verimle 4 kat
saflagtirma gerceklestirildi. SDS-PAGE ile enzimin molekiil agirligi ~55,0 kDa olarak hesaplandi.
Alkalin proteaz enzimi i¢in optimum pH 7,5 ve optimum sicaklik 40°C olarak belirlendi. Enzimin 0-
90°C sicaklik araliginda biitiin degerlerde 12 saate kadar aktiviteyi %90 iizerinde korudugu tespit edildi.
%1 ve %5’lik konsantrasyonlardaki ylizey aktif maddelerin varliginda enzimin yiiksek oranda stabil
kaldig1, %15 ve %50°1ik konsantrasyonlarda kullanilan organik ¢6ziiciilerin aktiviteyi artirdigi ve 1 mM,
5mM ve 10 mM’lik metal iyonlarinin varliginda enzim aktivitesinin yiiksek oranda arttig1 belirlendi. B.
licheniformis SO7 enziminin kazein substratt i¢in Km, Vimax, Kcat, V& Kea/Km degerleri sirasiyla 0,240
mg/mL, 96,15 pg.mL*.dk?, 1,7.10%s? ve 0,071 st.mM? olarak hesaplandi. Ayrica saflastirilan alakalin
proteazin BSA iizerinde potansiyel hidroliz etkisi test edildi ve BSA’ni yiiksek oranda parcaladig
gbzlemlendi.

Sonug: Biyomolekiillerin ekonomik olarak ytliksek orandaki tiretimi ile birlikte kisa zamanda basit
sekilde saflagtirilmasi endiistri agisindan biiyiik bir 6nem arz etmektedir. Gelismis ayirma tekniklerinin
kullanimu ile etkili bir saflagtirma prosesi, iiretimin en 6nemli adimlarindan birisi olup toplam iiretim
maliyetlerinin 6nemli bir boliimiinii olusturmaktadir. Sonug olarak bu tez kapsaminda, manyetik alan
destekli TPP'nin, alkalin proteazi klasik TPP’ye oranla yiiksek verim ve saflastirma orani ile cok daha
kisa siirede kismi saflagtirilmasi igin etkili ve yeni bir yontem oldugu gosterildi. Ayrica, B. licheniformis
SO7 alkalin proteazin genis bir sicaklik ve pH araligindaki aktivitesi ve kararliligi, ¢esitli metal iyonlari,
organik ¢oziiciiler ve yiizey aktif maddeleri varligindaki nispeten yiiksek kararliligi ile bu enzimin
endiistriyel uygulamalar i¢in ekonomik ve uygun bir aday oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Proteaz, Bacillus licheniformis, atik gida, TPP, manyetik alan, BSA
Temmuz 2023, 120 sayfa



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

PURIFICATION AND BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF ALKALINE
PROTEASE PRODUCED BY THERMOPHILIC Bacillus licheniformis SO7 FROM FOOD
WASTE USING MAGNETIC FIELD-ASSISTED THREE PHASE PARTITIONING

Goksen GOREN
Supervisor: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Purpose: Food wastes, which still pose a significant environmental and economic problem today, can
be used as substrates to obtain some valuable products (such as biofuels, biopolymers, biosurfactants,
and enzymes) for biotechnology and industry as a result of microbial processes. In this thesis, it was
aimed to demonstrate the rapid and simple purification of alkaline protease enzyme produced from some
food wastes with Bacillus licheniformis SO7 strain by Three Phase Separation (TPP) method and its
new modification Magnetic Field-Assisted TPP (MFTPP) in one step and to demonstrate its applicability
by performing biochemical characterization studies.

Method: Firstly, alkaline protease was produced from some food wastes using Bacillus licheniformis
SO7 strain (GenBank No: MG076977) and the studies were continued by selecting the best production
medium. Then, partial purification of the produced alkaline protease was carried out by TPP and
magnetic field-assisted TPP methods and their effects on recovery were comparatively investigated.
Biochemical characterization studies of the purified alkaline protease were carried out and its
applicability on Bovine Serum Albumin (BSA) was demonstrated.

Findings: The best liquid production medium for alkaline protease enzyme was determined to be kidney
bean broth. As a result of optimization studies for partial purification of the produced alkaline protease
by conventional TPP; 3.23-fold purification with 147% efficiency in 30 minutes at room temperature
(25°C), pH 10, 1.0:0.5 crude enzyme solution: t-butanol ratio, 70% ammonium sulfate saturation. Then,
as a result of the optimization of the magnetic field power, duty cycle, and magnetic field duration
parameters in the MFTPP application, which is a new method, 4-fold purification was achieved with
181% efficiency at 40 W, 30% duty cycle, and 6 min, respectively. The molecular weight of the enzyme
was calculated as ~55.0 kDa by SDS-PAGE. The optimum pH for the alkaline protease enzyme was 7.5
and the optimum temperature was 40°C. It was determined that the enzyme retained over 90% activity
for up to 12 h at all values in the temperature range of 0-90°C. It was determined that the enzyme
remained highly stable in the presence of surfactants at concentrations of 1% and 5%, organic solvents
used at concentrations of 15% and 50% increased the activity, and the enzyme activity was highly
increased in the presence of metal ions at 1 mM, 5 mM, and 10 mM. K, Vimax, Kea, and Kca/Km values
of B. licheniformis SO7 enzyme for casein substrate were calculated as 0.240 mg/mL, 96.15 pg.mL™.
dk?, 1.7.102 st ve 0.071 st.mM-respectively. In addition, the potential hydrolysis effect of the purified
alkaline protease on BSA was tested and it was observed that it degraded BSA at a high rate.

Conclusion: The simple purification of biomolecules in a short time with economically high production
rates is of great importance for the industry. An efficient purification process with the use of advanced
separation techniques is one of the most important steps in production and accounts for a significant
portion of total production costs. As a result, in this thesis, magnetic field-assisted TPP was shown to
be an effective and novel method for partial purification of alkaline protease in a much shorter time with
a high yield and purification rate compared to classical TPP. Furthermore, the activity and stability of
B. licheniformis SO7 alkaline protease over a wide range of temperatures and pH, and its relatively high
stability in the presence of various metal ions, organic solvents, and surfactants indicate that this enzyme
is an economical and suitable candidate for industrial applications.

Keywords: Protease, Bacillus licheniformis, food waste, TPP, magnetic field, BSA
July 2023, 120 pages
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GIRIS

Biyoteknoloji, canli organizmalar1 veya bunlarin {iriinlerini kullanarak diger birgok
bilim dali ile birlikte insan hayatina fayda saglamak, gesitli problemleri ¢ézmek veya
iyilestirmek amaciyla tasarlanip teknoloji ile birlestirilerek {iretim ve hizmet sanayilerinde
kullanilan multidisipliner bir alandir. Hizla artan diinya niifusu ve kiiresel talebin ylikselmesiyle
birlikte, ekonomik, kolay iiretilebilen, ¢cevre dostu ve kolay parcalanabilen biyoteknolojik
tiriinlere olan ilgi de dnemli Ol¢lide artmistir. Bu {irlinlerin arasinda bulunan enzimler, ¢esitli
ortam kosullarindaki yiiksek aktiviteleri, 6zgiilliikleri ve katalitik verimliliklerinin yan1 sira

hiicre i¢i veya hiicre dis1 ortamlarda ayni sekilde davranabilmesi gibi 6zellikleriyle 6n plana

¢ikmaktadir (Aehle, 2004).

Enzimler

Yunanca'da "maya" anlamina gelen enzim kelimesi ilk olarak 1878 yilinda Kiihna
tarafindan kullanilmistir. Enzimler, organizmalarda biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran
biyolojik katalizorler olarak islev goriir. Mikroorganizmalarin ¢ok diisilk miktarlarda atik
iireterek ekonomik kosullarda enzim iiretebilmesi ve dolayisiyla ¢evre kirliliginin az olmasi
gibi avantajlari, endiistriyel alanda enzimlerin kullanimini olduk¢a cazip hale getirmektedir.
Enzimlerin katalitik aktivitesi, mevcut enzim ve substrat miktari, reaksiyon ortaminin pH’s1 ve
sicaklik degerleri gibi fiziksel faktorlerden etkilenmektedir (Demirel & Giirbiiz, 1999; Aechle,
2004; Robinson, 2015).

Enzimlerin iiretim kaynaklari

Enzimler, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal olmak iizere {i¢ ana grup kaynaktan
tiretilmektedir. Bitkisel veya hayvansal kokenli enzimlere kiyasla mikrobiyal enzimler, yiiksek
katalitik aktivite, daha kolay ve hizli iiretim, yiiksek dayaniklilik, diisiik tiretim maliyetleri ve
biiyiik miktarlarda {iretim potansiyeli gibi avantajlar1 igermektedir (Wiseman, 1987; Bhatia et
al. 2021). Mikroorganizmalarin bulundugu ¢esitli ortamlar nedeniyle, arzu edilen 6zelliklere
sahip enzimler iireten mikroplari elde etmek de miimkiindiir (Putatunda et al. 2019). Ayrica,
daha kisa iiretim siiresi ve nispeten daha basit genetik yapisi nedeniyle, mikroorganizmalarin
genetik manipiilasyonu ¢ok daha kolaydir. Bu da, istenen 6zelliklere sahip 'spesifik' enzimler

tasarlamak i¢in daha fazla ufuk agmaktadir (Ali et al. 2016; Silva et al. 2017).



Mikrobiyal enzimler, gida, tekstil, ilag ve biyoyakit gibi endiistriyel biyoteknolojide
genis uygulama alanlarina sahiptir (Seving, 2010). Mikrobiyal enzim {iretiminde termofilik
mikroorganizmalar, yiiksek sicakliklarda yasayabilme yetenekleri sayesinde ¢esitli avantajlara
sahiptir. Bu avantajlar arasinda, ekstrem kosullarda yiiksek enzim aktivitesi, siireg
verimliliginde artma, daha yiiksek enzim kararlilig, iirlin kalitesini iyilestirme, enerji
maliyetlerini diisiirme ve kontaminasyon riskini azaltma gibi 6zellikler sayilabilir (Johnson et
al. 2018). Bu dogrultuda termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, endiistride

genis bir kullanim alani igerisinde kendini gostermektedir (Brown et al. 2019).

Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimler, katalizledikleri reaksiyon tiplerine gore Enzim Komisyonu tarafindan yedi
farkli sinifa ayrilmistir (Sekil 1). Her bir enzim 6zelliklerine gore kodlanmis dort rakamli bir
kimlik numarasina sahiptir. Bu kod “EC” kisaltmasiin yanina 4 farkli rakamin gelmesiyle
olugmaktadir. 1. rakam enzimin sinifini, 2. rakam alt sinifini, 3. rakam grubunu, 4. rakam ise
kendine 6zgii sira numarasim temsil etmektedir. Ornegin, tripeptit aminopeptidaz enziminin

kodu "EC 3.4.11.4 ” seklindedir.
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Sekil 1. Enzimlerin siniflandirilmasi
Enzimlerin endiistride yeri ve 6nemi

Mikrobiyal kaynakli enzimler, dogada cok genis bir biyogesitlilik gostermekte olup
diinya genelinde iiretilen ticari enzimlerin %80’ini olusturmaktadir (Thapa et al. 2019). Dogal
kaynaklardan elde edilen yaklasik 4000 farkli enzim tiirii bulunmaktadir ve bunlarin yaklagik
200" endiistriyel amaclarla kullanilmaktadir (Sekil 2). Endiistriyel 6nemi yiliksek olan

enzimlerin biiylik bir kismi (%75'e yakin) mikroorganizmalardan elde edilen hidrolazlardan



olusmaktadir. Bu enzimler, yiiksek molekiil agirligina sahip substratlar1 kolaylikla {iriine
doniistiirebilme yetenekleri ile bilinmektedir. Hidrolazlar (proteaz, lipaz ve karbohidralazlar
gibi) genis substrat spesifite Ozelligi sayesinde farkli molekiil tiplerine etki edebilme

kapasiteleri ile de 6n plana ¢ikmaktadir (Sharma et al. 2001).

> Deterjan Endustrisi: Proteaz, amilaz ve lipaz gibi enzimler, sirasiyla protein,
nisasta ve yag bazli lekeleri ¢cikarmak icin camasir deterjanlaninda kullanilir
(Ramesh ef al. 2020).
| A
QuE

.

~ Gida Endustrisi: Cesitli enzimlerin, karmasik karbonhidratlan parcalamak, Urunlerin
iyilestirilmesi ve raf omrindn artmasi icin ¢esitli gida Urunlerinin Gretiminde ve
fermentasyon teknolojisinde kullanilir (Pandit, 2023).

A 4

ilag Endustrisi: Antibiyotikler, hormonlar ve asilar da dahil olmak Uzere cesitli
ilaclann Uretiminde enzimler kullanilir. Enzimler ayrica ilac kesfi ve
gelistiriimesinde de kullanilir (Akoijam ef al. 2022).

Kagit ve Seliiloz Endustrisi: Selilaz ve ksilanaz gibi enzimler, odun hamurundaki
lignini ve hemiselilozu pargalamak icin kullanilir ve kagrt retmek icin kullanilir
(Walia et al 2017).

Tekstil Endustrisi: Selilaz gibi enzimler, kumaslardaki tuyleri ve kiictuk
topaklanmalan cikararak daha purtizsuz bir gorunim kazandinr (Bhatia, 2017).

Biyo-temizleme: Enzimler, petrol sizintilan gibi cevredeki kirleticileri
parcalayarak zararsiz maddelere donusturerek cevre kirliliginin azaltilmasinda
kullanilir (Abatenh, 2017).

VvV V V V¥V

Sekil 2. Enzimlerin endiistride potansiyel kullanimlari

Giiniimilizde endiistride ticari olarak daha kullanishi enzimlerin iiretimi hedeflenmis
olup, lretim siiresi ve maliyetleri, iiriin kalitesi ve performans1 dikkate alinarak dis etkenlerden
bagimsiz olarak, farkli sicakliklarda ve pH araliklarinda aktivite gosterebilen enzimlerin
kaynagi olan mikroorganizmalarin tanilanmasi1 ve gelistirilmesi de olduk¢a Onem arz
etmektedir. Boylece daha diisiik maliyetlerde, daha yiiksek verimlilik ve daha yiiksek kalitede
tirtinler elde etmek i¢in mikroorganizmalarin daha kapsamli ve ayrintili olarak incelenmesi,
ticari olarak kullanilabilecek daha verimli enzimlerin kesfi ve liretimi i¢in 6nemlidir (Oberoi et

al. 2001).

Termotolerant Bakteriler

45°C'nin tizerindeki yiiksek sicakliktaki ortamlardan izole edilen termotolerant
mikroorganizmalar, = baz1 genetik ve g¢evresel degisiklikler sonucu bu yetenekleri
kazanmisglardir. Bu transformasyonun anahtar bileseni, DNA topoizomeraz enzimlerinden biri

olan ters girazdir (reverse gyrase) ve DNA ¢ift sarmalinda bir kesik olusturup bir DNA ipligini



etrafinda (diger iplik {izerine gegmeden) dondiiriir. Bu donme hareketiyle birlikte DNA iplikleri
yeniden birlesir ve kesik kismin onarimi gerceklesir ve DNA iizerindeki gerilmeyi azaltarak
negatif stiper sarmal olusumunu destekler. Negatif siiper sarmal, DNA sarmalinin daha gevsek
hale gelmesini saglayarak erime sicakligini artirir ve sonugta, DNA molekiiliiniin stabilitesi
artar. Bu sayede mikroorganizmalar yiiksek sicakliklara dayanabilirler. Ayrica,
mikroorganizmalarin yiiksek sayida disiilfit bagina sahip olmalari da termostabiliteyi saglayan

etkenlerden biridir (Wang et al. 2015; Chandraprakash et al. 2021).

Bacillus cinsi

Bacillus cinsi, Bacillaceae ailesindeki belki de en eski ve gesitli cinslerden biridir.
Bacillus tiirleri gram-pozitif, gubuk sekilli, endospor olusturan ve fakiiltatif anaerob veya aerob
olan ve 3,35 ile 5,5 Mb'den fazla olan genom boyutlarina sahip, ¢ok yiiksek bir ¢esitlilikle
karakterize edilen bakterilerdir (Alcaraz et al. 2008).

Bacillus'lar, diger mikroorganizmalara kiyasla genetik olarak daha kolay izole
edilebilmektedir. Biiyiimesi ve cogalmasi i¢in gereken maksimum sicaklik araligi 25 ile 75°C
arasinda degisirken, minimum sicaklik araligir -5'ten 45°C'ye kadar degisebilmekte olup

optimum pH aralig1 ise 7,5-8'den 2'ye kadar degisiklik gosterebilmektedir (Kalender, 1999).

Endiistriyel alanda 6nemli metabolik 6zellikleriyle 6ne ¢ikan Bacillus cinsi, antibiyotik,
enzim ve toksin liretmesi yani sira kolay {retilebilir olmast gibi 6zelliklere sahip olmasi
nedeniyle ¢okea tercih edilmektedir (Rosovitz et al. 1998). Bacillus'larin 6zellikle nétrofilik ve
alkalofilik tiirleri, yiiksek oranlarda alkalin proteaz {ireticisi olmalar1 nedeniyle dikkat
cekmektedir. Yiiksek katalitik aktiviteleri, substrat 6zgiilliikkleri ve artan {irtin kapasiteleri
sayesinde bu enzimler genis bir uygulama alanina sahip olmaktadir (Rao et al. 1998; Kumar &
Takagi, 1999; Gurung et al. 2013).

Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis, toprak ve bitki 6rneklerinden kolayca izole edilebilen, endospor
olusturabilen bir gram-pozitif mikroorganizmadir. Dogada yaygin olarak bulunurlar ancak tam
olarak sayilart bilinmemektedir. Toprakta gram basina diisen B. lichenifromis bakteri sayisi
106-107 olarak tahmin edilmektedir (Muras et al. 2021).

Bu bakteriler, 55°C'de optimum biiylime gostermelerine ragmen ¢ok daha yiiksek
sicakliklarda dahi hayatta kalabilirler. Ticari agidan yaygin olarak kullanilmalarimin
sebeplerinden biri de yiiksek miktarda protein (20-25 g/L) iiretmeleridir. Enzim {iretimi igin ise

optimum 37°C sicakliga ihtiya¢ duyarlar (Espoui et al. 2022).



Bacillus proteazlari

Alkali proteazlar ¢ok ¢esitli kaynaklardan (bakteri, kiif, maya gibi) elde edilebilse de
biyoteknoloji alaninda en ¢ok tercih edilen ftiretici mikroorganizma, alkalifilik Bacillus'dur
(Singh et al. 2000). Bacillus, ¢esitli ortamlardan kolayca izole edilebilmekte olup kompleks
ortamlarda da gelisebilmektedir. Termofilik ve alkalifilik Bacillus'lar tarafindan tiretilen alkali
proteazlar yliksek sicaklik ve pH'lara dayaniklilik gostermektedir (Aunstrup, 1981; Johnvesly
& Naik, 2001). Bacillus'lar gogunlukla hiicre dis1 proteaz iireticisi olup durgunluk fazlarinda da
hiicre dis1 proteaz liretme 6zelligine sahiptirler ancak hiicre i¢i proteaz iireten 6rnek ¢aligsmalari

da bulunmaktadir (Mabrouk et al. 1998; Setyorini et al. 2006).
Proteazlar

Proteazlar, bir polipeptit zincirinde amino asit kalintilar1 arasinda yer alan peptit
baglarmin bir su molekiilii araciligiyla yikimini katalizleyen hidrolaz (EC 3.4.21) grubu enzim

tirlerinden biridir.
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Sekil 3. Proteaz yikim mekanizmasi (Donohue et al. 2003)

Bu enzimler, substrat proteinlerin polipeptit zincirlerindeki peptid baglarini tanirlar ve
ozellikle spesifik amino asit dizilerine baglanirlar. Bu baglanma, enzimlerin aktif bolgesindeki
belirli amino asit kalintilarinin katkisiyla gerceklesir ve sonugta, proteaz enzimleri, amino
asitler serbest kaldiginda peptid baglarin1 hidroliz ederek substrat proteinleri parcalar (Shankar
et al. 2011; Ibrahim et al. 2015). Proteaz enzimlerinin O6zgiinliigi, islevsel gruplarin
ozelliklerine, substrat molekiiliiniin boyutuna, amino asitlerinin konfiglirasyonuna ve
molekiiliin u¢ atomlarinin 6zelliklerine baglidir. Bu nedenle bir protein molekiiliindeki tim

peptit baglar1 tek bir enzim tarafindan par¢calanamayabilir (Aran, 2014).



Proteaz

Proteoliz Proteoliz

Protein

Peptitler

Sekil 4. Proteinlerin yikimi (3D)
Proteazlarin Siniflandirilmasi

Proteazlar, katalitik aktivitelerine ve substrat {izerindeki katalitik bdolgelerine

(reaksiyonun gergeklestigi yer) gore baslica 2 ana grupta siiflandirilirlar (Adetunji, 2017).
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Sekil 5. Proteazlarin siiflandirilmasi

ekzoproteazlar olmak iizere iki sinifa ayrilirlar.



Endoproteazlar, polipeptid zincirinin orta (i¢) kisimlarinda aktivite gostermekte olup,

pH bazinda ve katalitik merkez olmak tizere 2 alt sinifa ayrilir.

¢

pH bazinda: Asidik proteazlar (pH 2-6 araliginda aktif), nétr proteazlar (zayif alkali,

notr ve zayif asidik pH’larda aktif olan) ve bazik proteazlar (pH 8-12 araliginda

aktif olan) olmak tizere 3’e ayrilirlar (Rao & Narasu, 2007).

Katalitik merkez: Endoproteazlar, katalitik merkezlerine gore; serin, sistein,

aspartik ve metallo proteazlar olmak {izere 4 alt sinifa ayrilirlar.

1-

Serin proteazlar (EC: 3.4.21), aktif bolgelerinde bir serin grubu (-OH) iceren,
pH 7-11 arasinda aktivite gdsteren ve genellikle fenil metil siilfonil floriir
(PMSF) tarafindan geri doniisiimsiiz olarak inhibe edilebilir 6zellikte olan

proteaz sinifidir (Hamza, 2017; Zeren, 2020).

Sistein proteazlar (EC: 3.4.22), aktif bolgelerinde tam bir -SH grubunun
varliginda aktiflik géstermekte olup, iyodoasetik asit, iyodoasetamid ve pCMB
gibi agir metaller varliginda inhibe olurlar (Duschak & Couto 2009).

Aspartik proteazlar (EC: 3.4.23), aktif bolgelerinde bir veya daha fazla yan
zincir karboksil grubu iceren, diazoketon, pepstatin, 1,2-epoksi-3-(p-
nitrofenoksi) propan ve diazoasetil-DL-norlésin metil ester varliginda

inhibisyona ugrayan asit proteazlardir (Singh et al. 2016).

Metaloproteazlar (EC: 3.4.24), aktivitesi daha az siki baglanmis iki degerlikli
katyonlarin varligina bagl, pH 5-9 aralifinda optimum 6&zellikte olup, EDTA

gibi selatlama maddelerinin varliginda inhibisyona ugran endoproteazlardir

(Ellaiah et al. 2002; Demir, 2020).

Ekzoproteazlar, polipeptit zincirinin sonunda etki gostermekte olup, polipeptit

substratinin serbest N-terminalinde ve polipeptit zincirinin serbest C-terminalinde sirasiyla

hareket eder. Aminopeptidazlar, karboksipeptidazlar ve omega pepdidazlar olmak {izere {i¢ alt

sinifa ayrilir (Hamza, 2017).

¢

Aminopeptidazlar (EC: 3.4.11): Polipeptit zincirinin serbest N-terminalinde

aminoasit koparilmasinin katalizini saglamaktadir. (Luan & Xu 2007). Peptid

zincirinin  serbest amino terminalinden bir dipeptidin hidrolizini saglayan

dipeptidil-peptidazlar (EC: 3.4.14) ve serbest amino terminalinden bir tripeptidin

hidrolizini saglayan tripeptidil-peptidazlar (EC: 3.4.14) olmak tizere 2 alt grubu
icermektedir (Rockel et al. 2012; Ruffell et al. 2013).



é Karboksipeptidazlar (EC: 3.4.16-18): Polipeptit zincirinde C-terminali {izerinde
etki gostererek, tek amino asit ya da dipeptidi ayirir. Aktif bolgelerindeki amino
asit kalintist yapilarina gore; serin karboksipeptidaz, sistein karboksipeptidaz,
metalokarboksipeptidaz, peptidil dipeptidaz ve dipeptidaz olmak iizere bes alt
gruba ayrilabilir (Duran et al. 2007).

é Omega peptidazlar (EC: 3.4.19): Polipeptit zincirinde genellikle terminal (ug)
bolgelere yakin yerde aktivite gdsteren omega peptidazlar, substratlarinin serbest
amino veya karboksil terminal tasimasina gerek duymamakta olup, endopeptidaz
ve ekzopeptidaz arasinda bir gegis formu niteligi tasimaktadir (Polaina & MacCabe,
2007). Substratinin serbest amino veya karboksil terminali icermemesi yoniiyle
endopeptidaza; karboksil veya amino ucundaki bir veya birka¢ aminoasitin

hidrolizini gergeklestirmesi 6zelligiyle ise ekzopeptidaza benzerlik gosterir.

Proteazlarin Uretimi

Proteazlar kaynagina gore, bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal (bakteri, mantar, viriis)
olmak {izere ti¢ farkli grupta incelenirler (Celik, 2006). Bitkilerden izole edilerek hali hazirda
biyoteknolojik uygulamalarda siklikla kullanilan proteazlarin en iyi bilinen 6rnekleri arasinda
papain (papaya, Carica papaya), bromelain (ananas, Ananas comosus) ve fisin (incir, Ficus sp.)
sayilabilir (Arshad & Amid, 2014; Tavano et al. 2018).Giliniimiize kadar bir¢ok hayvanin
(balik, sucul omurgasizlar, gevis getiren hayvanlar gibi) cesitli organlari proteaz kaynagi olarak
incelenmis olup en iyi bilinen Ornekleri arasinda pankreastan salgilanan tripsin ve
kimotripsininin yani sira, mideden salgilanan pepsin ve rennin oldugu bildirilmektedir (Isik,

2014; Yanar, 2015).

Mikroorganizmalardan elde edilen mikrobiyal enzimler, memeli ve bitki hiicrelerinden
daha kolay ve daha hizli olarak iiretilmekte olup, enzim iiretimi iklim kosullarindan, mevsimsel
degisikliklerden, hayvan kesimi, aga¢ kesimi veya bitki kesimi ile ilgili yasal veya etik
sorunlardan etkilenmemektedir (Tufvesson et al. 2011; Puvanakrishnan et al. 2012). Ayrica, alt
akim iglemlerini (downstream proses) basitlestirmesi ve maliyeti daha da diisiirerek hiicre dist
olarak enzim iiretebilmesi gibi avantajlar1 barindirmast mikrobiyal enzimlerin siklikla tercih
edilmesine sebep olmaktadir. Mikroorganizmalarin muazzam biyocesitliligi, onlarin
biyoteknolojik dnemini artirmakta ve yeni proteaz arayislarini hakli ¢ikarmaktadir. Birgok
mikroorganizmanin (arke, maya, kiif, viriis) proteaz iiretebildigi bildirilmis olmakla birlikte,
bakteriler en 6nemli proteaz iiretici gruplarindan birisi olarak kabul edilmektedir (Belmessikh
et al. 2013, Contesini et al. 2018).



Bacillus cinsi bakterilerden proteaz iiretimi

Bacillus tiirleri, hizli ¢ogalmalari, yiiksek oranda (20-25 g/L) hiicre disi enzim
iiretebilme ve salgilama yetenekleri, ¢evresel degisikliklere yiiksek adaptasyon gostermeleri,
kisa fermantasyon siireleri saglayarak, GRAS (genellikle giivenli olarak kabul edilen) statiisii
ve bu tiirler hakkinda genis bir bilgi birikimi bulunmas1 gibi avantajlari1 sebebiyle mikrobiyal
fermantasyon uygulamalarinda en 6nemli ve en sik tercih edilen mikroorganizmalardan
olmustur (Schallmey et al. 2004). Sahip oldugu bu avantajlarindan dolayi, Bacillus cinsinden
proteazlar iyi bir pazar alanina sahiptir ve ¢ok sayida patent/ ticari proteaz bulunmaktadir

(Tablo 1).

Tablo 1. Bacillus Tiirlerinden Elde Edilen Ticari Proteazlar (Contesini et al. 2018)

Uriin Spesifite Organizma
Dispase I® Proteaz B. polymyxa
Dispase 11® Proteaz B. polymyxa
Proteinase® Subtilisin A B. licheniformis

Neutrase®
Esperase®

Everlase®
Protamex®

Savinase®
Alcalase®

Optimase PR®

Genencor® Protease 899

Protex® 6L

Multifect® Neutral

Metalloproteaz

Serin endopepdidaz (temelde
Subtilisin A)

Subtilisin A
Proteaz

Serin endopepdidaz (temelde
Subtilisin A)

Serin endopepdidaz (temelde
Subtilisin A)

Serin endopepdidaz
Metallo nétral endopepdidaz

Subtilisin,  bakteriyel  serin
endopepdidaz

Serin endopepdidaz

B. amyloliquefaciens
Bacillus sp.

Bacillus sp.
Bacillus sp.
Bacillus sp.

B. licheniformis

B. subtilis
B. subtilis

B. licheniformis

B. amyloliquefaciens

Diinya genelinde biiyiik ilgi goren Bacillus tiirleri tarafindan iiretilen amilaz ve proteaz
enzimlerinin ekonomik olarak uygun bir sekilde liretiminin, optimize edilmis fermantasyon
kosullar1 kullanilarak diisiik maliyetle gerceklestirilmesi de biiyiikk bir dnem tagimaktadir
(Blanco et al. 2016).

Proteazlarin endiistriyel iiretimi

Proteazlar, akademik ve endiistriyel olarak en Onemli enzim gruplarindan birini
olusturmakta olup bitkiler, hayvanlar, mantarlar ve mikroorganizmalar dahil olmak {izere diinya

tizerindeki yasam formlariin temel bilesenlerindendir (Subba et al. 2009; Akcan, 2012).
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Proteazlar basta deterjan ve siit endiistrisinde yaygin kullanimlarinin yani sira gida, ilag, ¢evre,
kimyasallar, deri, kagit, hamur ve ipek endistrilerinde genis ¢apta uygulamalara sahip
olduklarindan endiistriyel agidan enzimlerin 6nemli bir grubunu temsil eder (Krik et al. 2002;
Mukherjee et al. 2008). Artmakta olan ekonomik 6nemi, arastirmacilari proteazlarin liretimi
i¢cin verimli enzim {iretimini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in ¢esitli fermantasyon parametrelerinin

optimize edilmesine yoneltmistir (Prakasham et al. 2007; Subba et al. 2008).

Ortami1 olusturan bilesim, mikroorganizmalar tarafindan enzim iiretimi i¢in 6nemlidir.
Ornegin, ortamdaki azot kaynaklar1 ve metal iyonlar1, Karbon/Azot oranindaki degisiklikler,
kolayca metabolize edilebilen sekerlerin varligi gibi faktorler, mikroorganizmalar tarafindan
hiicre dis1 proteaz tliretimini etkileyebilir. Bunlara ek olarak, ortami etkileyen fiziksel faktorler
de (sicaklik, pH havalandirma, inkiibasyon siiresi ve inokulum yogunlugu gibi) proteaz iiretim

miktarini degistirebilmektedir (Lakshmi & Hemalatha, 2016).

Fermantasyon yontemleri kullanilarak kisa siirede biiyiik miktarlarda kiiltiire edilebilen
mikrobiyal proteazlar, istenilen {iriiniin bol ve diizenli bir tedarikini ekonomik olarak

saglamaktadir (Gupta et al. 2002).

Fermantasyon Yontemleri

Endiistriyel mikrobiyal iirlinlerin {iretimi i¢in siklikla kullanilan fermantasyon siire¢leri
Kati Faz fermantasyonu (SSF) ve Derin Kiiltiir Fermantasyonu (SmF) olmak {izere 2 gruba

ayrilir.

SSF, diisiik serbest su igeren veya tamamen serbest su igermeyen bir ortamda
gerceklestirilen fermantasyon islemidir (Soccol et al. 2017). Mantarlar ve bazi bakteriler
araciligiyla yliksek katma degerli tiriinler iretmek i¢in en yaygin olarak bilinen bir teknolojidir.
SSFnin basarisi, mikroorganizmalarin dogal yasam alanlarmma benzer bir ortamda
yetistirilebilmesinden kaynaklanmaktadir (Abu et al. 2015). Ancak, tarimsal-endiistriyel
atiklar1  kullanarak mikrobiyal {riinlerin {retimini iyilestirmek i¢in en 1yi kosullarin
belirlenmesi gerekmektedir. Atigin parcacik boyutu, inokulum boyutu, pH ve nem igerigi,
anahtar parametrelerden bazilar1 olup nem igerigi, mikrobiyal biiylimenin dogrudan

siirlandirict bir faktorii oldugu igin 6zellikle 6nem arz etmektedir (Chen et al. 2021).

SmF, serbest su iceren bir ortamda gergeklestirilen ve kolaylikla kontrol edilebilen
kiiltir parametreleri sayesinde kisa tiretim siireleri sunan bir teknolojidir (Singhania et al.
2010). Siv1 kiiltiirtin kullanildig: bu siiregte, biiyiime icin gerekli olan besinleri igeren bir sivi
kiiltiir kullanilir. Substrat iceren fermentdr siirekli olarak calistirilir ve {iriin biyokiitlesi, farkl

teknikler kullanilarak siirekli olarak fermentorden hasat edilir, ardindan iiriin filtre edilir veya
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santrifiijlenir ve kurutulur. Derin kiiltiir fermantasyon, enzimler ve diger reaktif bilesiklerin
alkol, yag veya besinli bir ¢ozelti gibi bir siv1 kiiltiir i¢erisinde biyomolekiillerin imalatinda
kullanilan bir yontemdir (Singh et al. 2021). Sivi Fermantasyonu (LF) olarak da bilinen
SmF’de, akiskan substratlar kullanir. Substratlar olduk¢a hizli tiikketildiginden, siirekli olarak
besin maddeleriyle degistirilmesi/gli¢lendirilmesi gerekmektedir. Daha sonra biyoaktif
bilesikler fermantasyon sivisina salgilanir. Bu fermantasyon teknigi, yiiksek nem gerektiren
bakteri gibi mikroorganizmalar i¢in en uygun olanidir ve {iriinlerin saflastiriimasinin daha kolay

olmasi gibi ek bir avantaja sahiptir (Holker & Lenz, 2005).

Enzim miktari, tiirden tiire ve Kkiiltiir ortamima bagli olarak degisir. Hali hazirda,

Bacillus'tan endiistriyel proteaz iiretiminde bu iki ana fermantasyon siireci de kullanilmaktadir.

Tablo 2. SmF ve SSF Fermantasyon Tekniklerinin Karsilastirmasi (Manpreet et al. 2005)

Faktorler

Derin Kiiltiir Fermantasyonu
(SmF)

Kati Faz Fermantasyonu
(SSF)

Beslenme Ortami

Nem icerigi

Mikroorganizma Y etistirme

Kontrol Edilebilme

Uriin Elde Etme

Kontaminasyon Sorunu

Karistirma Thtiyaci
Ekipman Maliyeti
Uriin Saflig1

Uriin Verimliligi

S1v1 ortamda besin maddeleri
kullanilir.

Yiiksek nem gerektirir
Mikroorganizmalar s1v1 besin
maddesi i¢inde yetistirilir.
Biiyiime kontrol edilebilir.
Uriin, s1v1 besin maddesi iginde
yetistirilen
mikroorganizmalarin filtrasyon
veya santrifiij iglemi ile
ayrilmasi sonrasinda elde
edilir.

S1v1 ortam nedeniyle
kontaminasyon riski daha
yiiksektir.

Karigtirma islemi gerektirir.
Ekipman maliyeti yiiksektir.

Daha diisiik iiriin saflig1 saglar.

Daha ytiksek tirlin verimliligi
saglar.

Kat1 ortamda besin maddesi
kullanilir (genellikle tahil,
piring kepegi veya bugday
kepegi gibi)

Diisiik nem gerektirir

Mikroorganizmalar kati besin
maddesi lizerinde yetistirilir.

Biiyiime kontrol edilemez.

Uriin, kat1 besin maddesi
iizerinde yetistirilen
mikroorganizmalarin ezilmesi
veya ekstraksiyonu sonrasinda
elde edilir.

Kat1 ortam nedeniyle
kontaminasyon riski daha
diisiiktiir.

Karistirma islemi gerektirmez.
Ekipman maliyeti diisiiktiir.

Daha yiiksek {iriin saflig1
saglar.

Daha diisiik tirtin verimliligi
saglar.

Fermantasyon ortamindan enzimlerin hasat edilmesinde, mikrobiyal hiicreler gibi
¢oziinmeyen Uriinlerin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu genellikle santrifiijleme yoluyla
yapilir. Cogu endiistriyel enzim ekstraselliilerdir (hiicreler tarafindan dis ortama salinir), bu

nedenle biyokiitle uzaklastirildiktan sonra fermantasyon sivisinda kalirlar. Kalan siv1 i¢indeki
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enzimler, kullanilacaklar1 alanda amagclarina bagh olarak buharlastirma, membran filtrasyonu
veya kristallesme yoluyla konsantre edilir. Saf enzim preparasyonlar1 gerektiginde, genellikle

jel veya iyon degisim kromatografisi yoluyla izole edilirler (Astudillo et al. 2023).

Bacillus proteazlarinin potansiyel uygulama alanlar

Mikrobiyal proteaz enzimleri, genetik miihendislik ve biyoteknolojik yoOntemlerle
optimize edilebilir ve farkli substratlara 6zel olarak uyarlanabilir 6zellikte olmalarinin avantaji
ile endistriyel uygulamalarda 6nemli bir rol oynar (Chen et al. 2017). Alkaline serin
proteazlarin 6zellikleri, cesitli ticari uygulamalarda proteinlerin hidrolizinde ucuz bir se¢enek
haline gelmelerini saglamaktadir. Deterjan ve gida endiistrilerinde uzun siiredir
kullanilmaktadirlar ve son 20 yilda diger endistrilerdeki kullanimlar1 da hizla artmistir (Pandey

et al. 2018).

Tablo 3. Mikrobiyal Proteaz Uretim Kaynaklar1: Ornekler ve Uygulama Alanlari

Proteaz Uretim Enzimler Uygulama Alanlari Referanslar
Kaynaklar
*Deterjan
Alkalin Serin Formiilasyonlar Ward, 2011
Bacillus Tiirleri Proteazlar *Guda Isleme Ward et al. 2009
(Subtilisinler) * Atttk Yonetimi

*Bira Uretimi,

Bacillus Tiirleri Notr Proteazlar *Tahil Isleme, Ward, 2011
(Cinko *Et Yumusatma
Metaloproteazlar) Genel Guda isleme
*Gida Uygulamalari Ward, 2011
Aspergillus Tiirleri Kimosin (Peynir Uretimi, Soya Yu et al. 2017
Sosu Imalati, Bira
Uretimi)
Ananas *Farmasotik Ward, 2011
(Bromeliaceae Bromelain *Gida Endiistrileri Coelho et al. 2013
familyasy) (Et Yumusatma)
*Bira Uretimi,
Papaya (Carica *Et Yumusatma, Ward, 2011
papaya) Papain *Yara Temizleme Walsh, 2014
*Hayvan Derilerinin
Yumusatilmasi
Yeni Dogan Buzag Kimosin *Peynir Uretimi Ward, 2011
ve Kuzularin Midesi Mistry, 2012
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Deterjan endiistrisi

1913 yilinda, tripsin ve kimotripsin proteinleri lekelerin parcalanmasi i¢in ¢amasir
deterjanlarinda aktif bir bilesen olarak tamitilmistir. Proteazlarin deterjanlardaki miikemmel
performansi, izoelektrik noktasina (pI) baglidir, bu pH degerinin deterjan ¢ozeltisiyle uyumlu
olmasi gerekmektedir. Ayrica, oksitleyici veya selatlayici ajanlar gibi deterjan bilesenlerinin
varliginda yiiksek aktivite ve stabilitenin yaninda farkli tipte lekelerin ¢ikarilmasi i¢in genis bir

substrat 6zelligi de gerekmektedir (Contesini et al. 2018).

Gida endistrisi

Mikrobiyal proteazlar, uzun bir siiredir siit, firincilik ve gida isleme endiistrilerinde
kullanilmaktadir. Alkali serin proteazlar, yiiksek besin degerine sahip hidrolizatlarin
hazirlanmasi i¢in protein hidrolizinde baslica rol oynar (Matkawala et al. 2021). Endiistride
kullanilan kimyasal siire¢ler, alkali veya asit hidrolizini igerir ve modifiye amino asitlere sahip
tirtinlerin elde edilmesi zorlu ve kontrol edilmesi gii¢ olabilir. Enzimatik hidroliz, kimyasal
stireclerde gereken asir1 ortamdan kaginilarak basit kosullar altinda gergeklestirilebilir (Aguilar
& Sato, 2017). Ayrica, ticari alkali serin proteazlar, bitki ve hayvan proteinlerini hidroliz etmek
icin kullanilmis olup olusturulan protein hidrolizatlari, bebek yiyecek formiilasyonlarinin
giiclendirilmesinde, diyet iiriinlerinde ve islenmis gidalarda yaygin olarak kullanilirken, takviye

besinlerde biyoaktif bilesikler olarak da kullanilmaktadir (Contesini et al. 2018).

Deri endiistrisi

Hayvansal postlar, birka¢ kez islenerek "Deri" ad1 verilen daha elegan ve pahali bir
malzeme haline getirilir. Geleneksel deri isleme yontemi, biiyiik miktarda su, alkali ve sodyum
siilfiir gibi kimyasallarin kullanimini igerir, bu nedenle deri iiretim endiistrileri islem
optimizasyonu ve ¢evresel kirliligi azaltma konusunda yiiksek taleplerle kars1 karsiyadir. Deri
islemesinde kullanilan alkaline serin proteazlar, 1slatma, yiin alma ve tiiysiizlestirme gibi
siireclerde geleneksel yontemlere gore deri endiistrisinde daha cevreci bir alternatif olarak

hizmet vermektedir (Hammami et al. 2018).

Proteaz, kuru derilerin su emilimini artirir, kabuklar1 temizler, istenmeyen proteinleri
uzaklagtirir ve sismis derilerin biiylkligiinii azaltir. Ayrica, elastolitik ve keratinolitik
Ozelliklere sahip ham proteaz preparasyonlari, istenen dayaniklilik, yumusaklik ve dokuda kisa
siirede daha kaliteli deri iiretebilmektedir. Sonugta, deri daha temiz goriiniir ve leke olusumu

daha az oldugu i¢in boyalarin daha kolay emilmesine olanak tanir (Matkawala et al. 2019b).
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Farmasotik endiistri

Peptit sentezi alaninda siklikla kullanilan organik sentetik yontemler, biiyiik 6l¢ekli
iiretimde yiiksek verim elde etme avantajina sahiptir. Bu kimyasal yontemler, fazla miktarda
baglama ajani-¢oziicli gerektirmesi ve amino asit yan zincirlerinin korunmasi gibi
dezavantajlara sahiptir (Contesini et al. 2018). Ayrica, rasemat karisimlarinin olugmasi
nedeniyle ¢oziiniirlik islemleri gerekmektedir. Mikrobiyal proteazlar ve lipazlar gibi
enzimlerin kullanimi, bu enzimlerin yiiksek 6zgiilliigii nedeniyle daha basit reaksiyon kosullari
ve azaltilmis reaksiyon adimlar1 gibi avantajlara sahiptir. Proteazlar bilesiklerin
sentezlenmesini saglayabilir (Lopez-Iglesias et al. 2011; Wang et al. 2011) ve proteaz
kullanilan reaksiyonlar, sentez yerine hidroliz i¢in tercih edilen organik sistemlerde siklikla
gerceklestirilir. Ayrica, proteaz uygulamasi, basit saflagtirma prosediirlerine, organik
¢oziiclilerle minimuma indirgenen kontaminasyon ve yiiksek substrat ¢oziiniirliigii gibi

avantajlara da sahiptir. (Poppe, 1992).

Terapotik kullanim

FDA, farkli klinik kosullarin tedavisinde dogal proteazlarin ¢esitli formlarini onaylamis
ve bircok proteaz terapisi su anda klinik arastirmalar altindadir. Immobilize edilmis
subtilisinler, yaniklar ve yaralarin tedavisinde kullanilmak {izere jel tabanli formiiller,
merhemler, gazli bezler ve bandaj malzemeleri olarak gelistirilmistir. Kollajenaz aktivitesine
sahip alkalin proteaz, Dupuytren hastaligi, Peyronie hastalifi, yara iyilesmesi, yaniklar,
glokom, intervertebral disk herniasyonu, debridman, keloid, vitrektomi ve seliilit gibi
durumlarin tedavisinde kullanilmaktadir (Gurumallesh et al. 2019). Diger bir¢ok 6zel alkalin
serin proteaz da tromboliz (lirokinaz, fibrinolitik), hemofili (faktér VIIa), sepsis (aktive protein
(), kas spazmlari (botulinum toksin A ve B), lenfositik 16semi (asparaginaz), irinli yaralar ve

apselerin (elastaz) tedavisinde de kullanilmaktadir (Matkawala et al. 2021).

Atik isleme

Alkalin serin proteazlar, cesitli gida isleme endiistrilerinin yaninda evsel atiklarin
yonetiminde de kullanilmaktadir. Bu enzimler, protein bazli atiklarin ¢dziinmesine yardimci

olarak su sistemlerinin biyolojik oksijen talebini diistirmektedirler.

Diinya genelinde kiimes hayvanlar1 igleme endiistrileri tarafindan milyonlarca ton tiiy
at1ig1 olugsmaktadir. Alkalin serin proteazlarin kullanimiyla tliylerin hidrolizi, degerli iiriinlerin
ucuz ve hafif reaksiyon kosullarinda iretimine olanak saglamakta olup bu liriinler yem ve giibre

katki maddesi olarak kullanilabilmektedir (Singh & Bajaj, 2017).
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Baska bir 6rnek ise, sa¢ igeren tortularla ttkanmis borulari temizlemek i¢in Genex adli
proteolitik enzimlerin bir formiilasyonunun kullanilmasidir. Mikrobiyal keratinazlar, keratin

iceren atiklarin pargalanmasinda kullanilmaktadir (Verma et al. 2017).

Mikrobiyal Enzimlerin Saflastirilmasi

Mikroorganizmalar tarafindan {retilen mikrobiyal enzimler, g¢esitli endiistriyel
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmakta olup, bu enzimlerin saflagtirilmasi, enzim
etkinligini ve stabilitesini artirmak, yan iirlinleri veya zararli bilesenleri uzaklastirmak, tirtiniin
kalitesini ve safligin1 saglamak amaciyla 6nem arz etmektedir. Saf enzimler, yiiksek reaktiflik,
spesifiklik ve stabilite 6zellikleri sunar. Bunlar, endiistriyel slire¢clerde daha verimli ve kontrol
edilebilir katalizorler olarak kullanilabilir. Saflagtirma ayni zamanda enzim iiretim siirecini
optimize etmek i¢in gereklidir. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzimler genellikle diger
hiicre bilesenleriyle birlikte bulunurlar ve bu durum enzimin etkinligini azaltabilir veya yan
tirtin olusumunu tetikleyebilir. Saflastirma islemi, enzimi hedeflenen reaksiyonlarda daha etkin

ve istikrarli hale getirerek bu sorunlari ortadan kaldirmaktadir (Yusree et al. 2021).

Downstream prosesler, biyoteknolojik iiretim siirecinin bir asamast olup, lretilen
biyokimyasal {iriinleri, hedeflenen bilesenlerden arindirmayr ve saflastirmayr igerir. Bu
prosesler, mikroorganizmalar veya hiicre kiiltiirleri tarafindan iiretilen enzimlerin, ilaglarin,
biyoplastiklerin ve diger biyolojik iiriinlerin saflastirilmasini ve aritilmasini hedefler (Zayed &
Ulber, 2022). Uretim siirecindeki enzimler, mikroorganizmalar veya hiicreler tarafindan bir
ortamda genellikle diger bilesenlerle birlikte bulunurlar. Bu nedenle, enzim saflastirmasinda
downstream prosesler biiyiik bir 6neme sahip olup enzimi diger bilesenlerden ayirmayi saglar.
Sonucta, bir dizi asamayr iceren downstream prosesler, enzimin fiziksel, kimyasal veya
biyokimyasal 6zelliklerine dayali olarak farkli yontemler (¢coktiirme, filtrasyon, kromatografi,
membran ayirma teknikleri ve ultrasonikasyon gibi) ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilarak
enzimlerin yliksek saflikta ve etkinlikte elde edilmesinde 6nemli bir rol oynar (Gimenes et al.

2021).

Geleneksel yontemlerle enzimlerin saflastirilmasi, zahmetli, maliyetli ve zaman alici
birka¢ adimdan olusmaktadir. Bu dezavantajlar1 asmak icin alternatif geri kazanim teknikleri
gelistirilmistir. Bu teknikler arasinda sulu iki fazli sistem (ATPS), 1s1yla ayirma (TMP) ve li¢
fazli bolimleme (TPP) gibi yontemler yer almaktadir (Aras, 2023).

Coktiirme teknigi

Coktiirme, downstream proseslerde en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Tahmin

edilen liretim ve saflastirma yontemlerinin %80'den fazlasinda bu teknik kullanilmaktadir. Kati
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bir fazin olusumunu igeren ¢oktiirme islemi, sulu bir ¢ozeltinin 6zelliklerini degistirerek, (pH,
sicaklik degisiklikleri, tuzlar, organik ¢oziiciiler veya polimerler ekleyerek) kati faz olusumunu

indiiklemektedir (Pessoa et al. 2011).

Tim ¢oktirme teknikleri temelde iki islem igerir: 1- ilgilenilen biyomolekiiliin

konsantrasyonunun artirilmasi 2- saflagtirilmasi.

Hacim, daha sonraki asamalar i¢in azaltilir ve belirli bir derecede saflastirma elde edilir.
Bu yontem genellikle ayirma ve saflastirma prosediirlerinin baglangicinda uygulanir ve tek bir
islem olarak kullanilabilir. Yiiksek diizeyde saflik gerektirmeyen hiicre disi enzimlerin
ayrilmasi ve uygulamalar i¢in de kullamishidir (Golunski et al. 2011; Soares et al. 2012).
Coktiirme, az enerji gerektiren ve basit ekipmana ihtiya¢ duyan basit bir teknik olup,
6l¢eklendirilmesi kolaydir islem siirescinde kullanilan bazi malzemeler (etanol ve amonyum

stilfat gibi) malzemeler geri doniistiiriilebilmektedir (Gimenes et al. 2021).

Uc fazh ayirma (TPP) yontemi

Geleneksel yontemlere alternatif olarak ilk defa Lovrien ve arkadaglari tarafindan
diistiniilmiis olan TPP sistemi, 6zellikle ¢cok bilesenli sistemlerden basta enzim ve proteinlerin
izolasyonu olmak tizere gelistirilmis olan basit, tek adimli, diisiik maliyetli ve etkili yeni bir

biyoseparasyon teknigidir (Gagaoua & Hafid, 2016).

Osmotik stres, iyonik siddet, kosmotropi, yigilma etkilesimleri ve ara yiizey gerilimi
gibi cesitli faktorlerin etkiledigi kompleks bir yap1 sergileyen TPP, fizikokimya esasli bir
tekniktir. TPP sisteminde proteinler, pl’lerine, kaynaklarina, molekiiler agirliklarina ve
sicakliklaria bagli olarak farkli davraniglar gosterirler (Dennison & Lovrein, 1997; Saxena et
al. 2010). Baslangigta bir "upstream (iist akim islemleri)" teknigi olarak gelistirilmis olsa da
siklikla mililitre hacim Olceginde izolasyon islemi icin “downstream” yoOntemi olarak

kullanilmaktadir (Ketnawa et al. 2017).

Faz olusum siireci

TPP sistemi, elde edilmis ham enzim ¢ozeltisi ortamina organik bir ¢oziicii (C4 alkoller,
genellikle tert-biitanol) eklenmesiyle bir organik faz ve farkli doygunluklarda bir tuz (siilfat
tuzlari, genellikle amonyum siilfat (NH4)2SO4 eklenmesiyle bir sulu faz olmak iizere iki sivi
fazin olusum temeline dayanir (Dennison & Lovrein, 1997). Siilfat iyonlar, sulu faza
eklenildiginde dehidrasyon etkisini artirir. Bu nedenle, biiyiik iyonlar bir araya geldiginde
proteinler su fazindan ¢okeltildikten sonra ayrigtirilir. Kulkarni ve Rathod (2015) etanol veya
metanol gibi ¢oziiciilerin {i¢ fazli bir sistem olusturamadigini belirlemis ve t-biitanol

kullanilmasii onermistir. Bu nedenle, ii¢ faz olusturma yetenegine sahip oldugu ig¢in
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uygulamada ¢oziicti olarak genellikle t-biitanol kullanilir. Ayrica, t-biitanol, ¢oken proteine
baglanarak onun batma kabiliyetini artirir, boylece daha yogun olan sulu tuz tabakasinin
tizerinde yiizer (Rajeeva & Lele, 2011). Yaklasik bir saat i¢inde ii¢ faz olusur. Organik ¢6zgen
(t-biitanol) igerigi zengin iist faz (non-polar bilesikler igerir), sulu alt faz (polar bilesikler igerir)

ve protein ¢okeltisi tarafindan olusan bir ara yiizey fazi olusur (Roy et al. 2005).

tist t-biitanol fazi

arayuiz-¢okelti

TPP _ faz ayrimi

sulu alt faz

Sekil 6. TPP sistemi ve faz ayrimi
TPP yontemini etkileyen faktorler

Hedef enzimleri sistemden ayirmak icin hidrofobisite, yiik, molekiiler agirlik, biyodzgiil
baglanma ve konformasyon gibi 6nemli enzim 6zellikleri kullanilir. Ayrica, TPP sisteminde
coklu faktorler dikkate alinmalidir ki bunlar; tuz tiirleri ve konsantrasyonu, organik ¢oziicii tlirii
ve orani, sistem pH degeri, sicaklik ve siire gibi faktorlerdir. Bu faktorler enzim verimi (%V),
saflagtirma kat sayis1 (PF) ve enzim geri kazanimi (RE) gibi parametreleri etkileyebilir

(Ketnawa et al. 2017).

Tuz konsantrasyonu

Tuz konsantrasyonu, TPP'de proteinlerin ¢oziiniirliigiinii 6nemli dlciide etkilemektedir.
Diisiik konsantrasyonlarindaki tuzlar, protein molekiillerinden g¢esitli yliklenmis gruplar
tarafindan ¢ozeltiye ¢ekilir, bu da proteini ¢ozelti icinde daha kolay bir sekilde ¢oziintir hale
getirir. Ancak, daha fazla tuz eklenmesi sonunda doyma seviyesine ulasacak ve maksimum
protein ¢oziiniirliigii saglanacaktir. Tuz konsantrasyonundaki fazla artis, proteinlerin ¢oziinmesi

icin kullanilabilir ¢6ziiciiniin azalmasina neden olacak ve proteinler ¢cokecektir (Zhang, 2012).
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TPP'de en yaygin olarak kullanilan tuzlardan biri amonyum siilfattir. Basit bir
(NH4)2S04 ¢ozeltisinde, yogunluk tuz konsantrasyonu arttikca dogrusal olarak artar. Siilfat
anyonu, hem tuzun hem de t-biitanoliin sinerjistik etkisini kullanarak proteindeki katyonik
bolgelere baglanir ve bu da geleneksel salting-out islemlerine kiyasla tuz tiiketimini azaltir
(Dennison & Lovrien, 1997). Sonug¢ olarak, tuz konsantrasyonu, kullanim amacina gore

biyomolekiillerin maksimum verimlilikle geri kazanilmasi i¢in optimize edilebilir 6zelliktedir.

Organik ¢oziicii oram

TPP sistemi i¢in n-propanol, n-biitanol, izobiitanol, n-pentanol ve n-heksan ve t-biitanol
gibi farkli alkol kullanimlar1 protein geri kazanim verimini etkileyecektir. T-biitanoliin,
proteinlere kolayca baglanabilmesi ve protein molekiillerinin boyutu dikkate alindiginda
proteinlere niifuz edemedigi gibi denatiirasyona da yol agmadigi kabul edilir ve bu nedenle TPP
i¢in en iyi ¢dziicii olarak bilinmektedir (Ozer et al. 2010; Duman & Kaya, 2013). Boylece
proteinlerin ¢okmesini artirir ve proteinlerin sulu tuz tabakasina dogru ylizmelerine yardimci
olur. Daha fazla alkol kullanilmasi, proteinlerin ¢okmesini ve arayiizdeki stabilitesini artirarak,
daha fazla ¢6kmiis proteinin istenen iist tabakaya ylikselmesine yardimci olur. Ancak, bazi
durumlarda yiiksek t-biitanol konsantrasyonlarinda protein ¢cokmesini dnleme olasilig1 da goz
ardi edilmemelidir (Narayan et al. 2008; Yan et al. 2018).

pH degisimi

TPP sisteminde pH'nin degismesi, proteinlerde bulunan amino asitlerin iyonlagsmasina
neden olur (Wati et al. 2009; Gagaoua et al. 2014). Bu parametre, TPP'de 6nemli kabul edilir
¢linkii proteinlerin dagilimi ve boliinmesi, fazlar arasindaki elektrostatik etkilesimlerden dolay1
pH'dan 6nemli dlgiide etkilenir (Gagaoua et al. 2014). TPP sistemleri genellikle proteinlerin
izoelektrik noktasina (pI) yakin bolgelerde keskin bir sekilde degisir ve bu da pH'ya baglidir.
Proteinler, en kolay sekilde izoelektrik noktalarinda ¢oker. pH degeri pl degerinin iizerinde
oldugu zaman protein lizerinde bulunan negatif yliklii amino asit kalintilar1 proteini negatif
yiiklii hale getirir ve sonugta protein sulu fazda kalir. Bunun tersine pH, pI degerinin altinda ise
proteinler pozitif yiliklii hale gelip ¢oken proteinler ara yiizeyde toplanip zenginlesecektir

(Dennison & Lovrein, 1997). Sonugta pH'deki degisiklik, hedeflenen proteinin net yiikiinde

degisikliklere yol agmaktadir ve bu da proteinin ayrimini etkilemektedir.

Sicaklik degisimi

Enzimlerin reaksiyon hizi sicaklik arttik¢a artar, ancak bu teori belirli bir sicakliga kadar
gecerlidir. Yiksek sicakliklarda (60°C {izeri), aktivite radikal bir sekilde azalir ciinki
denatiirasyon meydana gelir (Gagaoua et al. 2014; Hashim et al. 2011; Kumar et al. 2012).
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Proteinlerin minimum denatiirasyonunu korumak icin, TPP sirasinda genellikle diisiik
sicakliklar kullanilir ve 1s1 daha hizli bir sekilde dagitilir. TPP'de yiiksek verim elde etmek icin
optimum sicaklik araligi genellikle 20 ila 40°C arasinda yani oda sicakliginin ideal oldugu
bilinmekte olup kaynaklarina ve inkiibasyon siiresine bagli olarak degismektedir. Yapilan bazi
termal stabilite testlerine gore, sicaklik 55°C'ye yiikseltildiginde enzimlerin goreceli
aktivitesinin keskin bir sekilde azaldig1 tespit edilmistir ve bu da TPP ile saflastirma isleminin
yiiksek sicakliklarda etkili olmadigini gostermektedir (Sen et al. 2011). Dolayisiyla, termal
deaktivasyon mekanizmasini aciklamak ve yliksek sicakliklarda enzim verimliligini artirmak

ve i¢in yeni stratejiler gelistirilmektedir.

Yontemin Avantajlari

v Ekonomik olarak uygun maliyetle ve minimum adimlarla istenen saflig1 elde etme
hedefi dogrultusunda non-kromatografik yontemlerden birisi olan TPP teknigi,
kiigiik veya biiytik tiretim siireclerinde hedef proteinleri ayristirip saflagtirmak ve
konsantre etmek ic¢in ¢cok daha ucuz ve kolay 6l¢eklenebilir bir yontem olup ayni
zamanda oda sicakliginda g¢alisan ve direkt olarak ham enzim c¢ozeltisi iizerine
uygulanabilir bir islemdir (Sen et al. 2011; Harde et al. 2012).

v" Cogu durumda, TPP ¢esitli enzimlerin aktivitesini artirarak hedef enzimlerin veya
proteinlerin organik ve sulu fazlar arasindaki orta tabakada ¢okelti olarak ¢ikmasina
bagli olarak goriiniir bir sekilde daha yiiksek verimler (>100%) elde edilmesini
saglamaktadir (Dennison & Lovrein, 1997; Singh et al. 2001).

v' Ayrica, TPP ham siispansiyonlardan proteinlerin, enzimlerin ve inhibitorlerin
eszamanlt olarak aynistirilmast ve saflastirilmasi icin kapsamli bir sekilde
degerlendirilmistir (Vidhate & Singhal, 2013; Rawdkuen et al. 2010). Bu nedenle,
TPPmin yeniligi, geleneksel konsantrasyon yontemlerinden daha yliksek
saflagtirmayla proteinleri konsantre etme yeteneginde yatmaktadir (Rajeeva & Lele,
2011).

v' TPP, tersinir sekilde denatiire olmus proteinleri yeniden katlama yetenegine de
sahiptir ve aktif proteinleri karmasik yap1 i¢eriginden ¢ikarabilir. Bu, t-biitanoliin
mikrobiyal hiicrelerden proteinleri segici olarak boyuta dayali olarak ¢ikarabilme
yetenegiyle (Raghava & Gupta, 2009) birlestirildiginde, TPP'nin genetik
mihendislik  caligmalarinda bir ara¢ olarak potansiyel uygulamasini

diistindiirmektedir (Raghava et al. 2008; Sardar et al. 2007).
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v" Buna ek olarak, TPP'nin proteinleri yeniden katlama yetenegi, kesfedilen daha
yilksek 0zglil aktivitenin kismen denatiire olmus proteinlerin yeniden

yapilandirilmasina baglanabilecegini gostermektedir.

Yontemin Dezavantajlar

x  Belirlenen tuz konsantrasyonun enzim aktivitesi lizerinde bir azalmaya sebep
olmamasi i¢in diyaliz islemi ile tuzun ortamdan uzaklastirilmasi gerekir ki bu da
yonteme ek bir basamak eklemektedir.

x  Protein miktarinin az olmasi durumunda TPP sistemi saflastirma i¢in uygun bir
yontem olmayabilir.

x  Bununla birlikte, fazla miktarda t-biitanol kullanimiyla biyomolekiillerin

denatiirasyonu da dezavantajlar1 arasinda sayilabilir.

TPP Cesitleri

Enzimlerin safliin1 ve geri kazanimini artirmak icin TPP siiresinin minimuma
indirilerek ¢esitli varyantlarinin modifiye edildigi yontemler gelistirilmistir. Bu varyantlar
arasinda ultrason destekli TPP, mikrodalga destekli TPP, makroaffiniteli TPP ve iyonik sivi
TPP bulunmaktadir.

1- Ultrason Destekli U¢ Fazh Ayirma (UATPP) Yontemi

Ultrason destekli ti¢ fazli ayirma (UATPP) sistemi, ultrason dalgalarimin kullanimiyla
kiitle transfer direnci azaltilarak daha kisa islem siiresiyle yiiksek saflikta ve yiiksek geri
kazanimla ekstraksiyon saglayan bir yontemdir (Dey & Rathod, 2013; Ketnawa et al. 2017).
UATPP'nin temel prensibi, ultrason dalgalarinin etkisiyle ortamda olusan kiiciik kabarciklarin
cokerek ¢evrelerinde sok dalgalar1 ve mekanik kuvvetler olusturmasidir. Bu etkiyle farkli fazlar
arasinda daha hizl bir kiitle transferi saglanir. Ayrica, diisiik ultrason frekanslar1 kullanilarak
daha verimli bir ekstraksiyon elde edilebilir. Ultrasonik destekli ti¢ fazli ayirma yontemi,
geleneksel yontemlere kiyasla daha etkili ve verimli bir saflastirma potansiyeli tasimaktadir

(Kulkarni & Rathod, 2014; Pakhale & Bhagwat, 2016).
2- Mikrodalga Destekli U¢ Fazli Ayirma (MWTPP) Yéntemi

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, mikrodalga enerjisinin kat1 Orneklerle temas
halindeki polar ¢oziiciileri 1sitmak i¢in kullanilan nispeten yeni bir yontemdir. Coziiciliniin
polaritesi ve sicaklifina bagli olarak, 1sitma sonucunda artan sicaklik ve basing kosullari,
bitki/mikroorganizma hiicrelerinden degerli bilesiklerin salinimini hizlandirir. Bu durum,

istenen bilesiklerin 6rnek ve ¢oziicii arasinda daha hizli bir sekilde boliinmesine olanak saglar,
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bu da ekstraksiyon siiresinin ve ¢6ziicii tiiketiminin azalmasina yol agar (Dahmoune et al. 2015;
Rahath et al. 2013). Yiiksek performans etkinligine bagl olarak, ¢ogunlukla bitkiler iizerinden

saflastirma caligmalarinda siklikla tercih edilen bir yontem haline gelmistir.
3- Makroafinite Ligand-Kolaylastirilmis U¢ Fazh Ayirma (MLFTPP) Yontemi

Geleneksel TPP tekniginden gelistirilen daha ileri bir yontem olan Makroafinite Ligand-
Kolaylastirilmis Ug Fazli Ayirma (MLFTPP) yontemi, proteinlerin saflastiriimasi i¢in ham
ekstraktlarin i¢ine akilli polimerlerin eklenmesini igerir (Sharma & Gupta, 2002). Bu teknik,
ham siispansiyonlarin dogrudan islenmesine olanak saglayan akill1 bir affiniteli makro ligandin
boliinmesi temeline dayanir. Akilli affiniteli makro ligand, amonyum siilfat (NH4)2SOs ve t-
biitanol eklenmesiyle ¢cokerek, t-biitanol zengin list faz ve alttaki sulu faz arasinda bir arayiiz
cokelti olusur. Makro ligand hedef proteine secici olarak baglanirken, affiniteli kompleks bir
arayliz ¢okelti olarak elde edilir. Karisim daha sonra t-biitanol tabakas1 ve tuzlu fazda ¢6ziilmiis
¢okeltinin ayr1 boliimlerine ayrilir. Geri kazanim i¢in ¢okelti ¢ozeltisi eliie edilir (Mondal &
Gupta, 2006; Mondal et al. 2003). Yaygin olarak kullanilan makroaffiniteli ligand tiirleri aljinat
ve ester bilesenleridir (Sharma et al. 2003; Mondal et al. 2003). MLFTPP'deki akill
polimerlerin kullanimi, basit TPP'ye kiyasla daha dogal yapiya, daha yakin konformasyonlara
sahip proteinleri basariyla saflastirmistir. Ayrica, MLFTPP, agregasyona egilimli ve seyreltme
veya kromatografik yontemlerle yeniden katlanamayan proteinlerin yeniden katlanmasinda da
kullanilabilir (Raghava et al. 2008; Gautam et al. 2012). MLFTPP, diisiik isletme maliyetli ve
yiiksek secicilik 6zelliklerinin yani sira kolay 6lgeklenebilir olmasi ve ham ekstraktin herhangi
bir On-temizlik adimini gerektirmemesi gibi 6nemli avantajlari da barindiran bir kismi

saflastirma teknigidir (Sharma et al. 2004).
4- Tyonik Sivi U¢ Fazh Ayirma (ILTPP) Yontemi

Iyonik siv1 ii¢ fazli ayirma (ILTPP), TPP ve ILATPS (iyonik sivi sulu iki fazli
sistem)'nin avantajlarmi birlestirerek etkili bir yontem sunar. Istenilen proteinler ara fazda
birikir ve geri kazanimda ek adimlar gerektirmemektedir. Ancak, pahali iyonik sivinin her
dongii sonrast geri kazanilabilme yetenegi, ekstraksiyon siirecinin verimliligi agisindan
onemlidir (Alvarez-Guerra & Irabien, 2014). ILTPP'de iyonik sivinin geri kazanimi i¢in tuzlu
fazin vakum buharlastirma ile yogunlastirilmasi yontemi kullanilmaktadir. Bu islem oda
sicakliginda gergeklestirilebilir ve iyonik sivi ile proteinin tuzlu fazda bozulmasini engeller. Bu
teknik, neredeyse tiim isletme kosullarinda IL (iyonik likit) ve tuzu %100 geri kazanabilmis ve
reaktif tilketimini azaltmak i¢in ILTPP'de umut verici bir yaklasim olmustur (Alvarez-Guerra
& Irabien, 2015). Sonucta, ekstraksiyon isleminin verimini IL’nin geri kazanilabilirligi ve

yeniden kullanilabilirligi belirlemektedir (Lee et al. 2017).

21



5-Yeni Bir yontem: Manyetik Alan Destekli U¢ Fazh Ayirma (MFTPP)

Enzimlerin kismi saflagtirllmasinda manyetik alan ile desteklenerek modiye edilmis
TPP sistemlerinden bir digeri de yeni bir yontem olarak grubumuz tarafindan gelistirilen
MFTPP olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Aras, 2023). Klasik TPP’de kullanilan amonyum siilfat
doygunlugu, t-biitanol oram1 ve pH kullanilarak olusturulan ham enzim ¢o6zeltisi ¢ozeltesi
manyetik alan giiciine maruz birakilarak faz ayrimi gergeklestirilir. MFTPP’de, manyetik alan
giici, uygulama sliresi ve gorev dongiisii parametreleri optimize edilerek uygulama
gerceklestirilir. 11k kez a-amilazin kismi saflastirilmasinda kullanilmis olan bu yéntemin isleyis
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte yapilan bu ¢alisma sonucunda klasik TPP’ye
oranla ¢ok kisa bir siirede, daha yliksek bir verim ve yliksek saflastirma kat sayisi beraberinde
saflastirma gerceklestirilmistir. Yontemin basarist arkasindaki nedenlerin enzim molekiiliiniin
artan esnekligi, inhibitdrlerin enzim preparatlarindan uzaklastirilmasi, yapisal degisiklikler ve

konformasyonel sikilagma olabilecegi diistiniilmektedir (Aras, 2023).
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KURAMSAL TEMELLER

Enzimler ve proteinler, biyoteknolojik ve endiistriyel uygulamalarda kullaniimadan
once genellikle saflagtirilmasi gereken biyolojik molekiillerdir. Bu siireg, enzimlerin ve
proteinlerin istenen saflikta elde edilerek daha sonrasinda kullanilacaklar1 uygulamalarda etkili
ve gilivenilir bir performans gostermesini saglamaktadir. Hedeflenen protein ve enzimleri
saflastirmanin 6nemi, yiiksek saflikta ve 6zgiil aktiviteye sahip olma gereksiniminde yatar, bu
da dogru karakterizasyon ve giivenilir deneysel sonuclar i¢in onemlidir. Saflastirma ayrica,
hedef protein ve enzimin fonksiyonel ve yapisal analizine miidahale edebilecek istenmeyen
kontaminantlarin (diger proteinler, niikleik asitler, lipidler ve kii¢lik molekiiller gibi) ortamdan
uzaklastirilmasina da olanak tanir (Laxman et al. 2015). Ancak, saflastirma iglemi siireg i¢inde
cesitli zorluklar barindirmaktadir. Bunlar arasinda, biyolojik drneklerin karmasik dogasi ve
benzer 6zelliklere sahip birden fazla protein ve enzimin varligi, hedef protein ve enzimin diisiik
miktarda olusu ve siire¢ boyunca biyolojik aktivitelerinin korunma gerekliligi gibi gesitli
faktorler sayilabilir. Ek olarak, geleneksel saflagtirma yontemlerinin kullanilmasi zaman alici
olup yogun is giicii, pahali kimyasal ve ekipmanlarin kullanilmasimi gerektirmektedir.
Endiistride bir¢ok alanda enzim kullaniminin artmasi ile birlikte enzimlerin daha hizli, etkili ve
verimli bir sekilde saflastirilmasi konusu odak noktas1 haline gelmis olup alternatif olarak yeni

yaklasimlar gelistirmek bilim diinyasinda daha da 6nem kazanmistir (Chew et al. 2019).

Glinlimiize kadar farkli kaynaklardan, farkli yOntemlerle proteaz enziminin
saflastirildigr ve karakterize edildigi bircok calisma yapilmistir. Bununla birlikte, geleneksel
TPP ve 6zellikle TPP’nin modifikasyonu ile gelistirilen farkli tekniklerin biyomolekiillerin
saflastirilmasi i¢in kullanimi diger geleneksel yontemlerle karsilastirildiginda oldukca yenidir
ve yiiksek verim, hiz, diisiik maliyet avantajlariyla uygulamaya ve gelistirilmeye olduk¢a uygun

oldugu literatiirde vurgulanmaktadir.

Moringa oleifera bitkisinin yapraklarindan TPP yontemi ile proteazlarin saflagtirtlip
potansiyel antibakteriyel aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada; TPP parametreleri optimize
edilmis olup pH 7’de, %35 (NH4)2SO4 doygunlugunda ve 1.0:0.75 ham ekstrakt/t-biitanol
oraninda %96,20 verim ve 4.94 oraninda geri kazanimi ile ara yilizeyde hedef proteazlar elde

edilmistir. (Abdoulaye et al. 2023).

Gul et al. (2022) tarafindan yapilan calisma, ananasin ta¢ atigindan bromelainin

arindirilmasi ve geri kazanilmasi i¢cin TPP'nin etkili bir sekilde uygulanmasi konusu, bir ilk
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olmasi bakimindan 6nem arz etmektedir. Elde edilen sonuglara gore, optimize edilmis TPP
kosullar1 altinda, pH 7'de %70 (NH4)2SO4 doygunlugunda ve 1.0:0.5 ham ekstrakt/t-biitanol

oraninda bromelain, %244 verimle 3.4 kata kadar basariyla saflastiriimistir.

Pereira et al. (2022) ¢alismalarinda, ILTPP yontemi kullanilarak baldan proteinlerin
cikarilmast ve saflastirilmasi calisilmis ve bal igerisindeki proteinler yiiksek geri kazanim
verimleriyle (%82,8—97,3) ve saflik seviyeleriyle (%80—90) ara yiizeyde ¢oktiiriilmiistiir.
ILTPP sistemlerinin; proteinlerin, antioksidanlarin ve karbonhidratlarin bal igerisinden tek
adimda ayrilmasina olanak sagladigi ve buna ek olarak tek bir adimda antioksidanlarin ve

karbohidratlarin farkli sivi fazlara ayrildigi da bildirilmistir.

Bagka bir calisma ise ¢evresel etkiyi en aza indirmek ve atik biyokiitleyi degerlendirmek
icin protein agisindan zengin atik biyokiitleden keratinin verimli bir sekilde izole edilmesini
konu edinmistir. Calismada atik hayvan yiinii, insan sa¢1 ve tavuk tiiyli gibi protein agisindan
zengin atik biyokiitlenin tamamen degerlendirilmesi i¢in yeni bir yaklasim gdsterilmistir. Atik
biyokiitle 6ncelikle tetrametilamonyum hidroksit i¢eren bir sulu ¢ozelti i¢inde ¢ozlindiiriilmiis
ve ardindan keratin izole edilmistir. Sonugcta, atik hayvan yiinii, insan sag1 ve tavuk tiiyiinden
sirasiyla yaklasik olarak %19-20, %35-37 ve %69-74 oraninda ham keratin izole edilmistir.
Keratin izolasyonu sonrasi elde edilen solvent, toprak ve camur mikroorganizmalariyla uyumlu
oldugu i¢in yesil mercimek (Vigna radiata) tohum uygulamasinda kullanilmigtir. Uygulama
sonrast bitkilerin boyunda (%4-12) ve agirliginda (%9-58) onemli bir artis gozlemlenmistir
(Maity et al. 2022).

Clerici et al. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, tity unu (FM), tatli peynir alt1 suyu
(LW), liyofilize peynir alt1 suyu (WL) ve kasava kiispesi (CB) gibi tarimsal-endiistriyel yan
trtinler substrat olarak kullanilarak bakteriyal proteaz iiretilmis ve antioksidan hidrolizat
tiretimi i¢in kullanimi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, FM (30 g/L), degerli {irlinler
elde etmek icin protein agisindan zengin ve ekonomik biyokiitle olarak kullanilabilir oldugu ve
LW veya CB (5 ve 10 g/L)'nin eklenmesi sonucu proteaz aktivitesinin arttig1 gézlemlenmistir.
Kiiltir ortamlarindaki FM konsantrasyonlarmin artmasiyla (40 g/L'ye kadar) protein
hidrolizatlarinda artig goriilmiis; ancak FM ortammin WL veya CB ile desteklenmesinin
hidrolizatlarin antioksidan aktiviteleri tlizerinde belirgin etkileri (olumlu veya olumsuz)
gozlenmemis olup, FM art1 LW kullanimi proteaz iiretimini azaltirken, kiiltiir siipernatantindaki

antioksidan aktivitelerin artigin1 geciktirdigi de bildirilmistir.

Bir baska c¢alismada, Carica papaya bitkisinden Lateks papain maddesinin
saflagtirilmasi, optimize edilmis TPP kosullar1 altinda (%40 (NH4)2SO4, ham ekstrakt/t-BuOH
orani 1.0:0.75, pH 6 ve 25°C) gergeklestirilmistir. Sonugta, sulu fazda lateks-papaini 11,45 kat
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saflastirma orant ve %134 geri kazanim ile elde edilmis olup siit pihtilagtirmada ve et

yumusatma uygulamalarinda umut verici sonuglari bildirilmistir (Hafid et al. 2020).

Salvi et al. (2020) calismalarinda, TPP metodu ilk kez soya fasulyesi (Glycine
max)'nden ¢dziiniir epoksit hidrolazin saflastirilmasi ve konsantre edilmesi i¢in kullanilmasi
sonucu, epoksit hidrolazin ¢okelti olarak ara fazda toplandigim1 gozlemlemislerdir. TPP’de,
organik ¢oziicii olarak dimetil karbonat ve tuz olarak amonyum siilfat kullanilmis, ayrica
epoksit hidrolaz mikrodalga destekli TPP (MWTPP) teknigi kullanilarak kismi olarak
saflagtirilmis ve bu iki yontem karsilagtirilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda (%40
amonyum stlfat doygunlugu, 1.0:1.5 (ham ekstrakt/solvent orani, 45°C), TPP'den elde edilen
geri kazanim ve saflastirma kat sayis1 sirasiyla %121,2 + 1,6 ve 2,14 £ 0,03 olarak bulunmustur.
Ayni kosullar altinda, mikrodalga 1sinlama altinda calistirilan sistem ile inkiibasyon stiresi 1
saat yerine 20 W mikrodalga giicii ve %50 gorev dongiisii ile 8 dakikaya indirilerek geri
kazanim %142,6 + 1,9 ve saflastirma kat sayis1 2,38 + 0,02 olarak elde edilmistir. Sonugta,
mikrodalga destekli TPP kullanimiyla geri kazanimin %1,17 kat arttirildignt ve MWTPP’in
yiikksek verim ve saflikla enzim ve proteinlerin ekstraksiyonu igin basit bir yontem oldugu

gosterilmistir.

Bir bagka ¢alismada, Bacillus sp. ICTF2 susundan endiistriyel olarak 6nemli bir alkalin
proteazin diisiik maliyetle saflastirilmasi i¢in optimize edilmis TPP teknigi kullanilarak %147,9
verim ve 12 kat saflikla kismi olarak saflagtirilmasi gerceklestirilmistir. Saflagtirilan enzim,
40°C'de, 2 saat inkiibasyondan sonra bile %96 aktivitesini korumus olup, bunun yaninda ticari
deterjanlarla son derece uyumlu ve stabil bir sekilde ¢aligmakta oldugu ve tiim deterjanlarin

varliginda %75 oraninda aktivitesini korudugu rapor edilmistir (Kaur et al. 2019).

Chew et al. (2019), mikrodalga destekli ii¢ fazli ayirma teknigini (MWTPP) kullanarak
mikroalglerden (Chlorella vulgaris) proteinlerin ekstraksiyonunu gerceklestirmislerdir.
Amonyum siilfat konsantrasyonu (%30 w/w), karisim/¢oziicii oran1 (1.0:1.0), mikrodalga
1stmm - stiresi (120 saniye), gorev dongiisii (%80), mikrodalga giicii (100 W) ve mikroalg
biyokiitlesi konsantrasyonu (%0,5 w/w) gibi MWTPP i¢in optimize edilmis kosullar altinda
elde edilen verilere gore protein veriminin geleneksel TPP islemine gore yaklasik 2,54 kat
arttigi ve verimin %?24,9'dan %63,2'ye ¢iktig1 bildirismistir. Ek olarak, mikrodalga
entegrasyonunun, mikroalglerin hiicre parcalanmasina biiyiik katkida bulunarak degerli protein
ve diger biyomolekiillerin salinimini sagladigi, hizli bir sekilde ekstraksiyon ve saflagtirma

gerceklestirmede yiiksek potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.

Bagka bir aragtirmada, Wrightia tinctoria R. Br. bitkisinden siit pithtilagsma proteazlarinin

(IP) saflastirilmasi ¢alisilmistir. Yontem olarak TPP kullanilarak IP, %60 amonyum siilfat ve
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1.0:1.0 ham ekstrakt/t-biitanol oraninda ara yiizey fazinda elde edilmistir. Elde edilen proteazin
karakterizasyon c¢alismalari sonucunda IP fraksiyonu, peynir yapimi i¢in uygun siit pthtilagma
aktivitesi olusturmus ve bu g¢alisma, W. tinctoria proteazlarinin peynir yapma potansiyeline
sahip olarak siit pihtilasmasinda kullanilabilirligini raporlayan ilk ¢alisma olarak literatiirde yer

almistir (Rajagopalan & Sukumaran, 2018).

Gagaoua et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, Akdeniz F. carica lateksinden
ficin'in saflagtirilmasi ve geri kazanilmasi i¢in TPP yontemi etkili bir sekilde uygulanmistir.
Sonucta ficin enzimi, 6,04 kat saflastirilmis ve %167 verimle elde edilmistir. Bu teknik
kullanilarak, enzim konvansiyonel yontemlerde kullanilan farkli kromatografik adimlardan
kaynaklanan otolizden korunmakla birlikte, TPP’nin hizli, basit, 6l¢eklenebilir ve ekonomik bir

yontem oldugu vurgulanmistir.

Baska bir ¢alismada ise, atik patates kabuklarindan polifenol oksidaz enziminin (PPO)
ultrason destekli li¢ fazli ayirma (UATPP) yontemi ile elde edildigi gosterilmistir. Caligma
sonucunda, optimize edilmis UATPP’nin, geleneksel TPP sistemine kiyasla daha yiiksek bir
saflagtirma orani olan 19,7 ve %98,3 verimle elde edildigi bildirilmistir. UATTP'de, dongii
sayisi, siire, frekans, glic ve pH gibi parametrelerin optimizasyonunun PPO enziminin
saflastirilmasinda biiyiik etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Boylece, geleneksel TPP'ye gore
artan saflagtirma orani ve geri kazanim saglanmis ve islem siiresinin 40 dakikadan 5 dakikaya

kadar indirgendigi de sonuglar arasinda belirtilmistir (Niphadkar & Rathod, 2015).

Yine ultrason destekli {i¢ fazli ayirma yontemi kullanilarak basarili sonuglar elde edilen
baska bir ¢aligmada, S. marcescens NRRL B23112'den serratiopeptidazin saflastirilmast
calisilmistir. UATPP i¢in optimal kosullar altinda (amonyum siilfat konsantrasyonu (%30 w/v),
ham enzim ¢dzeltisi:t-biitanol oran1 (1.0:1.0), pH 7, ultrason yogunlugu 0.05 W/cm?, ultrason
frekans1 25 kHz, siire 5 dakika ve ¢aligma dongiisii %20) geleneksel TPP'ye kiyasla, geri
kazanim oraninin %83'ten %96'ya yiikseldigi, islem siiresinin 60 dakikadan 5 dakikaya diistiigi
gosterilmistir (Pakhale & Bhagwat, 2016).

Ketnawa et al. (2014) ¢alismalarinda, balik i¢ organlarindan alkalin proteazlarin TPP
yontemi ile saflastirilmasi ve biyokimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica protein
hidroliz modelleri de incelenmistir. Optimize kosullar altinda (sodyum sitrat (%50 w/v),
karigim/organik ¢oziicii 1.0:0.5 (v/v) oraninda, pH 8 ve 25°C inkiibasyon sicakliginda) TPP
islemi yapildiginda maksimum %220 verimle 6 kat saflastirma elde edilmistir. Elde edilen
enzimin, ticari tripsinle karsilastirildiginda protein hidrolizatlar iiretiminde yiiksek etkinlige

sahip oldugu gosterilmistir.
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Fischer et al. (2013) tarafindan gergeklestirilen galismada, proteinlerin saflastiriimasini
hedefleyen yeni bir teknik sunulmustur. Bu yeni teknik, manyetik nanopartikiillerin kullanildig:
ve ve 25°C sicaklikta faz ayriminin gergeklestirildigi sulu ikili fazli bir sistemdir. Arastirmacilar
tarafindan, bu sistemde farkli boyutlardaki nanopartikiiller kulanilarak yiiksek verim elde
edilebilecegi gosterilmistir. Calismada, Escherichia coli periplazmasinda bulunan A33 Fab adli
bir antikor parcasinin manyetik ekstraksiyon yontemiyle saflastirilmasi gerceklestirilmis ve
sonucta, A33 Fab'in neredeyse %70'i, manyetik pargacik icermeyen alt faz eluatinda %98'in
tizerinde saflikta ve 2 kat konsantre formda geri kazanildigi bunun da 6,3 kat saflastirma

faktoriine karsilik geldigini bildirmislerdir.

Tezin Amaci

Gida tiretim zincirleri tarafindan muazzam miktarlarda iiretilen atiklar, ekonomik ve
cevresel acidan hala 6nemli bir sorun teskil etmektedir. Ancak onlarin kullanimimi ve
degerlendirilmesini amaclayan teknolojik yaklasimlar bu senaryoyu degistirmektedir. Gida
atiklarini farkli tirtinlere doniistiirmede kullanilan stratejilerden birisi de mikrobiyal siireglerdir.
Bu prosesler ile atiklardan biyoyakitlar, biyopolimerler, biyosiirfaktanlar ve enzimler gibi
degerli tirlinler elde edilebilmektedir. Endiistride ve biyoteknolojideki potansiyel kullanimiyla
biiyiik bir 6neme sahip olan proteolitik enzimlerin {iretimi de, ¢ogu enzimde oldugu gibi
listesinden  gelinmesi gereken bazi dezavantajlart  barindirmaktadir. En  6nemli
dezavantajlarindan birisi de enzimin biiyiik 6lgekli tiretiminde yiiksek maliyet ve diisiik verim
gibi karsilagilan problemlerdir. Yaygin olarak bulunan diisiik maliyetli gida atiklar1 ve yan
tiriinlerinin mikrobiyal kiiltivasyon i¢in substrat olarak kullanimi, mikrobiyal proteazlar elde
etmek i¢in giinlimiizde aragtirmalarin odak noktasi olmustur. Bu konudaki aragtirmalar da,

upstream proseslerin temel bir parcasini olusturmaktadir.

Enzim iretiminde asilmasi gereken problemlerden bir digeri de iretilen enzimlerin
uygun yontemlerle ayristirilmasi ve saflastirilmasidir. Biyomolekiillerin izolasyonu ve
saflagtirilmasi, biyoteknolojik siireclerin  verimliligini  belirleyen kritik asamalardir.
Downstream prosesler, toplam iiretim maliyetlerinin %70'inden fazlasini olusturmaktadir ve
geleneksel protein saflastirma teknikleri (ultrafiltrasyon, iyon degisim kromatografisi, afinite
kromatografisi veya amonyum siilfat ¢oktiirmesi, membran ayirma gibi) zaman alic1 ve maliyeti
yiiksek yontemler olmakla birlikte cok basamakli olarak gergeklesen bu teknikler hedef iirtinde
onemli kayiplar meydana getirebilmektedir. Sonugta, enzimlerin ve proteinlerin biiyiik dlgekli
saflagtirllmasin1  gergeklestirebilmek i¢in etkili downstream proses yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Giintimiizde, geleneksel kromotografik tekniklere alternatif olarak ham

ekstraktta direkt uygulanabilen, hizli, yiiksek verimli ve maliyeti diisiik TPP gibi non-
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kromotografik yontemlerin kullanimi popiiler hale gelmistir. Bununla birlikte, enzimlerin
ekstraksiyon verimini ve saflagtirma oranini artirmak amaciyla modifiye edilmis TPP
varyantlar1 da (ultrason destekli TPP, mikrodalga destekli TPP, makro afinite ligand-
kolaylastirilmis TPP ve iyonik likit TPP gibi) halihazirda kullanilmakta ve gelistirilmektedir.
Bu gibi modifiye edilmis yontemlerin uygulama sonuglarinin umut verici oldugu literatiirde
vurgulanmakta olup daha fazla biyomolekiil 6rneginin ayrimi ve saflastirilmasi konusunda TPP

sisteminin islem giiciinii artiracagi da dngoriilmektedir.

Bu tez calismasinda, ilk olarak Nevsehir-Kozakli kaplicasi sicak su kaynagindan alinan
orneklerden izolasyonu ve identifikasyonu 6nceden yapilmis olan termofilik B. licheniformis
SO7 bakterisi kullanilarak bazi1 gida atiklarindan alkalin proteaz enziminin iiretiminin
gerceklestirilmesi, tretilen alkalin proteazin klasik TPP yontemi ve TPP’nin yeni bir
modifikasyonu olan manyetik alan destekli TPP (MFTPP) ile ilk kez bu ¢alismada kismi olarak
saflastirilmasi, biyokimyasal karakterizasyonu ve saflastirilan alkalin proteazin biyoteknolojik

uygulanabilirliginin arastirilmasit hedeflenmistir.
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MATERYAL VE METOD

Materyal
Kullanilan organizma

Bu tez c¢aligmast kapsaminda kullanilan mikroorganizmalar, Prof. Dr. Melda
SISECIOGLU danismanliginda Sultan OLMEZ’ in hazirlamis oldugu Yiiksek Lisans tezinde,
izolasyonu ve karakterizasyonu gerceklestirilmis olan bakteriler arasindan secilmistir (Olmez,

2017).

Tez ¢calismasinda kullanilan arac-gerec ve cihazlar

Tez galismasinda kullanilan arag-gere¢ ve cihazlar asagida Tablo 4’ te gosterilmistir.

Tablo 4. Tez Calismasinda Kullanilan Arag-Gereg ve Cihazlar / Marka-Model

Arac-Gerec ve Cihazlar Marka-Model

Agaroz Jel Elektroforez Cihazi Thermo EC

Buzdolabi (+4/-20°C) Vestel

Calkalamal Inkiibator Zhicheng

Ceker ocak TUV-SUD

Dondurucu (-86°C) Glacier Ultralow Freezer
Etiiv Redline by-BINDER
Falkon Tiipler Eppendorf

Hassas Terazi Ohaus Pioneer

Is1 Blogu Lab-Line

Isitmah Manyetik Karistiric Heidolph

Jel Goriintilleme Cihaz Quantum Vilber Courma
Kar Makinesi Angelantoni

Kuvarz Kiivetler Merck

Mini Santrifiij

Manyetik Hipertermi

Otoklav

Mikropipet Takim

Parafilm

pH Metre

Saf Su Cihazi

Santrifiij Cihaz

SDS-PAGE Elektroforez Cihazi
Steril Kabin

Hangzhou Allheng

MSI Automation Hyper-5

Hmc Hiramaya

Thermo Scientific ve Eppendorf
Isolab

Mettler Toledo FiveEasy Plus
Mp Minipure

Hettich Zentrifugen Mikro
Bio-rad

Telstar Bio-II-A
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Tez cahismasinda kullanilan kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve markalar1 asagida Tablo 5’ te gosterilmistir.

Tablo 5. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallar / Markalari

Kimyasallar Marka
Amonyum siilfat Sigma
Coomassie Brillant Blue G-250 Fluka
3, 4 Dikloroizokumarin Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Distile su Thermo
Etil Alkol Sigma
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma
Fosforik Asit Sigma
Gliserol Sigma
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma
Indol-3-asetik asit (I1AA) Sigma
izopropanol Sigma
Kalsiyum Kloriir (CaCl2) Sigma
Lizozim Sigma
Magnezyum Kloriir (MgCI,) Invitrogen
N,N,N*“,N*“-Tetrametilendiamin (TEMED) Sigma
Sodyum Fosfat Sigma
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma
t-biitanol Ensure
Tris (hidroksimetil) aminometan Sigma
TSA Lab M
LB Broth Sigma

Tez Caliymasinda Kullanilan Besiyerleri

Tryptone Soy Agar (TSA): 3 g TSA tartilarak, 100 mL didistile su igerisinde ¢oziildi
ve 1 atm basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

Tryptone Soy Broth (TSB): 3 g TSB tartilarak, 100 mL didistile su igerisinde ¢ozitildii
ve 1 atm basing altinda 121°C’de 15 dk otoklavlandi.

Luria Bertani (LB Broth): 2 g LB Broth tartilarak, 100 mL didistile su igerisinde
¢oziildi ve 1 atm basing altinda 121°C’de 15 dk otoklavland.
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Proteaz Kati Besiyeri: 0,05 g/L MgSO47H-0, 0,5 g/L KCI, 1 g/L KoHPO4, 30 g/L TSA
tartilarak 500 mL didistile su igerisinde ¢6ziildii ve 15 dakika otoklavlandi (121°C). Skim Milk
Powder ayri olarak, 48 g/L tartilip, 500 mL distile su igerisine eklendi ve manyetik karistiricida
¢Ozdiriildii. 1 atm basing altinda 121°C’de 5 dk otoklavlanarak hazirlandi ve steril SMP

¢Ozeltisi kuru hava sterilizatoriinde steril agar besiyerine eklenerek petrilere dokiildii.

Gida Atiklarindan Olusturulan Sivi Uretim Besiyerleri: Konserve atik, evsel atik ve
stit Urlinleri atig1 olmak iizere segilen 3 gruptan olusan atik gidalar, ticari Luria Bertani (LB
Broth) siv1 besiyeri ile kombine olarak kullanildi. Daha sonra 3 grup iginden en iyi sonug veren
ornekler secilerek LB Broth ile kombineli ve higbir kimyasal eklenmeden yalniz atik formunda
kullanildigr ¢esitli s1vi liretim besiyerleri hazirlandi. Besiyeri 6rnekleri (pH 7,5) 1 atm basing
altinda 121°C’de otoklavlandi. Gida atiklar1 ile olusturulan siv1 iiretim besiyerlerinin hazirlanigi

asagida Tablo 6’ da gosterilmistir.

Tablo 6. LB Broth Kombinasyonlu Atik Gida (ticari konserve ve evsel atik) Sivi Uretim
Besiyerlerinin Hazirlanigi

Ticari
éonserve Hazirlamsi Evsel Gida  Hazirlamsi Siit Uriinleri Hazirlamsi
1da Atiklar

Atiklart Evsel Atiklar:
90 mL 90 mL 90 mL yogurt
barbunya alt1 barbunya alt1 alt1 suyuna 2 g
suyuna 2 g suyuna2g LB LB Broth

Slillrzl: Ve LBBroth Sli‘lrz‘: e Broth ] tartilarak

y tartilarak y tartilarak Yogurt alti eklendi. 7,5

eklendi. 7,5 eklendi. 7,5 suyu pH’da 6rnek ile
pH’da 6rnek pH’da 6rnek son hacim 100
ile son hacim ile son hacim mL’ye
100 mL’ye 100 mL’ye tamamland.
tamamlandi. tamamland.
90 mL 90 mL bezelye 90 mL peynir
bezelye alti alt1 suyuna 2 g alt1 suyuna 2 g
suyuna 2 g LB Broth LB Broth

Elilzillileu LB Broth SBuezslye alt tartilarak . tartilarak

YU tartilarak y eklendi. 75~ Peynir alt eklendi. 7,5

eklendi. 7,5 pH’da 6rnek ~ Suyu pH’da 6rnek ile
pH’da 6rnek ile son hacim son hacim 100
ile son hacim 100 mL’ye mL’ye
100 mL’ye tamamlandi. tamamland.
tamamland.
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Tablo 6. (devami)

90 mL fasulye 90 mL fasulye 90 mL yagh
alt1 suyuna 2 altt suyuna 2 g peynir alt1
g LB Broth LB Broth - . suyuna 2 g LB
Eﬁfl;:l);eu tartllargk 55;313’8 alt tartllargk ;(létllg:luly’synll‘ Broth t_artllarak
eklendi. 7,5 eklendi. 7,5 eklendi. 7,5
pH’da 6rnek pH’da 6rnek pH’da 6rnek ile
ile son hacim ile son hacim son hacim 100
100 mL’ye 100 mL’ye mL’ye
tamamlandi. tamamlandi. tamamlandi.
90 mL musir 90 mL musir 90 mL yagh
altt suyuna 2 altt suyuna 2 g peynir alti
g LB Broth LB Broth < . suyuna2 g LB
x;sar alt tartilarak ?:;/s:]r alt tartilarak ;{l?lg:il;elymr Broth tartilarak
eklendi. 7,5 eklendi. 7,5 eklendi. 7,5
pH’da 6rnek pH’da 6rnek pH’da ornek ile
ile son hacim ile son hacim son hacim 100
100 mL’ye 100 mL’ye mL’ye
tamamlandi. tamamlandi. tamamlandi.
90 mL nohut 90 mL nohut 90 mL peynir
alt1 suyuna 2 alt1 suyuna 2 g alt1 suyuna 2 g
g LB Broth LB Broth LB Broth
g;;/laut alt tartilarak g:;lrjut pla tartilarak ;?zﬁit:;t?amls tartilarak
eklendi. 7,5 eklendi. 7,5 suyu eklendi 7,5
pH’da 6rnek pH’da 6rnek pH’da 6rnek ile
ile son hacim ile son hacim son hacim 100
100 mL’ye 100 mL’ye mL’ye
tamamlandi. tamamlandi. tamamlandi.
90 mL 90 mL yesil
garnitiir alti mercimek alti
Garnitiir suyuna 2 g Yesil suyuna2 g LB
alt1 suyu LB Broth mercimek Broth
tartilarak alta suvu tartilarak
eklendi. 7,5 y eklendi. 7,5
pH’da 6rnek pH’da 6rnek
ile son hacim ile son hacim
100 mL’ye 100 mL’ye
tamamlandi. tamamlandi.
90 mL bamya 90 mL bulgur
alt1 suyuna 2 alt1 suyuna 2 g
g LB Broth LB Broth
Sl?lr:f;u tartllargk ?ul;/lﬁur alt tartllarfik
eklendi. 7,5 eklendi. 7,5
pH’da 6rnek pH’da 6rnek
ile son hacim ile son hacim
100 mL’ye 100 mL’ye
tamamlandi. tamamlandi.
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Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Tris — HCI Tampon Cozeltisi (100 mM pH 8,5): 1,21 g Tris, 90 mL didistile su
igerisinde ¢oziildii. pH 8,5 olacak sekilde 10 M HCl damla damla eklendi. Son hacim 100 mL

olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

Kazein Cozeltisi (%0,65 w/v): 0,65 g kazein tartilarak, 90 mL Tris-HCI tampon
¢ozeltisine (100 mM, pH 8,5) eklendi. Isitmali manyetik karistiricida diisiik 1sida (30-50°C),
kazein tam olarak ¢oziinene kadar karistirildi. pH dengesi korunarak damla damla HCI ve

NaOH eklenerek son pH 8,5 ve son hacim 100 mL olacak sekilde tamamlandi.

Triklorik Asit (TCA) Cozeltisi (110 mM): 1,79 g TCA tartilarak, 100 mL distile su
icerisine ¢oOziildii.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (0.5 M Na2COs3): 5,29 g Na2COs tartilarak, 100 mL distile
su i¢erisinde ¢oziildii.

Folin-Ciocalteau (Folin Reaktifi 0,5 M): 12,5 mL Folin reaktifi tizerine son hacim 50

mL olacak sekilde distile su ilave edildi.

Protein Tayininde Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

Bradford Cozeltisi: 0,1 g Coomassie Brillant Blue G-250 tartilarak, 50 mL %95°lik
EtOH igerisinde ¢oziildii ve lizerine fosforik asitten (%95°lik) 100 mL ilave edildi. Cozeltinin
son hacmi 1000 mL olacak sekilde distile su ile tamamlandi ve kullanilincaya kadar oda

sicakliginda karanlik ortamda muhafaza edildi.

Standart Serum Albumin Coézeltisi (1 mg/mL): Standart serum albiiminden 1 mg

tartilip, 1 mL distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

SDS-PAGE Analizinde Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

Tris-HCI (1 M, pH 8,8): 27,23 g Tris, tartilarak, 90 mL distile su igerisinde ¢ozildi,
10 M HCl ile pH 8,8’e ayarlandi. Son hacim 100 mL olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

Tris-HCI (1 M, pH 6,8): 6 g Tris tartilarak, 90 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve 10
M HCl ile pH 6,8 e ayarlandi. Son hacim 100 mL olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

%30’luk Akrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi: 6 g akrilamid ve 0,16 g bisakrilamid

tartilarak, 13,84 mL distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

%10’luk SDS Cozeltisi: 4,5 mL saf su icerisinde 1 g SDS ¢06ziildii. Son hacim 10 mL

olacak sekilde distile su ile tamamlanda.
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%10’luk PER Cozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak, 4,5 mL distile su igerisinde

¢oziildii ve son hacim 10 mL olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

Numune Tamponu: 1 mL gliserin, 1 mL SDS (%10), 0,65 mL Tris-HCI (1M, pH 8,8),
0,03 mL %]1’lik brom timol mavisi iizerine distile su eklenerek son hacim 10 mL’ye
tamamlandi. Kullanimdan hemen 6nce, hazirlanan tampon tizerine 500 pl B-merkaptoetanol

eklendi.

Yiiriitme Tamponu (10X SDS-PAGE): 14,4 g glisin, 3 g Tris ve 10 mL %10’luk SDS

karistirilarak son hacim distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Ayirma Jeli: 4,4 mL akrilamid (%30) - bisakrilamid (%0,8), 0,2 mL SDS (%10’1uk), 5
mL Tris-HC1 (1 M, pH 8.8), 0,13 mL TEMED (%5°lik), 0,1 mL PER (%1,5°lik) 3,15 mL distile
su ile hazirlandi.

Yigma Jeli: 0,44 mL akrilamid (%30) - bisakrilamid (%0,8), 0,03 mL SDS (%10’luk),
0,41 mL Tris-HCI (1 M, pH 6,8), 0,03 mL TEMED (%5°1ik), 0,1 mL PER (%1,5°lik) 2,450 mL

distile su ile hazirlandi.

Giimiis Boyama Icin Kullanilan Cozeltiler
Tespit Cozeltisi: 30 mL etanol (%90°lik), 10 mL asetik asit ve 60 mL distile su ve

karigtirilarak hazirlandu.

Rediiksiyon Cozeltisi: 4,8 g sodyum asetat tartilarak 45 mL etanol ve 80 mL distile su
ile karistirildi. CH3COOH ile pH 6°ya ayarlandi. Uzerine 150 mg sodyum tiyosiilfat ve 3 mL

gluteraldehit eklenerek hazirlandi.

Giimiis Nitrat Cozeltisi: 150 mg AgNOs3 ve 3 ul formaldehit 150 mL saf su ile

karistirilarak boyamadan hemen 6nce hazirlandi.

Yikama 1 Cozeltisi: 3,75 g Na.COs ve 120 pl formaldehit 270 mL saf su ile

karistirilarak hazirlandi.

Yikama 2 Cozeltisi: 1 mL gliserin ve 12,5 mL asetik asit karistirilarak son hacim distile

su ile 250 mL’ye tamamlanda.

Karakterizasyon Calismalarinda Kullamlan Tampon ve Metal iyon Cozeltileri

Glisin-NaOH Tamponu (0,1 M): 0,75 g glisin tartilarak, 90 mL distile suda ¢6ziildii.
Daha sonra istenilen pH degerine (HC1 ve NaOH ile) ayarlandi. Son hacim distile su ile 100

mL’ye tamamlandi.
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Tris-HCI Tamponu (0,1 M): 1,21 g Tris tartilarak, 90 mL distile su igerisinde ¢oziildii.

Istenilen pH degeri ayarlandiktan sonra Son hacim distile su ile 100 mL’ye tamamlanda.

Sodyum Fosfat Tamponu (10 mM): 1,15 g sodyum fosfat tartilarak, 90 mL distile su
icerisinde ¢oziildii. Istenilen pH degeri ayarlandiktan sonra Son hacim distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi

CaCl2 (10 mM); 0,0147 g CaCly tartilarak, 10 mL Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)

tamponunda ¢ozildi.

FeSO4 (10 mM); 0,0278 g FeSO4.7H20 tartilarak, 10 mL Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)

tamponunda ¢oziildii.

KCI (10 mM); 0,0075 gr KCl tartilarak, 10 mL Tris-HCI (100 mM, pH 8,5) tamponunda
¢Ozildii.

MgCl2 (10 mM); 0,0203 g MgCl2.6H,0 tartilarak, 10 mL Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)

tamponunda ¢oziildii.

MnCl2 (10 mM); 0,0162 g MnCl,.2H20 tartilarak, 10 mL Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)

tamponunda ¢oziildii.

NiCl> (10 mM); 0,0238 g NiCl2.6H,0 tartilarak, 10 mL Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)

tamponunda ¢oziildii.

ZnCl2 (10 mM); 0,0136 g ZnCl; tartilarak, 10 mL Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)

tamponunda ¢oziildii.
Diyaliz Islemi I¢in Kullanilan Tampon

Sodyum Fosfat (pH 8): 2,4 g sodyum fosfat tartilarak 900 mL distile su iginde ¢oziildii.

pH 8’e ayarlanarak son hacim 1000 mL olacak sekilde distile su ile tamamlandi.

Yontem
Proteaz iireten bakteri izolatlarinin kat1 besiyerinde belirlenmesi ve se¢cimi

Daha once izolasyon ve identifikasyonu yapilmis olan termofilik B. licheniformis
bakteri suslarinin TSA kat1 besiyeri ortamina ¢izgi ekimi yapilarak, ekilen petriler 55°C etiivde
24 saat inkiibe edildi. Elde edilen saf kolloniler steril 6ze yardimu ile toplanip, Skim Milk agar
besiyeri ortamina ¢izgi ekim teknigi ile tekrar ekildi. 55°C etiivde 24-48 saat siireyle inkiibe
edildikten sonra bakteri izolatlar1 tarafindan tretilen proteazin petride olusturdugu zon

goriintiileri incelendi. Her bir petrideki koloni ¢evresinde olusan zon ¢aplar1 6l¢iilerek en iyi
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proteaz lireten bakteri susu belirlendi ve tez calismasi boyunca yapilan tiim calismalarda

kullanildi.

Sivi besiyerine bakteri inokiilasyonu

TSA kat1 besiyerine B. licheniformis SO7 susu ekimi yapildi ve 55°C etiivde 24 saat
inkiibasyona birakildi. Elde edilen saf kolonilerden biri segilerek TSB siv1 besiyerine steril 6ze
yardimi ile alindi ve 55°C calkamali inkiibasyonda 24 saat boyunca inkiibe edildi. Siire sonunda
bliylimiis ve ¢ogalmis olan bakterilerin hiicre yogunlugunu belirlemek i¢in spektrofomotrede
(600 nm) dl¢iimii yapildi. Olgiilen deger, 1/0D hesabina gére hesaplandi ve 100 mL iiretim

besiyerine inokiike edildi.

Atik gida siv1 iiretim besiyeri kullanilarak proteaz iiretimi

Protein igerikleri nispi olarak bilinen ¢esitli gidalarin alt sulari, mikrobiyal alkali proteaz
tiretimi amaciyla bakteri siv1 tiretim besiyeri olarak kullanildi. Siit {irlinii, konserve ve evsel atik
olmak tizere 3 grup i¢in ayr1 ayri denemeler yapildi. Ticari olarak satin alinan konserve gidalari
arasindan; bamya, barbunya, bezelye, fasulye, garnitiir, misir ve nohut alt sular1 se¢ildi. Evsel
olarak tiretilmis olan yogurt ve peynir alt1 siit liriinlerinin yan1 sira; barbunya, bezelye, bulgur,
fasulye, misir, nohut, yesil mercimek gibi gida alt su 6rnekleri segildi. Her bir atik 6rnegi 2 g
ticari LB Broth ile kombinasyonlu olarak hazirlandi ve kontrol besiyeri olarak LB Broth sivi

yeri kullanildi.

Bakteri inokiilasyonu sonrasinda 7 giin boyunca her bir 6rnek igin bakteri hiicre
yogunlugu (OD) o6lciildii ve aktivite tayini yapildi. Aktivite tayini sonucunda her bir grup
icerisinden en yiiksek aktivite gosteren besiyeri ornekleri secildi. Bu besiyeri 6rnekleri, proteaz
iretme potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla tekrar ticari LB Broth ile kombinasyonlu
sekilde ve LB Broth olmaksizin sade sekilde hazirlandi. 7 giin siiresince hiicre yogunluklar1 ve
aktivite tayinleri yapildi. En iyi sonucu veren iiretim besiyeri i¢in optimizasyon ¢alismalar1 (pH,
sicaklik, stire) yapilarak tez ¢aligmasi boyunca sivi iiretim besiyeri olarak kullanildi. Ayrica,
elde edilen veriler dogrultusunda, en iyi s1v1 iiretim besiyeri belirlendikten sonra bu gida atig1
liyofilize edilerek, liyofilize tiriniin ~ proteaz iretimi iizerindeki etkileri incelendi.
Liyofilizasyon islemi, Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji ve Arastirma Merkezi’nde

(DAYTAM) yapildi.

Response Surface Methodology (RSM) ile enzim iiretimi istatistiksel
optimizasyonu

Bu calismada, Box-Behnken deneysel tasarim yontemi (BBD) proteaz iretimi {izerine

bazi fermantasyon parametrelerinin etkisinin belirlenmesi ve maksimum proteaz aktivitesi ve
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spesifik aktivitesi saglayan parametrelerinin kombinasyonun belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
BBD ile 3 farkli faktoriin -1, O ve +1 seviyelerinde yanit yiizey tasarimi olusturulmus ve
arastirilan her bir faktoriin seviyeleri ve kodlanmis degerleri Tablo 7’de verilmistir. Proteaz
iiretimi i¢in 6nemli fermantasyon parametlerinden olan baslangi¢ pH, inkiibasyon sicakligi, ve
inkiibasyon siiresi bagimsiz degiskenler olarak belirlenirken proteaz aktivitesi bagimli
degiskendir. Bu tasarima gore, deneysel tasarim yonteminde toplam 29 deney olusturulmus ve
tekrarlanabilirligini test etmek i¢in merkez noktasi bes kez tekrarlanmistir. Tiim deneyler ii¢
tekerriir halinde gerceklestirilmis. Deneysel tasarimin gergeklestirilmesi, katsayilarin

belirlenmesi, veri analizi ve grafiklerin ¢izilmesi i¢in minitab deneme siirtimii kullanilmastir.
Modele ait esitlik asagidaki gibidir:
Y =-p0+ BlA + 2B + B3C -B11A2 - B22B2 -B33C2 -f12AB + B13AC- f23BC

Esitlikte Y tahmin edilen yanit yiizey fonksiyonu (aktivite), B O biitiin bagimsiz
degiskenlerin etkilerinin sifir olmasi durumunda Y’nin aldigr degeri, A, B v C bagimsiz

degiskenleri gostermektedir;

Tablo 7. Box-Behnken Tasarim Ile Test Edilen Faktérlerin Diizeyleri (Besiyeri Optimizasyon)

Sembol Bagimsiz degiskenler Unit Derecelerin kodlanmamis degerleri
-1 0 1

A pH 6 7,5 9

B Inkiibasyon sicaklig1 °C 45 55 65

C Inkiibasyon siiresi Gilin 1 3 5

Proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

e Takami et al. (1989) tarafindan, substrat olarak kazeinin kullanildigi yontem,
modifiye edilerek alkali proteaz aktivitesi belirlendi.

e 500 ul ham enzim ¢ozeltisi tizerine 2,5 mL kazein (%0,651ik) ¢ozeltisinden eklendi
ve 10 dk 37°C su banyosunda inkiibe edildi. Kor olarak 500 pl Tris-HCI tampon
(100 mM pH 8,5) cozeltisi iceren reaksiyon karisimi kullanildi.

e Inkiibasyon sonunda, reaksiyonu sonlandirmak ic¢in 2,5 mL TCA (110 mM)
cozeltisinden reaksiyon karigimlari iizerine eklendi ve 30 dk boyunca 37°C su
banyosunda inkiibasyona birakildi.

e Siire sonunda 6rnekler, 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

e Siipernatanttan 1 mL alinarak drnekler etiketli tiiplere aktarildi. Uzerine 2,5 mL
Na,COs3 (0,5 M) ¢ozeltisi ve 0,5 mL Folin-Ciocalteu (0,5 M) reaktifi eklenerek,
tiipler 37°C su banyosunda 30 dakika kadar bekletildi.
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e Inkiibasyon sonunda, spektrofotometrede kore kars: 660 nm' de absorbans &l¢iildii.

Bir tinite (U) proteaz enzim aktivitesi, dakikada 1 pug tirozin agiga ¢ikaran enzim miktari
olarak ifade edildi. Bu hesaplama tirozin standart grafiginin egimi kullanilarak asagidaki

formiile gore yapildu.

%X Toplam Hacim (mL)

EU
Proteaz Aktivitesi (—) = - x Seyreltme Faktori
mL Enzim Hacmi x Inkiibasyon siiresi (dk) y

Protein tayini

Tez calisma boyunca saflastirmanin her asamasinda, Bradford yontemi (Bradford,
1976)  kullanilarak  protein  tayini  gerceklestirilmigtir.  YOntemin  esasi, farkli
konsantrasyonlardaki proteinlere Coomasie brillant blue G-250 boyasinin baglanmasiyla ortaya
¢ikan mavi renkli ¢ozeltilerin renk siddetindeki degisikliklere dayanmaktadir. Sonucta boyaya
baglanmis protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Yontemin hassasiyeti 1-

100 pg arasindadir.

Protein miktarin1 belirleyebilmek amaciyla, dncelikli olarak standart grafik asagidaki

gibi hazirland1:

é 1 mg/mL standart BSA ¢ozeltisinden 10 ayri tiipe sirayla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 ve 100 uL alinarak, tiiplerin son hacim distile su ile 100 ul’ye tamamlandi.
é Her tiipiin lizerine 4900 pl Coomassie Brillant Blue G-250 boyasindan eklenerek
vortekslendi ve oda sicakliginda 10 dk boyunca inkiibe edildi.
¢ Inkiibasyon sonunda 595 nm’de kore kars1 absorbans degeri dl¢iildii. Kor olarak
100 pL distile su ile 4900 ul boyadan olusan karisim kullanildi. Okunan absorbans
degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri kullanilarak standart grafik elde
edildi.
Protein tayini yapilan orneklerden 100 pl alindi ve lizerine 4900 pl boya eklenerek 10
dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 595 nm’de spektrofotometrede kore karst absorbans
degeri okundu. Olusturulan standart grafigin dogru denkleminden yararlanilarak protein miktar1

belirlendi.

Tirozin Standart Grafigi

Proteaz aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilmak {izere tirozin standart grafigi
olusturuldu. Bunun i¢in, 1 mg/mL konsantrasyonda tirozin stok ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan

cozeltilerden Tablo 8’de gosterildigi gibi farkli oranlarda Tris-HCI (100mM pH 8,5) ile
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seyreltme yapildi. Proteaz aktivite tayininde oldugu gibi hazirlanan 6rneklerden 500 pl alinarak
tizerlerine 2,5 mL NaCOs ve 500 pl Folin reaktifi eklenerek 30 dk 37°C su banyosunda inkiibe
edildi. Siire sonunda 660nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢liim yapildi. Absorbans degerlerine
kars1 tirozin standart grafigi ¢izildi ve elde edilen dogru denkleminden yararlanilarak enzim

aktiviteleri (U/mL) hesaplandi.

Tablo 8. Standart Tirozin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kor 1 2 3 4 5
Tirozin (1 mg/mL) - 10 pl 20 ul 30 nl 40 pl 50 ul
Tris-HCI 500 pl 490 pl 480 nl 470 nl 460 pl 450 pl

Karbohidrat Standart Grafigi

Alkalin proteazin tiretim besiyerinin karbohidrat icerigi tayini i¢in karbohidrat standart
grafigi olusturuldu. Bunun igin 6ncelikle 1 mg/mL glukoz stok ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan
1 mg/mL glukoz ¢ozeltisinden tiiplere 10-100 pL olacak sekilde eklendi ve distile su
kullanilarak son hacim 100 pL’ye tamamlandi. Ve her 6rnegin tizerine 1 mL fenol (%0,6) ve 5
ml stlfirik asit eklenerek 90 °C’de 5 dk bekletildi. Spektrofotometrede 490 nm’de kore karsi
absorbans 6l¢limil yapilarak standart grafik elde edildi. Olusturulan standart grafigin dogru

denkleminden yararlanilarak karbohidrat miktar1 belirlendi.

Tablo 9. Standart Karbohidrat Cozeltilerinin Hazirlanisi

Kor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Glukoz - 10pL. 20pL 30pL 40pL 50pL 60pL. 70pL. 80pL  90pL 100 pL
(mg/mL)
dH20 100pL  90pL 80pL 70pL 60pL  50pL  40pL 30pL  20pL 10 pL

Alkali proteazin saflastirilmasi

Ilk asamada, B. licheniformis SO7 bakterisinin optimize kosullar altinda hazirlanan
besiyerinde inkiibasyonu sonrasi enzimi i¢eren ham enzim c¢ozeltisi elde edilerek tiiplere
aktarildi. Tiipler, 6000 rpm’ de 20 dk santrifiij edildi ve siipernatant kism1 alindi. Elde edilen

ham enzim ¢ozeltisi, ¢aligma boyunca tiim deneylerde enzim kaynagi olarak kullanildi.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, alkali proteazin atik besiyerinde {iretimi sonrasi tek
adimda kismi olarak saflastiriimasi amaciyla TPP’nin farkli ve yeni bir modifikasyonu olan

MEFTPP yontemi kullanildi.
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Uc fazh ayirma (TPP) yontemi

Alkali proteazin saflastirilmasinda ilk olarak geleneksel TPP yontemi uygulanarak
optimizasyon calismalar1 yapildi. Bu yontem, ham enzim ¢ozeltisine sirasiyla uygun tuz ve
uygun organik ¢6ziicii eklendikten sonra belirli bir siire inkiibasyona birakilarak {i¢ faz olugsmasi
esasina dayanir. Bu uygulamada, literatiirde yaygin olarak tercih edilen amonyum siilfat tuzu

ve t-biitanol organik ¢o6ziiciisii kullanildi.

Amonyum Siilfat Doygunlugunun ve t-biitanol’iin TPP yontemi ile Alkalin Proteaz
saflastirilmasi iizerine etkisi

TPP ile kismi saflagtirma yonteminde en yiiksek verimi elde edebilmek i¢in 6ncelikli

olarak, ortama eklenen amonyum siilfat tuzu ve t-biitanol organik ¢6zgeninin miktar1 optimize

edildi.

Asagidaki formiil baz alinarak, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80 olmak iizere 7
farklt amonyum siilfat oran1 ve (1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) olacak sekilde 4 farkli ham
enzim ¢ozeltisi:t-biitanol orani kullanilarak optimizasyon c¢alismasi yapildi. Her bir oranin
denenmesi isleminde olusan alt ve ara fazlar 6zenle ayrilarak aktivite ve protein miktar tayini
yapildi. Elde edilen verilerle saflagtirma katsayisina karsi, % verim grafikleri olusturularak en
iyi ylizde tuz konsantrasyonu ile en iyi organik ¢6zgen orani belirlendi (Algicek, 2017).

1,77xV x(S, —S,)

NH,),SO, =
9(NH,), SO, 354-5,

V: Enzim ¢ozeltisi hacmi
S1: I’in kesri olarak ¢ozeltide bulunan (NH4)2SO4 konsantrasyonu

S2: I’in kesri olarak ¢ozeltide bulunan (NH4)2SO4 konsantrasyonu

pH’nin TPP yontemi ile Alkalin Proteaz saflastirilmasi iizerine etkisi

[k optimizasyonda belirlenmis olan yiizde tuz konsantrasyonu ve organik ¢dziicii oran
kullanilarak uygun pH degeri belirlendi. 2 mL ham enzim ¢o6zeltisi tizerine %70 oraninda
(NH4)2S04 eklendi ve ¢oziinene kadar vortekslendi. Karisim tizerine 1.0:0.5 oraninda t-biitanol
eklenerek tiipler alt iist edildi. Daha sonra, olusan karisimin pH’st (4-11) 8 farkli degerde
ayarlandi. Tiim O6rnekler oda sicakliginda 1 saat inkiibasyon sonunda 6000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Elde edilen alt faz 6rneklerine aktivite ve protein tayini yapildi. Cikan degerlere

gore saflagtirma katsayisina karsi, % verim grafikleri olusturularak uygun pH degeri belirlendi.
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Sicakhigin TPP yontemi ile Alkalin Proteaz saflastirilmasi iizerine etkisi

Sirastyla en iyi tuz, organik ¢oziicii miktart ve pH olarak belirlenen degerlerde TPP
sistemi i¢in en 1yi sicaklik degerini belirleyebilmek amaciyla farkli sicaklik araliklarinda
optimizasyon yapildi. 2 mL ham enzim ¢6zeltisi lizerine %70 oraninda (NH4)2SO4 eklendi ve
¢oziinene kadar vortekslendi. Karisim tizerine 1.0:0.5 oraninda t-biitanol eklenerek tiipler alt
iist edildi. Daha sonrasinda olusan karisimin pH’s1 10°a ayarlanarak karigim alt tist edildi ve (4,
25, 30, 40, 50, 60°C) araligindaki 6 farkli sicaklik degerinde 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda 5 dk 6000 rpm’de santrifiij edilerek elde edilen alt faz &rneklerine aktivite
ve protein tayini yapildi. Cikan degerler ile saflastirma katsayisina karsi, % verim grafikleri

olusturularak en iyi sicaklik degeri belirlendi.

Inkiibasyon siiresinin TPP yontemi ile Alkali Proteaz saflastirilmasi iizerine etkisi

Optimizasyon ¢aligmalari ile belirlenmis olan degerler kullanilarak farkli inkiibasyon
stirelerinde deney tekrari yapildi. 2 mL ham enzim ¢6zeltisi tizerine %70 oraninda (NH4)2SO4
eklendi ve ¢6ziinene kadar vortekslendi. Karisim tizerine 1.0:0.5 oraninda t-biitanol eklenerek
tiipler alt st edildi. Olusan karisimin pH’s1 10°a ayarlanarak karisim alt {ist edildi ve oda
sicakliginda 00-60 dk araligindaki 7 farkli siire boyunca inkiibasyona birakildi. Her inkiibasyon
sonrast ornekler 6000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek elde edilen alt fazlar aktivite ve protein
tayini yapildi. Cikan degerlere gore saflagtirma katsayisina karsi, % verim grafikleri olusturuldu

ve sistem i¢in en iyi inkiibasyon siiresi belirlendi.

Manyetik alan destekli ii¢ fazli ayirma (MFTPP) yontemi

MFTPP uygulamasi, Aras (2023) tarafindan kullanilan modifiye edilmis TPP teknigine
gore gergeklestirildi. Tim deneyler, Sekil 4’te gosterilen MSI Automation Hyper-5 cihazi
kullanilarak, klasik TPP optimizasyonunda belirlenmis olan ((NH4)2SOs4 doygunlugu, ham
enzim ¢ozeltisi:t-biitanol oram1 ve pH) kosullar altinda gerceklestirildi. 2 mL ham enzim
¢ozeltisi lizerine 0,873 g (%70 w/v) amonyum siilfat eklenerek vortekslendi ve tizerine 1 mL
(1.0:0.5) t-biitanol ilave edilerek uygun pH’a ayarlandi. Karisim belirli bir siire manyetik alana
maruz birakildi ve {i¢ faz olustuktan sonra 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen

ara faz ve sulu alt faz i¢in enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi.
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Sekil 7. Manyetik Hipertermi cihazi

Bu yontemin optimum sartlarin1 belirlemek amaciyla ayni sekilde deney diizenekleri
olusturularak MFTPP sistem parametreleri (manyetik alan uygulama siiresi, gérev dongiisii ve

manyetik gii¢) optimize edildi (Aras, 2023).

Manyetik alan uygulama siiresinin MFTPP iizerindeki etkisi

2 mL ham enzim ¢ozeltisi lizerine 0,873 g (%70 w/v) amonyum siilfat eklenerek
vortekslendi ve tizerine 1 mL (1.0:0.5) t-biitanol ilave edilerek, uygun pH ayarlanmasi sonrasi
cozelti karisgimi elde edildi. Karigim, ortalama bir manyetik giic (50 W) degerine maruz
birakilarak, 2, 4, 6, 8, 10 dk olmak iizere 5 farkli siire denemesine tabii tutuldu. Uygulama
stireleri sonunda karistm 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen alt ve ara

fazlar i¢in aktivite ve protein tayini yapildi.

Gorev dongiisiiniin MFTPP iizerindeki etkisi

MFTPP parametrelerinden bir digeri olan gdérev dongiisli, uygulanan manyetik alan
sliresi agma-kapama (on-off) siiresi ile degistirilerek optimize edildi (Patil & Yadav, 2018).
Geleneksel TPP’de kullanilan kosullar altinda ayni ¢ozelti karisimi (%70 (NH4)2SO4 ve 1.0:0.5
t-biitanol) hazirlandi. Belirlenen en 1yi siire dahilinde manyetik alana (50 W) maruz birakilan
karisim i¢in %20, 40, 60, 80, 100 olmak tizere 5 farkli gérev dongiisii denemesi yapildi. Deney
sonunda karistm 6000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi sonrasi elde edilen alt ve ara fazlar icin

aktivite ve protein tayini yapildu.

Manyetik Alan Giiciiniin MFTPP iizerindeki etkisi

Hazirlanan ¢ozelti karisimi (%70 (NH4)2SO4 ve 1.0:0.5 t-biitanol) dnceki asamalarda
belirlenen siire ve gérev dongiisii dahilinde manyetik gili¢ uygulamasina tabii tutuldu. 40, 50,

60, 70, 80, 90, 100 W olmak iizere 7 farkli manyetik giic degeri denemesi yapildi. Uygulama
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sonunda karisim 6000 rpm’de 5 dk santrifiij islemi sonrasi elde edilen alt ve ara fazlar igin

aktivite ve protein tayini yapildu.

o Response Surface Methodology (RSM) ile enzim saflastirma istatistiksel

optimizasyonu

Tez ¢alismasinda, Box-Behnken deneysel tasarim yontemi (BBD) proteaz aktivitesi
lizerine bazi TPP parametrelerinin etkisinin ve maksimum proteaz aktivitesi saglayan
parametrelerinin kombinasyonun belirlenmesi i¢in kullanilmistir. BBD ile 3 farkli faktoriin -1,
0 ve +1 seviyelerinde yanit yiizey tasarimi olusturulmus ve arastirilan her bir faktoriin seviyeleri
ve kodlanmis degerleri Tablo 10’da verilmistir. Proteaz aktivitesi i¢in Onemli TPP
parametlerinden olan tuz orani, ham enzim ¢ozeltisi:t-biitanol oran1 ve inkiibasyon sicakligi
bagimsiz degiskenleri; manyetik TPP icin ise giic, slire ve gorev dongiisii degiskenleri olarak
belirlenirken proteaz aktivitesi bagimli degiskendir. Tasarimda toplam 15 deney olusturuldu ve
tekrarlanabilirligini test etmek i¢cin merkez noktasi birkag kez tekrarlanmistir. Tiim deneyler ii¢
tekrar halinde gerceklestirilmistir. Deneysel tasarimda, katsayilarin belirlenmesinde, veri
analizi ve grafiklerin ¢izilmesinde minitab 18 deneme siiriimii kullanilmistir. Modele ait esitlik
asagidaki gibidir:

Y =B0 - B1A -B2B - B3C + BL1A% + B22B%+ B33C%+ B12A*B + B13A*C

Esitlikte verilen Y degeri, tahmin edilen yanit yiizey fonksiyonu (aktivite), B0 degeri,
biitiin bagimsiz degiskenlerin etkilerinin sifir olmasi1 durumunda Y’nin aldig1 degeri, A, B ve C

bagimsiz degiskenleri gostermektedir; B1, B2 ve B3 dogrusal katsayilardir ve 11, f22 ve B33

ikinci dereceden katsayilardir.

Tablo 10. Box-Behnken Tasarim Ile Test Edilen Faktérlerin Diizeyleri (Saflastirma)

Sembol Bagimsiz degiskenler Unit Derecelerin kodlanmamis
(TPP) degerleri
-1 0 1
Tuz % 70 50 20
B t-biitanol 2 1 0,5
Sicaklik °C 40 30 25
Sembol Bagimsiz degiskenler Unit Derecelerin kodlanmamis
(MFTPP) degerleri
-1 0 1
Giig % 100 60 40
B Siire 10 8 6
C Gorev dongii siiresii °C 100 60 40
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Diyaliz
TPP ve MFTPP teknikleri ile saflagtirma sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerine diyaliz
islemi uygulandi. Enzim ¢6zeltileri ayr1 ayr1 diyaliz torbasina yerlestirilerek, sodyum fosfat

(pH 8) tamponu igerisinde manyetik karistiricida (+4°C’de) 2 saat siireyle diyaliz yapildi (Rao
et al. 2009; Satpute et al. 2010).

B. licheniformis SO7 Alkalin Proteazin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile alkalin
proteaz enziminin molekiil agirhginin belirlenmesi

TPP ve MFTPP yontemleriyle saflastirilan alkalin proteaz enziminin sulu alt faz ve ara
yiizey Ornekleri kullanilarak, enzim safligin1 kontrol etmek ve yaklasik molekiil agirligini
belirlemek amaciyla SDS-PAGE analizi yapildi (Laemmli, 1970). Yiiriitme jeli i¢in %10‘luk,
y1gma jeli i¢in %4°liik akrilamid jel hazirlanarak, protein bantlarinin gézlenmesi i¢in giimiis

boyama metodu kullanildi.

¢ Ik olarak elektroforez plakalari sirastyla su ve alkol ile yikand. Aralarinda jel igin
bosluk olacak sekilde iki cam plaka sabitlendi ve sizdirmazlig1 kontrol edilerek jel
hazirlama kabinine konuldu.

é Hazirlanan ayirma jeli hizlica cam plakalar arasina dikkatlice eklendi ve jelin
diizgiin polimerlesmesi i¢in iizerine izopropanol eklenerek bir siire bekletildi.

é Jel donduktan sonra iist kistmdaki izopropanol pegete yardimi ile uzaklagtirildi.
Ayirma jeli lizerine, hazirlanmis olan yigma jeli pipet yardimi ile eklendi ve
kuyucuklarin dogru sekilde olugmasi igin taraklar dikkatlice yerlestirildi. Jelin
polimerize olmasi i¢in +4°C’de bir siire bekletildi.

¢ Eppendorf tiipler icerisine 10’ar pl numune tamponu eklendi. Uzerlerine
saflastirilan alt faz, ara faz ve ham enzim ¢6zeltisi 6rnekleri eklenerek vortekslendi.
Daha sonra 6rnekler denatiirasyon islemi i¢in 95°C’de 5 dk bekletildi.
Elektroforez tanki1 SDS-PAGE yiiriitme tamponu (1X) ile doldurularak jel kasetleri
tanka yerlestirildi.

¢ Ik kuyucuga standart olarak segilen markerdan 2,5 pl ve diger kuyucuklara sirayla
denatiire edilmis 6rneklerden 15’er pl yiiklendi.

é Elektroforez tanki kapatildi ve alt tarafin anota (+), {ist tarafin ise katota (-) gelecek
sekilde yerlestirilmesine dikkat edildi.

é Baslangicta 80 voltta 30 dk yiiriitiilen jel, sonrasinda 120 voltta 90 dk yiiriitme
islemi gerceklestirildi.
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Yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatlice alindi ve sirasiyla tespit
cozeltisi, rediiksiyon ¢ozeltisi, glimiis boyama ¢ozeltisi ile muamele edildi. Yikama
1 ve yikama 2 soliisyonlar1 ile sabitlenen jel goriintiisii alindi.

Islem sonras1 jel iizerinde standart proteinlerin ve enzimin yiiriimiis olduklari
mesafeler R¢ degerini hesaplamak i¢in 6lgiildii. Hesaplanan Rf degerlerine karsi
standart proteinlerin Log Mk degerleri ile bir grafik olusturularak alkali proteazin

molekiil agirligr hesaplandi.

Alkalin proteazin zimogram analizi

¢

SDS-PAGE jel elektroforezi kullanilarak, B. licheniformis SO7 susu ile iiretilen
alkalin proteaz enziminin zimogram analizi yapildu.

Elektroforez tankina hazirlanan yigma ve ayirma jeli dokiildi. SDS-PAGE
isleminden farkli olarak zimogram analizinde, numune c¢ozeltisine (-
merkaptoetanol eklenmedi.

Eppendorf tiipleri i¢erisinde ornekler hazirlanirken (1:1:1) oraninda olacak sekilde
20 pl numune ¢ozeltisi lizerine, 20 pl %0,65lik kazein ¢ozeltisinden ve daha sonra
20 pl 6rneklerden eklendi. Denatiirasyon islemi olmaksizin 6rnekler kuyucuklara
yiiklendi.

Once 80 voltta 30 dk, ardindan 120 voltta 1 saat siireyle drneklerin yiiriitme islemi
gerceklestirildi.

Numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimi ile 6rnekler kolayca takip
edildi.

Islem sonunda akim kesildi ve jel dikkatlice ¢ikarild1. Jel bir kaba almarak SDS’nin
uzaklastirllmas1 amaciyla %2°lik Triton-X-100 c¢ozeltisi igerisinde 37°C’lik
calkalamali inkiibatorde (150 rpm) 30 dk bekletildi.

Siire sonunda ¢ozelti uzaklastirildiktan sonra jel 37°C calkalamali inkiibatorde (150
rpm ) Tris-HCI (100 mM pH 8,5) tamponunda 20 dk; %0,65°lik kazein ¢ozeltisi
icerisinde de 30 dk boyunca inkiibe edildi ve jelin siire sonunda giimiis boyamasi

yapilarak fotografi ¢ekildi (Kazan et al. 2005).

pH’nin alkalin proteazin aktivite ve stabilitesi iizerine etkisinin belirlenmesi

Elde edilen alkalin proteazin optimum pH'sint belirlemek amaciyla 500 ul enzim

¢ozeltisi farkli pH degerlerindeki sodyum fosfat (0,1 M, pH 6-7,5) ve Tris-HCI (0,1 M, pH 8-

9) tampon ¢ozeltilerine eklendi. Daha sonra tizerine 2,5mL %0,65lik kazein ¢ozeltisi eklenerek

45



karisim hazirlandi. Aktivite tayini sonucu en yiiksek aktivite veren pH degeri 100 olarak kabul

edildi. Buna bagl olarak diger degerler (%) bagil aktivite olarak hesaplandi (Algigek, 2017).

Alkalin proteazin stabil oldugu pH degerlerini belirleyebilmek i¢in sodyum fosfat (0,1
M, pH 6-7) ve Tris-HCI (0,1 M, pH 8-9) ve Glisin-NaOH (0,1 M, pH 10-12) tamponlari
kullanildi. Farkli pH’lardaki tampon ¢6zeltilerden 2 mL alinarak iizerine 2 mL enzim ¢ozeltisi
ilave edildi ve 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon dncesi ve sonrasinda
olmak iizere aktivite tayini yapildi. inkiibasyon 6ncesi proteaz aktivite degeri 100 olarak kabul
edildi ve inkiibasyon sonrasi Olgiilen degerler kalan aktivite ylizdesi (%) olarak belirtildi

(Rahman et al. 2006).

Sicakligin alkalin proteazin aktivite ve stabilitesi iizerindeki etkisinin belirlenmesi

Alkalin proteaz enziminin optimum sicakligini belirleyebilmek adina 500 pl enzim
¢Ozeltisi iizerine 2,5 mL %0,65lik kazein ¢ozeltisi eklenerek elde edilen karisim, 0°C ile 90°C
sicaklik araligindaki 11 farkli sicaklik degerinde 10 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra her
bir 6rnek ic¢in aktivite tayini yapildi. Enzimin optimum sicaklik grafigini olustururken en
yiiksek aktivite degeri 100 olarak kabul edildi ve diger degerler buna gore (%) bagil aktivite

olarak hesaplandi.

Enzimin farkli sicakliklardaki stabilitesinin belirlenebilmesi i¢in; 1,5 mL enzim
¢ozeltisi alinarak 0°C*den 90°C’ye kadar olan 11 farkli sicak degerinde, her bir sicaklik i¢in
30, 60, 90, 120 dk ve 3, 5, 12 saat olmak {izere inkiibasyona birakildi. Enzimin stabilite grafigi
cizilirken, inkiibasyon Oncesi aktivite degerleri 100 olarak kabul edildi ve buna gore inkiibasyon

sonrast elde edilen degerler kalan aktivite yiizdesi (%) olarak gdsterildi.

Bazi metal iyonlarinin alkalin proteaz aktivitesi iizerindeki etkisinin belirlenmesi

Alkalin proteazin aktivitesine Ca?*, Mn?*, Ni?* gibi baz1 +2 degerlikli ve Li*, K * gibi
+1 degerlikli metal iyonlarinin (Cl sulu ¢ozeltisi ile) etkisini incelemek amaciyla, Tris-HCI
(100 mM, pH 8,5) tamponu igerisinde 1 mM, 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda ¢ozeltileri
hazirlandi. 50 pl enzim ¢ozeltisi lizerine hazirlanan metal iyon ¢6zeltilerinden 450 pul eklenerek
ornekler oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Daha sonra aktivite tayini yapildi. Metal iyonu
igermeyen enzim ¢ozeltisinin aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve kontrol olarak kullanildi.

Diger drneklerin aktivitesi kalan aktivite yiizdesi (%) olarak hesaplandi (Ozden, 2010).
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Baz1 organik coziiciilerin alkalin proteaz enzim aktivitesi iizerindeki etkisinin
belirlenmesi

Baz1 organik c¢oziiciilerin proteaz enzim aktivitesi ilizerindeki etkisini gozlemlemek
amactyla; aseton, etanol, izopropanol, t-biitanol, metanol ve DMSO gibi organik ¢oziiciilerin
%15 ve %50’lik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri Tris-HCI (100 mM, pH 8,5) tamponu
kullanilarak hazirlandi. Her birinden 450 pl alinarak, 50 pl enzim ¢ozeltisi iizerine eklendi.
Ornekler, 1 saat ve 24 saat olmak iizere iki farkli inkiibasyon siiresine tabii tutuldu. 50 ul enzim
cozeltisi lizerine 450 pL Tris-HCI (100 mM pH 8,5) tamponu eklenerek ayni sartlarda
inkiibasyona birakilip kontrol olarak kullamldi. Inkiibasyon sonunda aktivite tayini yapildi.
Organik ¢6ziicili icermeyen enzim ¢dzeltisinin aktivite degeri 100 olarak kabul edildi ve organik
¢oziicli iceren Orneklerin aktivitesi kalan aktivite ylizdesi (%) olarak hesaplandi (Yildirim,

2014).

Baz yiizey aktif maddelerin alkalin proteaz enzim aktivitesi iizerindeki etkisinin
belirlenmesi

Bazi kimyasallarin alkalin proteazin aktivitesi tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla;
Tween-20, Tween-80, Triton X-100, SDS gibi ylizey aktif maddelerinin ve H202’nin %1 ve %5
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlandi. 50 pl enzim ¢ozeltisi lizerine 450 pL belirlenen
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiler eklenerek, 37°C calkalayici inkiibatérde (180 rpm) 30
dk boyunca inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak, 50 uL enzim ¢o6zeltisine 450 uL Tris-HCI
(100 mM, pH 8,5) tamponu eklendi ve ayn1 kosullar altinda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
aktivite tayini yapildi. Kontrol olarak hazirlanan ¢6zeltinin aktivite degeri 100 olarak kabul
edildi ve diger drneklerden elde edilen sonuglar buna gore kalan aktivite yiizdesi (%) olarak

hesaplandi (Shah et al. 2010; Algigek, 2017).

Baz1 inhibitorlerin alkalin proteaz enzim aktivitesi iizerindeki etkisinin
belirlenmesi

Enzimin aktif bolgesinde hangi grubun yer aldiini belirleyebilmek amaciyla; serin
proteaz inhibitérii olan PMSF ve 3,4-Dikloroizokumarin, metalloproteaz inhibitorii olan
EDTA, sistein proteaz inhibitorii olan DTNB, B-mekaptoetonal ve IAA olmak tizere 6 farkl
inhibitér kullanildi. Tim inhibitorler Tris-HCI (100 mM, pH 8,5) tamponu igerisinde
hazirlanirken, PMSF %96’lik etanol ¢ozeltisi igerisinde hazirlandi. 3-merkaptoetanol %1 ve
%S5 olmak tizere diger inhibitdrler 2 mM ve 5 mM konsantrasyonlarda olacak sekilde hazirlandi.
Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerden 450 pl alinarak 50 pl enzim ¢ozeltisi
tizerine eklendi. Kontrol grubu, 50 pl enzim ¢6zeltisine 450 pl Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)
tamponu eklenerek olusturuldu. Ornekler 37°C‘lik calkalayicida (180 rpm) 30 dk boyunca
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inkiibe edildikten sonra aktivite tayinine tabii tutuldu. Kontrol ¢6zeltinin aktivitesi 100 olarak
kabul edildi ve inhibitér igeren diger orneklerin aktivitesi kalan aktivite yilizdesi (%) olarak

ifade edildi (Kalwasinska et al. 2018).

Alkalin proteaz enziminin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Hemoglobin, azokazein, kazein, jelatin ve sigir serum albiimini (BSA) gibi substratlar
kullanilarak, enzimin dogal substratlara olan 6zgiilliigii belirlendi. Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)
tamponu icerisinde substratlarin %0,65lik ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢6zeltiler substrat
olarak aktivite tayininde kullanildi. Sonugta, en yiiksek aktivite gosteren substrat degeri 100
olarak kabul edildi ve diger sonuglar ona gore (%) bagil aktivite olarak hesaplandi (Johnvesly

& Naik 2001).

Alkalin proteazin kinetik parametrelerinin belirlenmesi

Enzimin Km ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla, Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)
tamponu igerisinde, %0,02-0,8 araliginda 7 farkli konsantrasyonda hazirlanmis kazein
cozeltilerinden 2,5 mL alinarak, 500 pl enzim ¢ozeltisi ile karistirildi. Aktivite tayini sonucunda
elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Bu grafikten yararlanilarak alkalin
proteaz enzimi igin Km, Vmax, Kcat Ve katalitik etkinlik (Kcat/ Km) degerleri hesaplandi (Laemmli,
1970; Rao et al. 2009).

Alkalin proteaz hidroliz uygulamasi

Evsel barbunya alt suyundan Bacillus licheniformis SO7 susu ile iiretilen ve kismi
saflagtirilmast gerceklestirilen alkalin proteazin BSA (Bovine Serum Alblimin) proteini

tizerindeki yikim etkisi SDS-PAGE analizi ile test edildi.

Oncelikle 1 mg/mL stok BSA ¢dzeltisi hazirland.
Eppendorf tiiplere hazirlanan stok BSA, ham enzim c¢ozeltisi ve BSA proteini-
alkalin proteaz enzim kombinasyonu konularak {izerlerine boya (1:2)eklendi.

¢ On hazirliklar: tamlanan SDS jeli kuyucuklarmna sirasiyla standart marker (2,5 pl),
BSA proteini (15 pl) ve 1:1 oraninda alkalin proteaz ile muamele edilmis BSA (15
ul) yiiklendi.

é Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafi anota (+), tist tarafi ise katota (-) gelecek
sekilde yerlestirildi.

é Baslangicta 80 voltta 30 dk yiiriitiilen jel, sonrasinda 120 voltta 90 dk yiiriitiildii.
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é Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel dikkatlice alindi ve sirasiyla tespit
cozeltisi, rediiksiyon ¢ozeltisi, glimiis boyama ¢ozeltisi ile muamele edildi. Yikama

1 ve yikama 2 soliisyonlar ile sabitlenen jel goriintiisii alindi.

istatistiksel Analiz

Tez ¢aligmasi boyunca tiim deneyler ii¢ tekrar seklinde yapildi. Birbirinden bagimsiz
olarak yapilan ii¢ deney tekrarinin ortalamasi () ve standart sapmasi (SD) olarak ifade edildi.
GraphPad Prism® (versiyon 9.0, GraphPad Software, San Diego, CA) istatistik programi
kullanildi. Bunun yaninda bazi grafiklerin ¢izimi OriginPro® (the ultimate software for
graphing & analysis, versiyon 2022, USA) kullanilarak gerceklestirildi. Response Surface
Methodology (RSM) yontemiyle ise deneme plani olusturuldu ve Minitab 18 yazilimi
kullanildi.

49



ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Kat1 Besiyerinde Alkalin Proteaz Enzimi Ureten Bakterilerin Belirlenmesi ve Secimi

Onceden izolasyon ve identifikasyonu yapilmis olan stoktaki termofilik B. licheniformis
bakteri suslarindan, EA1-EA5 ve SO1-SO15 olmak iizere toplam 20 adet bakteri izolat1 skim
milk powder igeren proteaz kati besiyerine ¢izgi ekim teknigiyle ekildi. Petriler, 55°C’de 24-48
saat inkiibe edildikten sonra proteaz pozitif olan bakteri suslar etrafinda seffaf zon olusumu
gdzlendi. Olgiilen zon gaplar1 degerlendirildi ve en uygun bakteri izolatinin SO7 oldugu

sonucuna varildi.

Sekil 8. Petride SO7 bakteri susuna ait zon goriintiisii

Atik gida sivi iiretim besiyerlerine bakteri inokiilasyonu ve en iyi sivi iiretim
besiyeri secimi

En yliksek alkalin proteaz aktivitesine sahip olan bakteri susu belirlendikten sonra, LB

Broth igeren gida alt sularindan olusan sivi liretim besiyerlerine bakteri ekimi yapildi. Her bir
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besiyeri grubu ic¢in 7 giin boyunca bakteri yogunlugu 6l¢iildii ve aktivite tayini yapildi. En iyi
aktivite gosteren Ornekler (siit iiriinleri-evsel yagli peynir alti, konserve-bezelye alti, evsel
barbunya alt1) ve ekstra disardan eklenmis olan endiistriyel peynir alt1 ile kendi aralarinda tekrar
LB Broth kombinasyonlu olarak 7 giinliik hiicre yogunlugu ve aktivite tayini yapildi. Buna ek
olarak, alkalin proteaz iiretme potansiyelini gézlemleyebilmek adina, LB ilavesiz (sadece atik
gida) haliyle 7 giin boyunca hiicre yogunlugu ve aktivite tayinine bakildi B. licheniformis SO7
alkali proteazin maksimum aktivite gosterdigi sivi liretim besiyeri belirlendi (Sekil 9-13). En
kisa inkiibasyon siiresi de goz oniinde bulunduruldugunda en yliksek proteaz aktivitesi veren

gida atiginin evsel barbunya alt1 suyu oldugu grafiklerden goriilmektedir.

Segilen barbunya alt1 s1vi liretim besiyerinin ve 80,6 g olarak elde edilen liyofilize irtinii
icin (100 mL’de 1 g, 5 g, 10 g, 15 g) 7 glinliik hiicre yogunlugu ve aktivite tayinine bakilmistir
(Sekil 14-15). Ayrica, yaklasik olarak igerik bilgisine erisebilmek adina karbohidrat ve protein
miktar tayinine tabii tutulmustur (Tablo 10).
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Sekil 9. LB Broth kombinasyonlu siit {irlinii gida atiklar1 7 giinliik aktivite tayini

Sekil 9°da gorildiigii izere yagh peynir alt1 suyunun ilk giinden en iyi aktivite degeri
(75 U/mL) ile baslayarak 7. giin sonunda (140,5 U/mL) 2 kat artisla en yiiksek aktiviteye sahip

oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 10. LB Broth kombinasyonlu evsel gida atiklar1 7 giinliik aktivite tayini

Sekil 10°daki grafige bakildiginda, 1. giinden (93,5 U/mL) itibaren barbunya alt1 suyu
besiyeri 6rneginin son giine (130,2 U/mL) kadar diger tiim 6rneklere oranla en yiiksek aktivite

ile proteaz iirettigi goriilmektedir.
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Sekil 11. LB Broth kombinasyonlu konserve gida atiklar1 7 giinliik aktivite tayini

Sekil 11°de gosterilen konserve gida atiklarindan musir alt1 suyu (83,7 U/mL) ile bezelye
altt suyu (82,6 U/mL) ornekleri ile en yiiksek aktivitede proteaz iretimine basladigi
goriilmektedir. Ancak takip eden giinlerde bariz bir fark ile bezelye alt1 suyunun 7. giin sonuna

kadar (126 U/mL) en iyi aktivite degeri ile proteaz iiretiminde one ¢iktig1 goriilmektedir.
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Sekil 12. LB Broth kombinasyonlu en iyi sonug veren gida atiklar1 7 giinliik aktivite tayini

Sekil 12°de her grup i¢in secilen en iyi 6rnekler ile proteaz liretiminde, ilk giinden (135
U/mL) itibaren takip eden giinler boyunca diger 6rneklere gére barbunya alti suyunun en iyi
proteaz aktivitesine sahip oldugu ve 4. giinde en yiiksek aktivite degerine (177,5 U/mL) ulastig1

belirlendi.
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Sekil 13. LB Broth’suz en iyi sonug veren gida atiklar1 7 giinliik aktivite tayini

Sekil 13’te her gruptan en iyi aktivite gosteren ornekleri ile LB Broth kombinasyonu
olmaksizin tekrar proteaz iiretimi sonucunda, barbunya alt1 suyunun ilk 5 giin boyunca artan

aktivitesi ile en 1yi sonuglart verdigi (80-85 U/mL) goriilmektedir.

Atik gidalarin proteaz besiyeri olarak kullanimi ¢aligmasinda, minimal igeriginden
dolay1 LB Broth (Tripton 10 g/L, maya ekstrakt1 5 g/L, NaCl 5 g/L) kontrol besiyeri olarak
kullanilmistir. Atik gida 6rnekleri LB ile kombinasyonlu olarak proteaz iiretiminde kullanilmig
ve aktivite tayini sonuglarina gore en iyi 6rnekler secilmistir. Secilen atik gida 6rnekleri, proteaz
tiretim potansiyellerinin gosterimi amaciyla LB igermeksizin sade haliyle de kullanilmustir.
Sonugta LB Broth proteaz iiretimini desteklemis olup tiretimde artisa neden olmus olsa dahi,
atik gida orneklerinden barbunya alt1 suyu sade haliyle arada biiyiik bir fark olmaksizin yiiksek
oranda proteaz iiretimi gergeklestirdigi gosterilmistir (Sekil 13) ve ¢alismalara se¢ilen barbunya

alt suyu ile devam edilmistir.

Literatiirdeki benzer bir ¢alisma gostermistir ki; Geobacillus SBS-4S bakterisi ile
proteaz lretimini en iyi seviyede elde edebilmek i¢in LB besiyerine bugday kepegi, piring
kepegi ve melas gibi ¢esitli karbon kaynaklari (%]1-6) ile maya ekstrakti, pepton ve tripton gibi

azot kaynaklar1 (%]1-3) eklenerek optimizasyon denemeleri yapilmistir. LB besiyerindeki
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mikrobiyal sus, 10,6 U/mL proteaz iiretebilmekteyken, ortama (%1, %2, %3, %4, %5 ve %6)
bugday kepegi, piring kepegi ve melas eklenmesi ile maksimum iiretimin sirasiyla 34,5, 21 ve
20,25 U/mL olarak %5’lik bugday ve piring kepegi, %4 melas eklenmesiyle elde edildigi
gosterilmistir. Daha sonrasinda LB besiyeri, se¢ilen azot kaynaklarindan maya ekstrakti,
pepton, tripton (%0,5, %1, %1,5, %2, %2,5 ve %3) ile takviye edilmis olup en iyi proteaz
tiretiminin %2 maya ekstrakt1 (24,4 U/mL), %1,5 pepton (22 U/mL) ve %1,5 tripton (17,45
U/mL) eklenmesi sonucu elde edildigi rapor edilmistir (Ahmad et al. 2020).
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Sekil 14. Evsel barbunya alt1 suyu 7 giinliik hiicre yogunlugu ve aktivite tayini

Sekil 14’te hiicre yogunlugundaki degisim egrisiyle birlikte verilen barbunya alt
suyunun 7 giinliik proteaz aktivitesinin, ilk giinden (90 U/mL) yiiksek bir aktivite ile baglayip
4 gilin boyunca arttig1 ve 7. giiniin sonunda 130 U/mL ile en yiiksek aktivite degerine ulastigi

gorilmektedir.
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Sekil 15. Evsel barbunya alt1 liyofilizasyon triinii

Sekil 15°te liyofilize haldeki barbunya altinin goriintiisti ve farkli konsantrasyonlardaki
proteaz aktivite degerleri goriilmektedir. Grafikten anlasildig tizere 10 ve 15 g’lik (100 mL
icin) konsantrasyonlarda ilk giin 70 U/mL aktivite ile baslamis olup, 6. glinde 15 g
konsantrasyonunda en yiiksek aktivite degeri olan 175,5 U/mL’ye ulasmistir. Bu sonuglara
gore, barbunya alt1 s1v1 {iretim besiyerinin liyofilize {liriinii, daha yiiksek aktivitelerde proteaz
tiretimi ve oda kosullarinda toz halde uzun siire saklanabilmesi gibi avantajlariyla endiistride

biiyiik 6l¢ekli iiretim proseslerinde kullanilabilir oldugunu gostermektedir.
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Tablo 11. Evsel Barbunya Alt1 Icerik Tayini

I¢indekiler Miktar (mg/mL)
Karbohidrat 326,5
Protein 88,68

Enzim iiretim besiyeri istatistiksel optimizasyon sonugclari

Calismada, BBD maksimum alkalin proteaz iiretimi saglanan optimum parametre
seviyelerini tanimlamak ve bu parametreler ile enzim aktiviteleri arasindaki iliskileri anlamak
icin kullanilmigtir. Alkalin proteaz iiretiminin istatistiksel optimizasyonu igin inkiibasyon
stiresi, sicaklik ve pH parametreleri bagimsiz degiskenler olarak se¢ilmistir. BBD plani ile elde

edilen deneysel enzim aktivite ve tahmin edilen enzim aktiviteleri Tablo 10'da verilmistir.

Bir modelin uygunlugunu gosteren 6nemli bir faktor, uyum eksiklik degerinin
olmamasidir. Anlamli olmayan (p>0.05) bir model uyum degerinin bulunmamasi, hatanin
onemsiz oldugunu ve tepkilerin regresyon denklemi ile acgiklanabilecegini gosterir. Bu
baglamda model uyumu agisindan uyumsuzlugun istatistiksel olarak anlamli olmamasi gerekir
(0,05'ten biiyiik olmali) olmalidir. Calismamizda elde edilen veriler sonucunda uyumsuzluk

degerinin anlamsiz oldugu (p>0,05) bulunmus ve modelin uygunlugu dogrulanmistir.

Tablo 12. Proteaz Uretiminin Optimizasyonu I¢in Box-Behnken Tasarimi ile Deneysel ve
Tahmin Edilen Proteaz Aktiviteleri

Giin Sicakhk pH Deneysel ~ Tahminlenen
1 65 75 165,88 166,83375
3 55 75 248,71 250,41175
1 55 9 200,07 201,4165
1 55 6 208,25 207,8695
3 65 6 156,96 157,7895
5 65 7,5 145,33 146,32375
5 55 6 189,85 189,4475
3 55 7,5 250,1 250,41175
5 55 9 185,24 186,5705
3 65 9 146,07 145,1805
5 45 7,5 187,2 187,19375
3 45 9 190 190,1185
3 55 7,5 251 250,41175
3 45 6 185 186,8395
1 45 7,5 200 199,95175
P<0.05
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Ayrica, ¢alismada modelin uygunlugu R? (regresyon katsayis1), Adj-R? (diizeltilmis
regresyon katsayis1), oOngorillen coklu belirleme katsayis1 (Pre-R?)  kullanilarak
degerlendirilmistir. Alkalin proteaz aktivitesi icin Pre-R? (0.99) ve Adj-R? (0.99) degerleri,
R2(0.99) ile makul bir uyum igindedir. ideal olarak Adj- R? R? degerine yakin olmalidir. R?
degerinin 1’¢ yakin olmasi modelin uygunlugunu yani deneysel ve tahmin edilen degerler
arasinda korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu da deneylerin yiiksek oranda giivenilir
oldugu anlamma gelir (Garai & Kumar, 2013). Optimizasyon calismasinda elde edilen R?
degeri oldukga yiiksek bulunmustur bu deger buraya yazilabilir. Bu yiiksek R?degeri deneysel

sonuglar ile se¢ilen model tahminlerinin olduk¢a uyumlu oldugunu géstermektedir.

Alkalin proteaz iiretiminin optimizasyonu ile ilgili kuadratik model varyans analizi
sonuglar1 tablo 11°de verilmistir. Istatistiksel analiz test edilen degiskenlerin alkalin proteaz

aktivitesi lizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Tablo 13. Box—Behnken Planda Bagimsiz Degiskenlerin Varyans Analizi

Varyans kaynagi DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 16720,6 1857,85 873,44 0,000
3 33343 111142 522,52 0,000
1 554,1 554,11 260,51 0,000
1 27365 2736,52 1286,54 0,000
1 43,6 43,62 20,51 0,006
A2 1 22153 2215,33 1041,51 0,000
B? 1 95434 954337 4486,71 0,000
C? 1 3232,8 3232,78 1519,85 0,000
1
1
1
5
3

Linear
A-Giin
B-Sicaklik
C-pH

B 15,0 15,02 7,06 0,045
AC 3,2 3,19 1,50 0,276
BC 63,1 63,12 29,68 0,003
Hata 10,6 2,13

8,0 2,66 2,00 0,351
Toplam 14 16731,2

Lack-of-Fit (uyum eksikligi)

Maksimum proteaz aktivitesi i¢in iki degiskenin etkilesimini ve her degiskenin optimum
seviyesini gostermek i¢in ii¢ boyutlu (3D) yanit yiizey grafikleri olusturulmustur (Sekil 16).
Fermantasyon ortaminin sicaklii pH ve giiniin proteaz {iretimi i¢in 6nemli dl¢lide etkilendigi

bulunmustur (p <0.0001).
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Sekil 16. Proteaz aktivitesi lizerine li¢ degiskenin kombine etkilerine ait 3D grafikler

Sekil 16, proteaz iiretimi i¢in ii¢ degisken arasindaki etkilesimleri gostermektedir. Sekil
a, b ve c'de gorildiigii gibi, en iyi proteaz aktivitesi, 55°C inkiibasyon sicakligi, 7,5 pH ve 3.
giinde 69,7 U/mL olarak elde edilmistir. Ayrica, pH ve inkiibasyon siiresi (A*C) arasindaki
etkilesimin 6nemli oldugu (p<0.05) ve inkiibasyon sicakligi (B*C) pH ile aralarindaki
etkilesimin 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Literatiirde ¢esitli atik biyokiitleler kullanilarak endiistride 6nemli yeri olan biyomolekiillerin
elde edilmesini amaglayan benzer ¢alismalar bulunmaktadir. Maity et al. (2022) tarafindan
yapilan ¢aligmada, protein igeren biyokiitle atiklar1 arasinda en 6nemli yenilenebilir keratin
kaynaklarindan atik hayvan yiinii, kiimes hayvani tiiyii ve insan sagindan keratinin izolasyonu
yapilmigtir. Tetrametilamonyum hidroksit olarak bilinen kuaterner amonyum hidroksitin (suda
%25 w/w TMAOH) sulu ¢ozeltisi bu protein atiklarini ¢oziiniir hale getirmek i¢in kullanilmis
ve sonugta hayvan yiiniinden %19-20, insan sa¢indan %35-37 ve tavuk tliylinden %69-74
oraninda ham keratin izole edilmistir. Bacillus sp. CL33A ile hiicre dis1 proteazlar ve biyoaktif
hidrolizatlar elde etmek i¢in tily unu (FM), tatli peynir alt1 suyu (LW), liyofilize peynir alt1 suyu
(WL) ve manyok kiispesi (CB) substrat olarak kullanilmis ve baslangigta tek bir substrat olarak
FM'in (10 g/L), LW, WL (5, 10, 15 g/L) veya CB (5, 10, 15 g/L art1 1 g/L (NHa4)2SO04)) ile
karsilastirildiginda daha yiiksek proteaz iiretimi gosterdigi, FM'in 30 g/L'ye ¢ikarilmasinin

proteaz lretimini 6 kat artirdigi gézlenmistir. Daha sonrasinda substratlarin kombinasyonlu
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halleri denenmis ve 30 g/L FM'nin, 5 g/L WL ile takviyesinin 4 giin sonra proteaz verimini 1,8
kat artirdig1, sadece FM igeren ortama kiyasla 3 kat artisa karsilik geldigi, 30 g/L FM'ye CB (5
ve 10 g/L) eklenmesinin, proteaz tiretimini %110-130 oraninda artirmis oldugu tespit edilmistir
(Clerici et al. 2021). Bacillus subtilis’den alkalin proteaz ve biyosiirfektan iiretiminde sivi
iiretim besiyerinde karbon kaynagi olarak %1 ekmek tozu, azot kaynagi olarak %1 kazein
kullanilarak alkalin proteazin iiretimi gergeklestirilmistir. Besiyeri optimizasyonu sonucu 72.
saatte en fazla proteaz iiretiminin 134,64 U/mL oldugu ve baslangica gore alkalin proteaz
aktivitesinde 20,87 kat artis oldugu tespit edilmistir (Stimengen et al. 2016).

Protein tayini icin kullanilan standart grafik

Tez caligmast boyunca alkalin proteazin kismi saflastirilmasinda kullanilan 6rneklerin
kantitatif protein tayini Bradford metodu kullanilarak gergeklestirildi. Bunun i¢in ilk olarak
standart grafigi olusturuldu ve protein miktarlar1 Sekil 17°de gosterilen standart grafikte

bulunan denklem kullanilarak belirlendi.
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Sekil 17. Protein standart grafigi
Tirozin standart grafigi

Tirozin standart grafigi 1 mg/mL konsantrasyonda stok tirozin ¢ozeltisi kullanilarak
hazirlandi. Enzim aktivite hesaplamalarinda kullanilmak iizere olusturulan konsantrasyona

kars1 absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 18).
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Sekil 18. Tirozin standart grafigi
Karbohidrat standart grafigi

Karbohidrat standart grafigi 1 mg/mL konsantrasyonda stok glikoz ¢6zeltisi kullanilarak
hazirlandi. Karbohidrat miktar tayinin hesaplamasinda kullanilmak {izere olusturulan

konsantrasyona karsi absorbans grafigi ¢izildi (Sekil 19).
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Sekil 19. Karbohidrat standart grafigi
Alkalin Proteazin U¢ Fazli Ayirma (TPP) yontemi ile kismi olarak saflastirlimasi

Alkalin proteazin klasik TPP yontemi ile kismi saflastirilmasinda, ilk olarak proteazin
en yiikksek verime ve saflagtirma katsayisina sahip oldugu uygun araligi belirlemek igin,
(NH4)2SO4 doygunlugu ve ham enzim ¢ozeltisi:t-biitanol orani gibi farkli TPP proses
parametrelerinin optimizasyonu yapildi. Sonugcta, B. licheniformis SO7 susundan alkali proteaz

TPP ile 2 mL ham enzim ¢ozeltisi (47,4 U/mL) i¢in, %70 tuz doygunlugunda ve 1.0:0.5 alkol
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oraninda kismi olarak alt fazda saflastirildigi belirlendi. Elde edilen sonuglar Sekil 20-26’da

gosterildi.
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Sekil 20. TPP sisteminde, %20 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oranlarinin
(ham enzim ¢ozeltisi:t-biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) etkisi
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Sekil 21. TPP sisteminde, %30 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oranlarinin
(ham enzim ¢0zeltisi:t-biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) etKkisi
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== Altfazverim (%) --@-- Altfazsaflastirma katsayisi ™= Ara faz verim (%) --¥-- Ara faz saflagtirma katsayis
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Sekil 22. TPP sisteminde, %40 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oranlarinin
(ham enzim ¢0zeltisi:t-biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) etkisi

== Altfazverim (%) --4-- Altfazsaflastirma katsayisi ®™®  Ara faz verim (%) --¥-- Ara faz saflastirma katsayisi
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Sekil 23. TPP sisteminde, %50 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oranlarinin
(ham enzim ¢0zeltisi:t-biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) etKkisi
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== Altfazverim (%) --@-- Altfazsaflastirma katsayisi ™= Ara faz verim (%) --¥-- Ara faz saflagtirma katsayis
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Sekil 24. TPP sisteminde, %60 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oranlarinin
(ham enzim ¢0zeltisi:t-biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) etkisi
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Sekil 25. TPP sisteminde, %70 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oranlarinin
(ham enzim ¢0zeltisi:t-biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) etKkisi
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== Altfazverim (%) --- Alt faz saflagtirma katsayisi == Ara faz verim (%) --¥-- Ara faz saflastirma katsayisi
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Sekil 26. TPP sisteminde, %80 amonyum siilfat doygunlugunda farkli t-biitanol oranlarinin
(ham enzim ¢0zeltisi:t-biitanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) etKkisi

TPP yonteminde pH etkisi

TPP ile kismi saflagtirma igsleminde, en iyi tuz doygunlugu ve alkol orani
belirlendikten sonra sistem optimizasyonunu gerceklestirmek amaciyla farkli pH degerleri
(4,5,6,7,8,9, 10, 11) i¢in, 2 mL ham enzim ¢ozeltisi i¢in (43,68 U/mL) saflastirma
islemleri tekrarlandi. Sekil 27°de elde edilen sonuglar degerlendirildiginde en uygun deger

pH degerinin pH 10 oldugu belirlendi.
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Sekil 27. TPP yonteminde pH etkisi
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TPP yonteminde sicakhi@in etkisi

TPP sisteminde, en iyi tuz doygunlugu, alkol orani ve pH degeri belirlendikten sonra
sicaklik optimizasyonunu gergeklestirmek amaciyla 2 mL ham enzim ¢ozeltisi (55,2 U/mL) ile
farkli sicaklik (4, 25, 30, 40, 50, 60°C) degerlerinde saflastirma islemleri tekrarlandi. Sekil
28’de clde edilen sonuglara gore en uygun sicaklik degerinin 25°C (oda sicakligr) oldugu

belirlendi.
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Sekil 28. TPP yonteminde sicakligin etkisi
TPP yonteminde inkiibasyon siiresinin etkisi

TPP sisteminde, en iyi tuz doygunlugu, alkol oran1 ve pH ve sicaklik degeri
belirlendikten sonra siire optimizasyonunu gergeklestirmek amaciyla 2 mL ham enzim
¢ozeltisi (49,2 U/mL) ile farkl siirelerde (0, 10, 25, 30, 40, 50, 60 dk) saflastirma islemleri
tekrarlandi. Sekil 29’da elde edilen sonucglar degerlendirildiginde en uygun inkiibasyon

stiresinin 30 dk oldugu sonucuna varildu.
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Sekil 29. TPP yonteminde inkiibasyon siiresinin etkisi

B. licheniformis SO7’den izole edilen alkalin proteaz enzimi pH 10°da, oda sicakliginda
(25°C), 30 dk’da, 1.0:0.5 (ham enzim ¢ozeltisi:t-biitanol orani) ve %70 doygun amonyum
stilfat kullanilarak uygulanan TPP sistemi ile %147 verimle 3,23 kat saflastirilmistir.

Literatiir caligmalari incelendiginde optimize kosullar altinda TPP yontemi ile yapilan
saflastirma Ornekleri su sekildedir; Moringa oleifera’dan proteaz oda sicakliginda, pH 7'de 1
saatlik TPP (%35 amonyum siilfat, 1.0:0.75 ham ekstrakt:t-biitanol) uygulamasi sonucu 4,94
kat saflastirma oranmi ve %96,08 verim ile (Abdoulaye et al. 2023), Maclura pomifera
proteazlarini saflastirmak ic¢in oda sicakliginda pH 6°da 1 saatlik TPP (40% (w/v) amonyum
stilfat, 1:1 (v/v) ham ekstrakt:t-biitanol) uygulamasi sonucu %86 verim ve 2,85 saflastirma
oranu ile geri kazanimi (Baslar et al. 2021), ananas tacindan bromelainin TPP (%70 amonyum
stilfat, 1.0:0.5 ham ekstrakt:t-biitanol) ile kismi saflagtirilmas: oda sicakliginda pH 7’de 1
saatlik uygulama sonucu %244'liik bir geri kazanim ve 3,4'liikk saflastirma katiyla (Gul et al.
2022), Carica papaya bitkisinden %134 verimle 11,45 saflastirma oraninda Lateks papain
maddesi (Hafid et al. 2020), Bacillus sp. ICTF2 alkalin proteaz1 %147,9 verimle 12 kat (Kaur
et al. 2019) elde edilmistir. Literatiir ile karsilastirma yapildiginda B. licheniformis SO7
susundan saflagtirilan proteazin TPP teknigi kullanilarak yiiksek verimle elde edildigi

gorilmektedir.
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Alkalin proteazin manyetik alan destekli ii¢c fazlh ayirma (MFTPP) yontemi ile
kismi saflastirilmasi

MFTPP ile kismi saflastirma isleminde optimum sartlar1 belirlemek amaciyla manyetik
alan uygulama siiresi, gorev dongiisii ve manyetik alan giicii gibi parametreler degistirilerek 2
mL ham enzim c¢ozeltisi (52,8 U/mL) i¢in saflagtirma islemleri uygulanmistir. Uygulanan
islemler sonrasi en iyi degerler sirasiyla 6 dk uygulama siiresi, %40 gorev dongiisii ve 40 W

manyetik alan giicii olarak belirlendi. Elde edilen tiim sonuglar Sekil 30-35’te gosterildi.
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Sekil 30. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiiniin (%20) alkalin proteazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi
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Sekil 31. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiiniin (%40) alkalin proteazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi
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Sekil 32. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiiniin (%60) alkalin proteazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi
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Sekil 33. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiiniin (%80) alkalin proteazin %verim ve
saflastirma katsayisina etkisi
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Sekil 34. Manyetik alan siiresinin ve gorev dongiisiiniin (%100) alkalin proteazin %verim ve
saflagtirma katsayisina etkisi
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Sekil 35. Manyetik alan giiciiniin alkalin proteazin %verim ve saflastirma katsayisina etkisi
(manyetik alan siiresi: 6 dk, gérev dongiisii: %40, ham enzim ¢ozeltisi: 52,8 U/mL)

Enzim saflastirma istatistiksel optimizasyon sonuclari

Calismamizda deneysel sonuclar ile olusturulmus grafilere ek olarak yilizey yanit
yontemi (RSM) ile sonuglar desteklenmistir. Klasik TPP’de tuz, sicaklik ve t-biitanol ve
MFTPP’de ise siire, gii¢ ve sicaklik parametrelerinin enzim verimi ve saflastirma katsayisi
tizerinde onemli derecede etkili oldugu gozlenmistir (P<0,05). Klasik TPP’de tuz (%70) t-

biitanol (1.0:0.5) ve oda sicakliginda ¢ok iyi bir verim elde edilmistir. Enzim verimi ve
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saflagtirma katsayisi deneysel ve tahminen yapilan islemde birbirini desteklemektedir. Sekil 36
ve 37’de gosterildigi lizere yanit ylizey yontemi %95 giiven araliginda gerceklestirilen model
seciminde dogrusal ve karesel modelin P-degeri anlamli bulunmustur (P<0,05). Calismada

alkalin proteazin saflastirilmasi ile ilgili kuadritik model varyans analizi sonuglar1 Ek 1-4’te
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Sekil 36. Klasik TPP’de alkalin proteaz aktivitesi lizerine ii¢ degiskenin kombine etkilerine ait
3D grafik goriintiileri
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Sekil 37. MFTPP’de alkalin proteaz aktivitesi tizerine ti¢ degiskenin kombine etkilerine ait 3D
grafik goriintiileri

B. licheniformis SO7 ile Saflastirilan Alkalin Proteazin saflastirma sonuclari

B. licheniformis SO7’den proteaz enzimi TPP optimizasyonu ile belirlenen parametreler
kullanilarak 2 mL ham enzim ¢ozeltisi (47,4 U/mL) i¢in %70 (w/v) amonyum siilfat
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doygunlugu, 1.0:0.5 (v/v) ham enzim ¢dzeltisi:t-biitanol oran1 ve pH 10,0’da %147 verimle
3,23 kat; MFTPP ile belirlenen parametreler kullanilarak %40 gérev dongiisii, 6 dk manyetik
alan siiresi ve 40 W manyetik alan giiciinde %181 verimle 4 kat alt fazda kismi olarak
saflagtirildi (Tablo 14).

Tablo 14. B. licheniformis SO7 ile saflastirilan Alkalin Proteazin Saflastirma Tablosu

Basamak  Total  Aktivite Protein  Total Total Spesifik  Saflastirma %
Hacim (U/mL) (mg/mL) Aktivite Protein Aktivite Katsayis1 ~ Verim
(mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg)

Ham 2 67,5 97,3 135 194,6 0,69 1 100

Enzim

Cozeltisi

TPP Alt 3 66,5 29,6 199,5 88,8 2,24 3,23 147

Faz

TPP Ara 1 42,7 102,5 42,7 102,5 0,41 0,59 31

Faz

MFTPP 3 81,6 29,2 244.8 87,6 2,79 4 181

Alt Faz

MFTPP 1 21 115,7 21 115,7 0,18 0,26 15

Ara Faz

TPP ile yapilan saflastirma ¢alismalarinda toplam enzim aktivitesinde artis
gozlenmektedir. Bunun sonucu olarak enzimlerin spesifik aktivitesindeki artisin arkasindaki
mekanizma hala tam olarak agiklanamamis olsa da, bunun baslica nedenleri arasinda enzim
molekiiliinlin artan esnekligi, inhibitorlerin enzim preparatlarindan uzaklastirilmasi, yapisal
degisiklikler ve konformasyonel sikilasma olabilecegi diisiiniilmektedir (Bayraktar & Onal,

2013; Aras, 2023).

Bu tez ¢alismasinda alkalin proteazin saflastirilmasi i¢in ilk olarak klasik TPP yapilmis
olup, sonrasinda verim ve saflagtirma kat sayisini artirmak amaciyla TPP yontemi modifiye
edilerek literatiirde yeni bir yontem olan manyetik alan destekli TPP gergeklestirildi. Tablo
15°de TPP ve MFTPP sisteminin karsilastirilmasi 6zetlenmistir. Klasik TPP’de elde edilen
%147 verimle 3,23 kat saflastirma sonucu, MFTPP’de %181 verim ve 4 kat saflastirma oranina
yiikselerek basarili bir sonu¢ elde edildi. Klasik TPP’de uygulanan 60 dk’lik siirenin
optimizasyon sonucu 30 dakikaya ve ayrica MFTPP’de 6 dk’ya diistiigli goriilmektedir.

Tablo 15. Klasik TPP ve MFTPP Yontemlerinin Optimize Kosullar Altinda % Geri Kazanim
ve Saflastirma Katsayis1 Karsilastirmasi

Sistem Optimum Kosullar % Verim Saflastirma Kat1  Islem Siiresi (dk)

TPP %70 (W/v) (NH4)2SOs, %147 3,23 30
1.0:0.5 t-biitanol, 25°C,
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pH 10

MFTPP %70 (W/v) (NH4)2SOq, %181 4 6
1.0:0.5 t-biitanol, 25°C,
pH 10, gérev dongiisii
%40, manyetik alan
giici 40 W

Literatiirde bulunan g¢alismalara bakildiginda modifiye edilmis TPP yontemleri ile
yapilan saflastirmalar su sekildedir; mikrodalga destekli ii¢ fazli ayirma teknigini (MWTPP)
kullanarak mikroalglerden (Chlorella vulgaris) proteinlerin ekstraksiyonunu 120 saniye
mikrodalga 1sinim siiresi, %80 gorev dongiisii, 100 W mikrodalga giicii ve mikroalg biyokiitlesi
konsantrasyonu (%0,5 w/w) sonucu %63,2 verimle 2,54 kat saflastirma derecesi elde edilmistir
(Chew et al. 2019). Atik patates kabuklarindan polifenol oksidaz enziminin (PPO) ultrason
destekli ti¢ fazli ayirma (UATPP) yontemi kullanilarak 5 dk, 25 kHz, %40 goérev dongiisii ve
150 W nominal gii¢ ile %98,3 verimle 19,7 kat geri kazanim saglanmistir (Niphadkar & Rathod,
2015). ilk kez B. licheniformis SO5 susundan a-amilazin kismi saflastiriimasinda kullanilan
MEFTPP ile %30 gorev dongiisii ve 70 W manyetik alan giicii ile 10 dk’da %195 verimle 3,07
kat saflastirilarak klasik TPP’ye gore daha kisa siirede yiiksek verim ve saflagtirma orani

gozlenmistir (Aras, 2023).

MEFTPP’de yer alan islemin gérev dongiisii, belirli bir siire manyetik giice maruz
birakilan 6rnegin, toplam uygulama siiresinin belirli ylizde degerleri hesaplanmasi (6rnegin
%20 gorev dongiisii 12 sn on, 48 sn off seklinde) sonucu manyetik alan uygulama ve durdurma
stirelerinin belirlenmesi olarak tanimlanabilir. Bu durumda gii¢, aralikli (darbe modu) olarak
uygulanir. Siirekli modda saglanan manyetik alan kesintisiz molekiiler siirtlinmeye yol agabilir.
Bu, sistemin genel sicakligini artirarak enzimlerin denatiirasyonuna yol agabilir. Bu nedenle
kesintili manyetik alana tabii tutularak, siirekli moda kiyasla enzimin daha az denatiirasyonu
saglanabilir. Darbe modunda calistirma ayrica enerji tiiketimini azaltir ve sistemdeki
solventlerin buharlagsmasin1 azaltir. Bu sebepler dogrultusunda, mikrodalga veya ultrason
destekli TPP’de kesintili/darbe modunda uygulama yapilmaktadir (Salvi et al. 2020; Ketnawa

et al. 2017). Bu nedenle, manyetik alan uygulamasi da benzer sekilde gergeklestirilmistir.

Literatiirde manyetik alanin yiiklii par¢aciklar tizerinde uyguladigi Lorentz kuvveti ile
hareketli yiikler tizerinde bir sapma etkisine sebep olabilecegi belirtilmektedir (Gao et al. 2019).
Elektromanyetik ayirma teknigi ile proteinlerin saflagtirilmasinin yapildig1 bir caligmada,
yiiksek elektrik alan giicliniin partikiil yoriingesinin sapmasini ve agregatlar arasinda ayrilmay1
saglayarak protein saflastirma verimini 6nemli dlciide artirdig1 ve ayni sekilde verimi daha da

artirmak i¢cin manyetik alan uygulanabilecegi ifade edilmektedir (Zhu et al. 2021). Bu
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calismada kullanilan MFTPP yonteminde de, uygulanan manyetik alanin benzer sekilde yiikli
parcaciklar ilizerinde sapma etkisine sebep oldugu, bununda faz ayrilma oranini ve hedef
proteinin difiizyonunu artirabilecegi yoniinde bir mekanizma oldugu disiiniilmektedir (Gao et

al. 2019; Aras, 2023).

B. licheniformis SO7 Alkalin Proteazin Biyokimyasal Karakterizasyonu Sonuclari

SDS-PAGE yontemi ile alkalin proteazin molekiil agirhgimin belirlenmesi ve
zimogram analizi

TPP/MFTPP teknigiyle B. licheniformis SO7 susundan kismi olarak saflastirilan alkalin
proteazin safliginin kontrolii ve molekiil agirliginin belirlenmesi i¢in SDS-PAGE yo6ntemi
kullanild1 (Sekil 39). Log MK-Rs grafigini elde etmek i¢in standart proteinin ve enzimlerin jel
tizerinde yiirimiis olduklar1 mesafeler ol¢iildii. Sekil 38’de ¢izilen grafikten yararlanilarak elde

edilen alkalin proteazin molekiil agirligi ~55 kDa olarak hesaplandi.

Ek olarak, alkalin proteaz enzimi SDS-PAGE sisteminde yiiriitiilerek zimogram
analizi yapildi. Yapilan analiz sonucunda Sekil 39°da goriilen proteaz enziminin bulundugu
noktada seffaf bir bant verdigi goriilmektedir. Enzimin kazeini pargalamasindan dolay1 jelde
diger bolgelere gore daha agik renkte bulunan seffaf renkteki goriintii proteaz enziminin

varligini1 dogrulamaktadir.
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Sekil 38. Log MK-Rf grafigi
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Sekil 39. B. licheniformis SO7‘den TPP ve MFTPP yontemiyle saflastirilan alkalin proteaz
enziminin SDS-PAGE ve zimogram goriintiisii, M-) Marker a-) Ham enzim ¢6zeltisi b-) TPP
alt faz c-) TPP ara faz d-) MFTPP alt faz e-) MFTPP ara faz f-) Zimogram analizi

B. licheniformis SO7 susu kullanilarak alt fazdan saflastirilan alkalin proteazin molekiil
kiitlesi ~55 kDa olarak belirlendi. Literatiirde Bacillus sp. Mar64 proteazi ~28 kDa (Kotb et al.
2023), Bacillus sp. tarafindan iiretilen keratinolitik proteaz 25-28 kDa (Lemes et al. 2023), B.
cereus'tan ekstrakte edilen alkalin proteaz 35 kDa (Ullah et al. 2022), B. subtilis S1 proteazi
icin 17 kDa ve B. amyloliquefaciens KSM12 proteazi i¢in 65 kDa (Hashmi et al. 2022) molekiil
kiitlesine sahip oldugu bildirilmistir.

Alkalin Proteazin aktivitesi ve stabilitesi iizerine pH’nin etkisi

Saflastirilan alkalin proteazin optimum pH’sini belirlemek amaciyla 3 farkli tamponla
hazirlanan 7 farkli pH degerinden elde edilen aktivite sonuglarina gore grafik olusturuldu (Sekil
40). Grafige gore alkalin proteazin pH 7,5ta en yiiksek aktiviteye sahip oldugu gézlenmektedir.
pH 6 6,5 ve 9 disinda B.licheniformis SO7 susundan elde edilen proteazin %40’ iizerinde
aktivite gosterdigi belirlenmistir. pH degeri ylikseldik¢e aktivitenin yiikseldigi ancak pH

7,5’tan sonra aktivitenin diismeye basladig1 grafikten gozlenmektedir.
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Sekil 40. Alkalin proteaz i¢in optimum pH grafigi

Alkalin proteazin asidik ve bazik ortamlarda stabilitesini belirlemek amaciyla 12 saate
kadar pH 6 ve pH 12 araligindaki degerlerde enzim aktivitesi 6l¢iildii. Elde edilen aktivite
sonuglarina gore Sekil 41°de gosterilen grafik ¢izildi. 12 saatin sonunda tiim pH degerlerinde
SO7 alkalin proteazin aktivitesini 6zellikle pH 7-9 araliginda %50 nin iizerinde stabilitesini

korudugu gozlemlendi (Sekil 41).
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Sekil 41. Alkalin proteaz i¢in stabil pH grafigi

Literatiirde bulunan benzer c¢aligmalar incelendiginde; Maclura pomifera’dan
saflagtirilan proteazin optimum pH degeri 6,5 ve 2 saatlik inkiibasyon sonucu pH 5-9 araliginda
%80’1n lizerinde stabilitesini korudugu (Baslar et al. 2021), soya fasulyesinden B. subtilis DC27
fibrinolitik enziminin optimum pH’s1 7 olup pH 6-10 araliginda stabilitiseni %70’in lizerinde
korudugu (Hu et al. 2019), Carica papaya’dan elde edilen papainin optimum pH’s1 6 ve 1
saatlik inkiibasyon sonrasinda pH 6-7,5 araliginda stabilitesini %80 korudugu (Hafid et al.
2020), Bacillus sp. ile elde edilen alkalin proteazin optimum pH’sinin 10 oldugu ve 10 dakikaya
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kadar inkiibasyon siiresi sonucu denenmis olan pH 6, 9, 10 ve 11 igin 30 dk’ya kadar stabilitenin

%80 korundugu sonrasinda ise her birinin diisiise gectigi (Yu et al. 2019) bildirilmistir.

Alkalin proteazin aktivitesi ve stabilitesi iizerine sicakhigin etkisi

SO7’°den saflastirilan alkalin proteazin 0-90°C’ye kadar olan sicaklik araliginda aktivite
Olctimii yapildi. Farkli sicakliklarda ¢alisilan alkalin proteazin aktivite tayini sonuglarina gore
cizilen grafikte gosterildigi gibi optimum sicaklik 40°C olarak belirlendi. Elde edilen veriler
Sekil 42°de gosterildi.
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Sekil 42. Alkalin proteaz igin optimum sicaklik grafigi

Alkalin proteazin 0-90°C araliginda 12 saatlik siire boyunca aktivite dl¢limii yapildi.
Sekil 43°te gosterildigi gibi B. licheniformis SO7’den saflastirilan alkalin proteazin farkli
sicakliklarda 90°C hari¢ biitin degerlerde aktivitesini %90’in tizerinde korudugu; c¢ogu

degerin%100 ile %160 arasinda kalan aktiviteye sahip oldugu gozlendi (Sekil 43).
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Sekil 43. Alkalin proteaz i¢in stabil sicaklik grafigi
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Literatiirde; Bacillus luteus H11 susundan elde edilen alkali ve halofilik proteazin 30
dakika sonunda optimum sicaklig1 45°C ve 90 dk inkiibasyon sonras1 45°C ve 55°C’de sirasiyla
%85 ve %70’e kadar kararliligimi korudugu (Kalwasinska et al. 2018), Maclura pomifera
proteazlarinin maksimum sicakliginin 30 dakika inkiibasyonu sonucu 65°C oldugu ve 25-65°C
araliginda %50 nin tlizerinde kararlilik gosterdigi (Baslar et al. 2021), B. safensis RH12 serin
proteazinin 60°C'de optimum aktivite sergiledigi ve genis bir sicaklik aralifinda stabilitesini
korudugu ozellile 1 saatlik inkiibasyon sonrast 50°C'de aktivitesinin %85'ini korudugu (Rekik

et al. 2019) bildirilmistir.

Bazi metal iyonlarinin alkalin proteaz aktivitesi iizerindeki etkisi

Alkalin proteaz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin etkisini incelenmek amaciyla 1
mM, 5 mM ve 10mM’lik konsantrasyonlardaki Li*, K*, Ca?", Mn?* ve Ni?" metal iyonlart
kullanildi. K* tiim konsantrasyonlarda alkalin proteaz aktivitesini ayni oranda  (%45)
artirmistir. Diger metal iyonlarinin (Mn?*, Ni%*, Ca?*, Li*, K*) ise %50’nin iizerinde enzim
aktivitesinde artiga neden oldugu tespit edildi. Metal iyonlarinin varliginda enzim aktivitesinin

etkisi Sekil 44’te gosterilmistir.
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proteaz aktivesi iizerine etkisi
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Sekil 44. 1 mM, 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda hazirlanan metal iyonlarinin alkalin
proteaz aktivesi ilizerine etkisi (devami)

Literatiir ¢alismalarinda metal iyonlarinin proteaz aktivitesi {izerine etkileri
incelendiginde; Bacillus sp.'den elde edilen alkalin proteazin (H20:'ye toleransli) 10 mM’lik
konsantrasyondaki Fe?" tarafindan inhibe edilirken, 1 mM'lik diisiik bir konsantrasyonda
aktivite iizerinde hafif bir artis oldugu ve Fe®’iin alkalin proteazin aktivitesi iizerinde
konsantrasyona bagli bir inhibitdr etkiye sahip oldugu, buna karsm 10 mM Mn?* varliginda
%21 oraninda artan aktiviteye sahip oldugu gozlemlenmis (Yu et al. 2019), Neurospora
crassa'dan ekstrakte edilen alkalin proteazin 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda Ca?*, Cu®,
Co?", Mg?*, Zn?*, Fe?* varliginda sadece 5mM Ca?*’nin enzim aktivitesini atirdig1 diger metal
iyonlarmni tarafindan inhibe edildigi (Zheng et al. 2020), S. sciuri'den elde edilmis olan
proteazin 10 mM'lik konsantrasyonda Ca?* ve Mg?* tarafindan sirasiyla %189.6 ve %112.23
oranda aktive gosterdigi buna karsilik, 10 mM konsantrasyonda hem Cu?* hem de Hg*
varhginda proteaz aktivitesinin tamamen inhibe oldugu (Abu-Khudir et al. 2019) rapor

edilmistir.

Baz yiizey aktif madde ve inhibitorlerin alkalin proteaz aktivitesi iizerine etkisi

Alkalin proteazin aktivitesi lizerine yiizey aktif maddeleri ve inhibitorlerin etkilerini
arastirmak i¢in %1 ve %S5’lik konsantrasyonlarda SDS, Tween-20, Tween-80 Triton X-100
yiizey aktif maddeleri ve H202; 2 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarda EDTA, DTNB, IAA, PMSF,
B-merkaptoetanol, 3,4-Dikloroizokumarin inhibitorleri kullanildi. Tablo 15’te verilen
sonuglara gore alkalin proteazin SDS varliginda aktivitesini %95’den fazla korudugu gézlendi.

%1’lik Tween-80 ve Tween-20 yiizey aktif maddelerinin varliginda %70’in tizerinde
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aktivitesinin koruyabildigi, buna karsin %5’lik Tween-80 ve Triton X-100 varliginda yaklasik
%353 oraninda enzimin inhibe oldugu belirlendi. H202’nin %’lik konsanstrasyonda enzim
tizerinde %6 oranda artan aktiviteye neden oldugu ve %5’°lik konsantrasyonunda ise enzim
aktivitesinin %85 oraninda korundugu gozlemlendi. Inhibitdrler varliginda ise; DTNB, EDTA
ve [AA’nin 2 ve 5 mM’ lik konsantrasyonlarinda enzimin %80-90 araliginda aktivitesini
korudugu, ancak 2 ve 5 mM’ lik B-Merkaptoetanol, 3,4-Dikloroizokumarin ve 5 mM’lik

konsantrasyonda PMSF’in enzimi yaklasik %45 oraninda inhibe ettigi tespit edildi.

Tablo 16. Yiizey Aktif Maddelerin ve Inhibitoriin Alkalin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yiizey aktif maddeler Konsantrasyon (%) Kalan Aktivite (%)
SDS 1 98,57+4,09
5 97,34+1,19
Tween-20 1 95,44+4,50
5 71,91+0,53
Tween-80 1 84,90+2,04
5 38,50+4,30
Triton X-100 1 55,37+7,86
5 47,52+14,82
H20, 1 106+0,62
5 85+18
Inhibitorler Konsantrasyon (mM) Kalan Aktivite (%)
DTNB 2 91,555+ 0,718
5 92,482+ 7,466
EDTA 2 90,479+ 3,000
5 84,580+ 1,445
I1AA 2 84,613+1,239
5 87,140+2,597
PMSF 2 76,214 +5,570
5 55,108+0,700
B-Merkaptoetanol 2 46,097+5,553
5 54,542+1,411
3,4-Dikloroizokumarin 2 57,453+3,529
5 54,103+0,626

Literatiirde bulunan ¢alismalar incelediginde; Neurospora crassa‘dan elde edilen alkalin
proteazin ylizey aktif maddeler varliginda (SDS, Tween-80, Span, Triton X-100) SDS’in,
proteazi %27 oraninda inhibe ettigi ve diger maddelerin ithmal edilebilir etkisi oldugu ve diger

proteaz inhibitorleri (PMSF, EDTA, pepstatin A ve IAM) varliginda PMSF’ nin alkalin proteaz
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aktivitesini tamamen inhibe ettigi gosterilmis (Zheng et al. 2020), S. sciuri'den ekstrakte edilmis
olan proteaz, 10 mM konsantrasyonda gézlemlenen %39,6 aktivite ile EDTA varliginda 6nemli
o6l¢iide inhibe edildigi, 6te yandan, 1 ve 2 mM konsantrasyonlarindaki DTT varliginda proteaz
aktivitesinin kontrole gore sirasiyla %28,9 ve %17,5'e kadar arttig1 ve %0,2 ve %0,5 SDS
konsantrasyonlarinda sirasiyla %58,2 ve %52,73 oranda enzimin aktivitesini korumus oldugu
gozlemlenmis (Abu-Khudir et al. 2019), Bacillus circulans’dan elde edilen proteazin 1 ve 5
mM’lik PMSF ile sirastyla %85 ve %95 oraninda inhibe oldugu, Triton X-100 ve Tween-20,
maddeleri varliginda ise proteaz aktivitesinin sirastyla %15 ve %20 oraninda arttig1 ve %1 SDS
varhiginda enzimin baslangi¢ aktivitesini %75'ini korudugu (Rao et al. 2009); Nesternkonia
sp.Al-20 susundan izole edilen proteaz enziminin PMSF ‘nin 1 mM konsantrasyonunda kararli
kaldigi, 10 mM konsantrasyonda ise aktivitesinin %108 oldugu, diger bir serin proteaz
inhibitdrii olan 3,4- diklorokomarin ile aktivitesini %70 oraninda kaybettigi ve bu nedenle bu
enzimin serin proteaz oldugunu (Gessesse et al. 2003) rapor edilmistir. Yapilan galismalara
gore degerlendirildiginde, PMSF ve 3,4-Dikloroizokumarin varliginda inhibisyonundan yola
cikilarak B. licheniformis SO7 proteaz enziminin alkalin serin proteaz olabilecegi
diistiniilmektedir. Aym zamanda, B. licheniformis SO7’dan izole edilen proteaz enziminin
yiizey aktif ajanlar ve H2O varliginda aktivitesini yiiksek oranda korumasi ozelligiyle de

enzim, bir¢ok endiistriyel alanda kullanim i¢in cazip bir aday olma potansiyeline sahiptir.

Bazi organik ¢oziiciilerin alkalin proteazin aktivitesi iizerine etkisi

Alkalin proteazin aktivitesi lizerine organik ¢oziiciilerin etkisini arastirmak i¢in %15 ve
%50 konsantrasyonlarda metanol, etanol, izopropanol, t-biitanol, aseton ve DMSO kullanilarak
1 ve 24 saatlik stirelerde aktivite tayinleri yapildi. Tablo 16’da verilen sonuglara gore kullanilan
organik coziiciilerin varliginda 1 saatlik siire sonunda alkalin proteazin aktivitesini %100’lin
tizerinde korudugu gézlemlendi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda ise alkalin proteaz aktivitesinin
%15°1ik 2-propanol varliginda %91 korundugu, metanoliin %15’lik konsantrasyonunda
%A42’lik bir inhibisyona ugradigi, ancak %350 konsantrasyonunda aktivitesinin %388’ini

koruyabildigi gézlemlenmistir.
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Tablo 17. Baz1 Organik Maddelerin Alkalin Proteaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Organik Céziiciiler (1 saat)

Konsantrasyon (%)

Kalan Aktivite (%)

Metanol 15 104,749,672
50 119,4+10,55
Etanol 15 104,4+4,390
50 103,4+6,133
2-Propanol 15 111,943,224
50 102,4+2,81

DMSO 15 105,9+11,6
50 113,9+10,2

Aseton 15 110,9+5,75
50 110,9+10,5

Tert-biitanol 15 111,9+6,78
50 128,3+3,22

Organik Coziiciiler (24 Konsantrasyon (%) Kalan Aktivite (%)
saat)

Metanol 15 58,58+2,43
50 89,55+3,22

Etanol 15 100+0,700

50 106,4+4,92

2-Propanol 15 91,04+1,21
50 100+8,110

DMSO 15 113,4+1,21
50 136,8+5,62

Aseton 15 98,50+1,21
50 102,9+10,62
Tert-biitanol 15 103,48+8,64
50 122,80+9,92

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde; Neurospora crassa'dan ekstrakte edilen alkalin

proteazin %1 ve %10 konsantrasyonlardaki metanol, etanol, izopropanol, aseton, asetonitril

varhiginda aktivite tizerinde pek bir etki yaratmadigi (Zheng et al. 2020), Streptomyces sp.'den

elde edilen alkalin proteazin etanol varliginda aktivitesinin en yiiksek oranda stabil kaldigy, etil

asetat, DMSO, kloroform ve heksan coziiciilerinde yaklasik %80 stabilite gosterdigi ancak

aseton, asetonitril, izopropanol, benzen ve toluen gibi diger solventlerin varliginda ise orta

diizeyde %30-%50 arasinda stabilite gosterdigi tespit edilmis (Sarkar & Suthindhiran 2020),

Bacillus cereus S8 alkalin proteaz aktivitesinin aseton, etanol, metanol, benzen ve izopropanol

varliginda %60’1n {lizerinde inhibe oldugu buna karsin ksilen ve etil eter varliginda enzim
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aktivitesinde minimum artig goriildiigii (Lakshmi et al. 2018) raporlanmistir. Sonug olarak, B.
licheniformis SO7 proteazinin organik ¢oziiciiler varliginda yiiksek konsantrasyonda ve uzun
stireli inkiibasyon siirelerinde kararliligini korudugu ve bunun da endiistriyel prosesler

agisindan 6nemli oldugu sdylenebilir.

Substrat Spesifitesi

B. licheniformis SO7’den saflastirilmis olan alkalin proteazin substrat 6zgiilligii ¢esitli
substratlar kullanilarak test edildi. Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler
degerlendirildiginde alkalin proteazin substrat olarak kazein i¢in en yiiksek aktiviteyi gosterdigi

belirlendi (Tablo 17).

Tablo 18. B. licheniformis SO7 Alkalin Proteaz Substratlar1 - % Bagil Aktivite Degerleri

Dogal Subsratlar Bagil Aktivite (%)
Kazein 100,0 + 0,001
Azokazein 82,82+ 7,919
Hemoglobin 52,62+ 4,525
Jelatin 51,48+6,713

Alkalin proteazin kinetik parametrelerinin belirlenmesi

B.licheniformis SO7 susundan kismi olarak saflastirilan alkalin proteazin kazein
substrati icin Km Ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk grafigi kullanilarak hesaplandi. Kullanilan
grafige gore; kazein igin Km degeri 0,240 mg/mL, Vmax degeri 96,15 pg.mLt.dk?, Kear degeri,
1,7.102? st Kea/Km degeri, 0,071 s, mM?olarak hesaplandi (Sekil 45).
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Sekil 45. Kazein substrati i¢in Km Ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik Lineweaver-Burk
grafigi
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Maclura pomifera proteazi igin Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 0,87 mg/mL ve 8,82 U
(Baslar et al. 2021), Bacillus sp. alkalin proteazi i¢in Km Ve Vmax degerleri sirasiyla 16,7 mg/ml
ve 14,7 ug/(dk.ml) (Yu et al. 2019), B. licheniformis'ten alkalin proteazinVmax Ve Km degerleri
sirastyla 104,9 U/mL ve 29 uM (Bashir et al. 2018), Neurospora crassa‘dan elde edilen alkalin
proteazin Km ve Vmax degerleri sirastyla 2,18 mg/mL ve 36,36 pg/mL/dk (Zheng et al. 2020),
%1 kazein kullanilarak izole edilen proteazin Km ve Vmax degerleri sirasiyla %5,9 ve 32,25
uM/dk/mg (Sarkar & Suthindhiran, 2020), Nocardiopsis dassonvillei OK-18 alkalin proteaz
icin hesaplanan Km, Vmax Ve Kcat degerleri sirasiyla 1,0 mg/mL, 1879,12 U (10,370 uM/dk) ve
7,8 x 10-2 s*mL (Sharma et al. 2020) olarak belirtilmistir.

Alkalin Proteazin Hidroliz Deney Sonucu

B.licheniformis SO7 alkalin proteazinin, kontrol proteini olan BSA’ni biiyiik 6l¢iide
hidrolize ettigi BSA hidroliz deneyi ve SDS-PAGE analizi ile gosterilmistir. Sekil 46, H: Ham
enzim ¢oOzeltisine ait bantlari, a: BSA’e ait protein bandini ve b: BSA’in alkalin proteaz enzimi
ile muamelesi sonucu BSA’daki bandin biiyiilk oranda kii¢lildiigiinii, yani yiiksek oranda

par¢alandigin1 gostermektedir.

180kDa~

135kDa~

100kDa~

75kDa~

63kDa~

48kDa~

Sekil 46. Alkalin proteazin BSA hidrolizi SDS-PAGE goériintiisii, M-) Marker, H-) Ham enzim
¢ozeltisi, a-) BSA proteini b-) BSA-Alkalin proteaz
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Literatiirde alkalin proteazlarin hidroliz ¢alismalar1 incelendiginde; Ketnawa et al.
(2014) tarafindan yapilan ¢aligmada, yayin balig1 i¢ organlarindan safalstirilan alkalin proteazin
soya proteini izolatlari, yumurta aki proteini ve peynir alti suyu proteini konsantreleri
tizerindeki hidrolizine bakilmis ve sonugta ticari tripsin ile karsilastirildiginda, ekstrakte edilen
alkalin proteazin, yumurta aki proteini hari¢ tiim protein izolatlarinin hidrolizinde daha yiiksek
etkinlik gosterdigi tespit edilmistir. Streptomyces sp. Al-Dhabi-82’den saflagtirilan alkalin
proteazin tily bozunmasi iizerindeki etkisinin analiz edildigi baska bir calismada, enzimin
%90'dan fazla keratini bozdugu tespit edilmis ve tiiy tozunun hidrolizi i¢in ek enzimlerin
gerekli olmadigr belirtilmistir (Al-Dhabi et al. 2020). Cohnella sp. A01’den c¢lde edilen L-
glutaminaz rSAM proteininin proteazlara kars1 diren¢ gosteriminde kontrol protein BSA olacak
sekilde karsilastirmali olarak ticari proteazlar (kimotripsin, pepsin, tripsin ve proteinaz K) ile
muamelesi SDS-PAGE analizi ile gésterilmistir. Sonugta rSAM’in rSAM {izerinde ¢ok sayida
boliinme bolgesi olmasina ragmen kimotripsin, pepsin ve tripsin tarafindan ¢ok hafif kesimlerle
yaklagik olarak bozulmadan kaldigi buna karsin kontrol proteini BSA’in, kimotripsin ve tripsin
tarafindan biiylik 6l¢iide pargalandigi ve pepsin ve proteinaz K tarafindan tamamen yok edildigi
gozlenmisitr (Mosallatpour et al. 2019). Bu g¢alismadan yola ¢ikarak tez ¢alismasinda elde
edilen alkalin proteazin BSA {izerindeki hidroliz etkisine bakilmis ve buna benzer bir sonug

elde edilmistir.
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SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda ilk olarak, B. licheniformis SO7 bakteri susu ile alkalin proteazin
gida atigindan yiiksek aktiviteli liretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢evre dostu biyoiiretim prosesi
ile endiistri ve biyoteknoloji agisindan biiyiik 6nem arz eden biyomolekiiller diisiik maliyetle
yiiksek oranda iiretilebildigi gibi atiklarin da geri doniisiimiine potansiyel bir ¢oziim yolu
sunmaktadir. Uretimi gergeklesen alkalin proteaz, pH 10°da 1.0:0.5 (ham enzim ¢ozeltisi:t-
biitanol orani) ve %70 doygunlukta amonyum siilfat kullanilarak TPP yontemi ile %147
verimle 3,23 kat saflastirildi. Optimize edilen sartlar kullanilarak literatiirde yeni bir yontem
olan manyetik alan destekli TPP teknigi ilk kez alkalin proteaz enziminin kismi saflastirilmasi
icin kullanildi. MFTPP igin; %40 gorev dongiisii, 40 W manyetik alan giicii ve 6 dk’lik
saflagtirma siiresi kullanilarak %181 verimle 4 kat saflagtirma gergeklestirildi. Elde edilen
sonuclar, manyetik alan destekli TPP’nin geleneksel TPP’ye kiyasla ¢cok daha kisa islem
stiresinde daha yiiksek verim ve saflastirma oraniyla alkalin proteazin kismi saflastirilmasi i¢in
kullanilabilecek etkin bir yontem oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla MFTPP sistemi, farkli
birgok enzimin ve diger biyomolekiillerin ekstraksiyonunda daha yiiksek bir saflikla ve % geri
kazanimla elde edilmeleri i¢in yeni bir teknik olarak oOnerilebilir. Kismi olarak saflastirilan
alkalin proteazin pH 6-12 ve 0-90°C sicaklik araliginda yiiksek oranda aktif ve stabil oldugu
tespit edildi. Ayrica bazi metal iyonlarinm (Li*, Ca?*, Mn?*, Ni?*, K*) baz1 organik ¢ziiciilerin
(Metanol, etanol, t-biitanol, izopropanol, aseton, DMSO), bazi yiizey aktif maddeleri (Tween-
20, Tween-80, Triton X-100, SDS), H20: ve inhibitorlerin (DTNB, EDTA, IAA, PMSF, B-
Merkaptoetanol, 3,4-Dikloroizokumarin) varliginda enzim aktivitesinin arttigi ya da biiyiik
oranda stabilitesini korudugu tespit edilmistir. Bunun yaninda, 2 ve 5 mM konsantrasyonda
PMSF, B-Merkaptoetanol, 3,4-Dikloroizokumarin’in inhibisyona sebep oldugu goriilmiistiir.
Sonug olarak, B. licheniformis SO7 alkalin proteaz; genis bir sicaklik ve pH araliginda
aktivitesini koruyarak yiiksek kararlilia sahip olmasinin yaninda ¢esitli metal iyonlari, organik
¢oziiciiler ve ylizey aktif maddelerinin varliginda dahi ytliksek kararlilik ve aktivite gostermesi
gibi avantajlar1 barindirmasi sebebiyle endiistriyel uygulamalarin bir¢ok alaninda kullanimi i¢in

uygun bir aday oldugunu gostermektedir.
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